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LISTA DE ABREVIATURAS

EGF: Fator de crescimento epidermal

FGF: Fator de crescimento de fibroblasto

bFGF: Fator de crescimento de fibroblasto basico
IFN-f: interferon - beta

IGF: Fator de crescimento semelhante a insulina
IL-1: Interleucina - 1

IL-1a: Interleucina — 1 alfa

IL-1pB: Interleucina — 1 beta

IL-6: Interleucina - 6

IL-8: Interleucina - 8

MMP: Metaloproteinase da matriz

MMP-1: Metaloproteinase da matriz - 1

MMP-2: Metaloproteinase da matriz - 2

MMP-8: Metaloproteinase da matriz - 8

MMP-9: Metaloproteinase da matriz - 9

PCNA: Antigeno nuclear de proliferacao celular
PDGF: Fator de crescimento derivado de plaquetas
PGE2: Prostaglandina E2

TGF:fator de crescimento de transformacao
TGF-B: Fator de crescimento de transformacao - beta
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Kim YJ. Avaliagdo do efeito da Artin M no processo de reparagdo em mucosa
mastigatéria [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da

UNESP; 2011.

RESUMO

Artin M ¢ uma lectina purificada de sementes de Artocarpus heterophyllus
que, recentemente, mostrou-se capaz depromover aceleracdo da cicatrizagdo de
lesdes por queimadura de pele ou por abrasdo da cérnea em ratos e coelhos.

O objetivo desta tese foi avaliar os efeitos da Artin M no processo de
reparagao da mucosa mastigatoria bucal, por meio de modelos de estudo in vivo.
Primeiro estudo: Trés feridas cirurgicas circulares de 6 mm de didmetro foram
criadas na mucosa palatina de 20 caes, e divididas aleatoriamente em 3 grupos de
acordo com os tratamentos: C — controle (ndo tratados), A - Artin M, V - veiculo.
Quatro animais de cada grupo foram sacrificados apds 2, 4, 7, 14 e 21 dias pos-
tratamento e suas maxilas analisadas clinicamente quanto ao padrao de
cicatrizagdo, seguido de andlise histologica, imuno-histoquimica para antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e atividade de mieloperoxidase.
Clinicamente, o grupo A demonstrou melhor cicatrizagdo em todos os periodos
quando comparada aos outros grupos (p<0,05). A analise histologica mostrou ter
havido no grupo A maior estimula¢ao na producao de fibras colagenas, maturacao
do tecido de granulacao e organizagdo do epitélio. A imunolocalizagdo de PCNA
mostrou uma maior tendéncia na proliferagdo celular em lesdes do grupo A
principalmente nos dias iniciais (p<0,05). O influxo de neutréfilos mostrou-se
estatisticamente aumentado no grupo A quando comparado aos outros grupos nos
dias 2 e 4 (p<0,05). Conclui-se que a Artin M promoveu acelera¢cdo na reparacao
das feridas na mucosa mastigatoria em caes, via recrutamento de neutrofilos e
indug¢do da proliferacao celular.

E bem conhecido o envolvimento de mediadores biologicos como citocinas e

fatores de crescimento liberados pelas diferentes células no processo de reparagao



tecidual. Portanto, tendo em vista os resultados obtidos no primeiro modelo
visamos avaliar a resposta ao tratamento topico do gel de Artin M na mucosa
mastigatoria de rato.

Segundo estudo: Feridas cirurgicas circulares de 4 mm de didmetro foram criados
na mucosa palatina de 72 ratos Wistar, divididos aleatoriamente de acordo com o
tratamento realizado nas lesdes em 3 grupos: C — controle (ndo tratados), A -
Artin M, V - veiculo. Apos 3, 5 e 7 dias pos-tratamento, 8 animais de cada grupo
foram sacrificados e suas hemimaxilas foram divididas para realizacdo da andlise
histologica; imuno-histoquimica para PCNA, bFGF, VEGF e TGF-f; expressao
protéica das citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-6 e TNFa, e dos fatores de
crescimento VEGF e TGF-B por ELISA. A analise histologica mostrou que no
grupo A houve estimulagdo na regeneragdo e organizagao do epitélio, na produgao
de fibras coldgenas e maturacdo do tecido de granulacdo e diminuigdo
estatisticamente significante no infiltrado inflamatoério no dia 7 quando
comparado aos outros grupos (p<0,05). A analise imuno-histoquimica mostrou
maior expressao de TGF-§ e VEGF no dia 3 (p<0,05) e maior proliferacao celular
no dia 5 (p<0,05) no grupo A. Além disso, maior expressao protéica de TGF-f§ e
VEGF nas lesdes tratadas pelo Artin M foi confirmada pela ELISA no dia 3
(p<0,05). Diante dos resultados obtidos, concluiu-se que a aplicacao topica de gel
de Artin M promoveu a reparagdo da mucosa mastigatoria de ratos através
estimulagdo na produgdo de TGF-B e VEGF, proliferacao celular, deposi¢ao de
colageno e reepitelizagao.

Palavras-chave: Mucosa bucal, cicatrizagdo, periodontia, glicoproteinas.



Kim Y]J. Evaluation of Artin M on wound healing in palatal mucosa [Tese de

Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2011.

ABSTRACT

Artin M, lectin from Artocarpus heterophyllus seeds, has been
demonstrated to stimulate recruitment and activation of neutrophil and mast cells.
Furthermore, it has been shown to accelerate the process of wound healing on
burn injuries and corneal epithelial lesions in rats and rabbits, respectively. The
aim of this study was to evaluate the effects of Artin M on wound healing in
palatal mucosa in two animal models.

Study 1: Three wounds of 6 mm full thickness were surgically created in the hard
palate mucosa of twenty dogs. The wounds of each animal were randomly divided
into three groups according to one of the treatment assigned: C— Control (non-
treated), A- Artin M gel, and V— Vehicle (carboxymethylcellulose 3% gel). Four
animals per group were sacrificed at 2, 4, 7, 14 and 21 days post-surgery. Before
sacrifice, wounded areas were photographed and scored for macroscopic healing
evaluation. Afterwards, maxillary tissue were harvested and divided to perform
histological analysis, immunohistochemical staining against Proliferating Cell
Nuclear Antigen (PCNA) and measurement of myeloperoxidase activity. Clinical
analysis showed that wound closure was accelerated in group A in comparison to
other groups in all periods. Histological features showed enhanced
reepithelization and collagen fiber formation resulting in faster maturation of
granular tissue in group A compared to the other groups, by day 14. Artin M
treatment significantly induced cells proliferation at day 2 and 4 (p<0.05).
Neutrophils infiltration in the group A was significantly higher than in the other
groups at days 2 and 4 (p<0.05). The results suggest that Artin M gel may
potentially facilitate wound healing on palatal mucosa via the recruitment of

neutrophils and promotion of cells proliferation.



It is well known that cytokines and growth factors released from different cells
coordinate the healing process. Therefore, based on previous results we evaluated
the effects of topical application of Artin M on wound healing in palatal mucosa
of rats.

Study 2: Seventy-two rats were divided into three groups according to one of the
treatment assigned: C— Control (non-treated), A- Artin M gel, and V- Vehicle
(carboxymethylcellulose 3% gel). A 4 mm full thickness wound was surgically
created on the palatal mucosa of each animal. Eight animals per group were
sacrificed at 3, 5, and 7 days post-surgery. Maxillary biopsies were harvested and
divided to perform histological analysis, imunohistochemical analysis for bFGF,
PCNA TGF- and VEGF and ELISA assay to evaluate levels of IL-1, IL-6, TNFa,
TGF-B and VEGF. Histological features showed faster reepithelization in group A,
significant decrease in inflammatory cells infiltration by day 7 (p<0.05) and
increased collagen fiber formation resulting in faster maturation of granular tissue
compared to the other groups. Also, Artin M significantly induced cells
proliferation at day 5 (p<0.05). Significantly higher expression of TGF-f§ and
VEGF were observed in group A compared to C at day 3 (p<0.05). In conclusion,
the single application of Artin M gel has shown to be effective in the healing of
oral mucosa wound in rats by enhancing TGF-Bf and VEGF release, cell
proliferation, reepithelization, collagen deposition and arrangement of collagen
fibers. These findings may partially explain potential pharmacological actions of
Artin M on promoting wound healing process.

Keywords: Oral mucosa, wound healing, periodontics, glycoproteins.






1 INTRODUCAO

Na Periodontia e na Implantodontia, as cirurgias mucogengivais t€ém sido
amplamente utilizadas para devolver saude, funcdo e estética ao paciente. Esses
procedimentos tém apresentado alto indice de sucesso devido a boa
previsibilidade e prognéstico favoravel *°. Dentre eles, as técnicas de enxertos de
tecido mole - enxerto gengival livre e enxerto de tecido conjuntivo — sdo
indicados, para reconstrugao de areas de recessdo gengival, perda de papila
interdental, deficiéncia no rebordo alveolar, selamento alveolar em implantacao
imediata e em conjunto com a técnica de regeneracio ossea guiada **°*"%,

Na técnica de enxerto de tecido mole, ha a necessidade de uma area
doadora, que deve apresentar gengiva ceratinizada em espessura suficiente para
possibilitar a remoc¢ao do enxerto, o qual serd removido e transferido para outra
regido, mediante perda total de continuidade com a sua 4rea doadora . A
irrigagdo sangiiinea que viabilizard sua sobrevivéncia se fara a partir de
neoformacdo vascular proveniente da 4area receptora . As opcbes de areas
doadoras de enxertos gengivais incluem regides retromolar, rebordos edéntulos e
a mucosa mastigatoria do palato, principalmente na regido de molares e pré-
molares ¥. As vantagens da utiliza¢do dos enxertos gengivais residem em indices
elevados de sucesso, tratando-se de um tecido autdégeno e de obtencao
relativamente ficil. Entre as desvantagens, estdo: a necessidade de segundo sitio
cirargico, desconforto poOs-operatorio, cicatrizacdo por segunda intengao,
possibilidade de infec¢do e necrose *>*’.

Esses sitios sdo feridas agudas, resultantes da interrup¢ao da integridade da
mucosa pelo procedimento cirirgico, que estdo sujeitas a infeccdo e cronificagdo.
Entretanto, poucos estudos sao encontrados na literatura avaliando materiais com
a finalidade de acelerar e melhorar a reparagdo da area doadora na cavidade oral.
Alguns trabalhos tém avaliado materiais como cimento cirdrgico, colageno
microcristalino **, subgalato de bismuto ' e adesivos com fibrina na tentativa de

uma répida hemostasia e protegdo da ferida %21,
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Na medicina, terapias com corticosterdides, antimicrobianos,
antiinflamatodrios tém sido sugeridas e utilizadas visando acelerar a reparagao para
tratamento de feridas cutineas em geral ©. No entanto, em vista dos efeitos
adversos e na busca de propriedades adicionais, nos ultimos anos, tem se
intensificado pesquisas com produtos naturais como alternativas. Varios estudos
tém demonstrado efeitos positivos dos derivados de plantas como Centella
asiatica, Morinda citrifolia, Chamomilla recutita, Aloe vera, entre outros, na
reparagao de feridas atuando na regulacdo indireta de mediadores celulares em
alguma fase da reparagdo **"%>7*%

Reparacao

A reparacdo consiste na sequéncia de eventos moleculares que sao
divididos didaticamente em quatro fases: inflamacao, proliferacao, remodelacao e
contragao, ocorrendo na realidade uma transicdo gradual e continua durante o
processo %01,

A fase inflamatoria inicia-se logo apos a lesdo, por um periodo de um a
cinco dias, envolvendo fendmenos vasculares, de coagulagdo, de migragao celular
e de liberagdo de citocinas ¢ fatores de crescimento 19 Inicialmente, na ferida, os
vasos lesionados sofrem contracdo, seguida de agregacdo plaquetaria, resultando
na formagdo de coagulo. No espago perivascular, as plaquetas extravasadas
aderem-se ao colageno, sofrendo degranulagdo e liberagdo de fatores de
crescimento como fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento de transformacao (TGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator
de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF) 3045:102,

Os neutréfilos sdo as primeiras células que se dirigem ao sitio de dano
tecidual, iniciando o processo da cicatriza¢do. Os neutréfilos recrutados aderem-se
as células endoteliais e migram para o tecido inflamado, iniciando debridamento
de tecidos desvitalizados, reconhecimento, fagocitose e destruicdo dos agentes
infecciosos através da producdo de subst.dncias toxicas como radicais livres de

oxigénio, peroxido de hidrogénio, radical hidroxila, mieloperoxidase e elastase .
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Macroéfagos residentes, bem como macrdfagos derivados de mondcitos recém-
atraidos para o local, s3o ativados e desempenham papel essencial na formagao e
remodelagdo do tecido, sendo responsaveis pela fagocitose, recrutamento de novas
células inflamatorias, ativacao celular e angiogénese, atividades que decorrem da
liberagdo de quimiocinas, citocinas e diversos fatores de crescimento, como
Interleucina — 8 (IL-8), fator de necrose tumoral (TNF), EGF, PDGF, TGF, FGF
3049 Os mastocitos também desempenham papel importante na reparagio tecidual,
principalmente por libera¢do de fatores contidos em seus granulos, como triptase,
heparina, IL-8, PDGF, TGF, bFGF VEGF que ampliam o recrutamento de
neutrdfilos, angiogénese, proliferagdo de fibroblastos e queratindcitos 1A
importancia dessa fase foi ressaltada por Devalajara et al.,> em seu estudo, os
camundongos knockout para gene CXCR2 apresentaram recrutamento deficiente
de neutrofilos e macrofagos para a local da ferida, angiogénese reduzida, e atraso
na reparacao, demonstrando que modificagdes da resposta inflamatoria alteram o
curso da reparagao.

Dentre as enzimas proteoliticas envolvidas na reparagdao tecidual, as
metaloproteinases da matriz (MMPs), principais responsaveis pela degradagdo de
componente da matriz extracelular como colageno, gelatina e elastina atuam em
momentos distintos do processo *'. Maior expressdo das MMPs foi detectada nos
tecidos em reparagdo '°. Na fase inflamatoria, MMPs regulam a atividade de
quimiocinas, extravasamento de leucdcitos e migracio celular *'. Durante a
angiogénese, promovem a ruptura da camada basal vascular e a proliferagao
endotelial, sendo essenciais na reepitelizacio e no remodelamento do tecido .

Na fase proliferativa, que ocorre de 3 a 12 dias apds a lesdo, os
fibroblastos estimulados por bFGF e TGF- come¢am a deposi¢do de colageno,
formando o tecido de granulagdo que ¢ constituido por uma matriz frouxa de
colageno, um grande numero de vasos recém-formados, fibroblastos e macrofagos
1 A reepitelizagio inicia-se pela migra¢io de células epiteliais desde as margens
para o centro da ferida. A angiogénese, que ocorre simultaneamente, ¢ essencial

nesta fase de proliferagdo *"'*.
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A angiogénese consiste na formacdo de novos vasos sanguineos a partir de
vasos pré-existentes e ¢ regulada por fatores de crescimento, citocinas pro-
angiogénicas e inibidores da neovascularizagdo °’. Nesse processo, em resposta a
fatores quimiotaticos liberados devido a descontinuidade da rede vascular, inicia-
se a migragdo de células endoteliais ao local. Em seguida ocorre a proliferagdo
endotelial, atribuida a acdo de fatores de crescimento como FGF, TGF-B, EGF e
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). Dentre os fatores de crescimento
que participam no restabelecimento da vascularizagdo, o VEGF, liberado por
plaquetas e macrofagos, € principal estimulador na proliferacdo endotelial e
formagio de novos vasos '>°’. Por fim, ocorrem alinhamento e organizacdo das
células para formagdo do tubo capilar *°.

As repeti¢des sucessivas de lise, sintese e direcionamento formam fibras
de colageno maiores, resultando numa orientacdo paralela as forgas aplicadas e
aumentando a sua resisténcia 2°°. Essa ¢ a fase de maturagio e remodelacdo da
ferida. O remodelamento da matriz extracelular ¢ mediado principalmente por
colagenases (MMP-1 e MMP-8) e gelatinases (MMP-2 ¢ MMP-9), controladas
por IL-1, TNFa, PDGF, TGF, EGF, provenientes de fibroblastos e células
epiteliais *'"'**. Esse processo inicia-se a partir do terceiro dia e pode perdurar por
meses.

A fase de contragdo de ferida contribui para fechamento de lesdes,
principalmente quando ha reparacao por segunda intengdo. Esse fendmeno inicia-
se aproximadamente no 4° dia e dura por um periodo de 15 dias. O movimento é
centripeto, isto &, ocorre das margens para o centro, processo esse que ¢ desejavel,
por reduzir o risco de infec¢ao, no entanto, pode resultar em formacao excessiva
de tecido cicatricial, trazendo prejuizos estéticos®™. TGF-p ¢ considerado o
principal modulador dessa fase por induzir a contracdo da matriz extracelular e
dos miofibroblastos. Entretanto, também foi demonstrado ser responsavel na
formagido de queloides ''. Uma lesdo pode ser considerada reparada depois de
concluida a remodelacdo e contracdo da matriz extracelular **'*,

Recentemente, muitos estudos tém confirmado o papel especialmente dos

fatores de crescimentos eOu citocinas no processo de reparacdo justificando sua
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utilizagdo terapéutica nesse processo . A avaliagio dos tecidos gengivais
humanos demonstrou a expressdo de receptores para TGF-B, IGF, PDGF nos
tecidos em reparagio em relagio aos tecidos controle *. Oda et al. verificaram que
a aplicacdo topica de bFGF nas feridas no palato de ratos acelerou a formagao de
tecido de granulagdo, reepitelizacio e maturagio de colageno ™. A aplicagdo de
TGF isoladamente ou associada ao PDGF e/ou EGF estimulou maior deposi¢ao
de colageno em ratos com alteragdes nos padrdes de reparacdo induzidas por

. .. 11
diabetes ou decorrentes do uso de corticoides .

Fatores de crescimento na reparacio

Fatores de crescimentos sdo polipeptideos biologicamente ativos que,
quando se ligam aos receptores especificos, desencadeiam complexa integracao
dos sinais que coordenam diversos processos celulares, tais como crescimento,
diferenciacdo e/ou metabolismo, que sdo fundamentais para a regulacido celular
durante o processo reparacional '+1#!93049%0

Avangos no entendimento dos processos biologicos associados a
inflamagao e reparagdo tecidual tém justificado a aplicagdo terapéutica dos
diversos fatores de crescimentos nos mecanismos celulares associados a reparacao

dos tecidos periodontais e demais tecidos'~.

A abordagem visa modular
diretamente os eventos celulares principais para a reparagao tecidual controlando,
por exemplo, a velocidade e tipo de tecidos formados na éarea da ferida. As
pesquisas indicam que a aplicacdo local de fatores de crescimento exdgenos,
como agente coadjuvante, deve ser considerada um método promissor, entretanto,
apesar dos beneficios, sua aplicabilidade so esta estabelecida para PDGF, tnico
aprovado pelo 6rgao US Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento
de feridas cronicas °. Ainda existem davidas em relacdo & concentracdo ideal,
degradagdo, manutengio e efeitos adversos . Pesquisas envolvendo vetores,
DNA recombinante, “scaffolds”, tém sido desenvolvidas para promover a

5,15

aplicacdo terapéutica dos mesmos™ °. Dentre os fatores de crescimento envolvidos

no processo de reparacdo, destacamos abaixo o FGF, TGF-$ e VEGF.
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FGF

Dentre os diversos fatores estudados, a familia do FGF tem sido
relacionada com atividades biologicas importantes na reparagdo de feridas ">,
particularmente FGF-2 ou bFGF, produzido principalmente por fibroblastos,
macrofagos, mastocitos, células endoteliais, queratindcitos e condrdcitos ° Este
fator de crescimento estimula a migracao e proliferagdo de fibroblastos, migracao
e atividade da colagenase nas células endoteliais, participando na formagao do
tecido de granulacdo, reepiteliza¢io e remodelamento da ferida *”°.

Estudos in vitro tem demonstrado que bFGF estimula a quimiotaxia e
mitose das células do ligamento periodontal e a proliferacio de células
endoteliais’. Oda et al. observou que a aplicacio topica de bFGF nas feridas no
palato de ratos acelerou a formagdo de tecido de granulagdo, reepitelizagdo e
maturagio de colageno **. Em outro estudo semelhante, a aplicacio de bFGF
recombinante humano estimulou maior proliferagdo de fibroblastos gengivais de
coelho in vitro, demonstrado pelo analise de sintese de DNA, de maneira dose-
dependente, além de promover, in vivo, completa reepitelizacdo de ulceras orais
em periodo inferior as lesdes ndo tratadas com este fator .

Outra fun¢ao muito estudada do bFGF também ¢ a capacidade de regular a
angiogénese in vivo e in vitro, induzindo a quimiotaxia e proliferacao de células

? Gualandris et al,* identificaram bFGF como um fator pro-

endoteliais
angiogénico, ao isolarem o mesmo da placenta humana, e demonstrarem in vivo
sua capacidade de estimular a proliferagdo celular, avaliada pela sintese de DNA,
e a migracdo de células endoteliais. Num outro estudo, bFGF aumentou a
neovascularizagdo entre o enxerto € a area receptora e, consequentemente, elevou
a taxa de sucesso dos enxertos *°.

Estudos experimentais com animais geneticamente modificados
demonstraram a importancia dos fatores de crescimento especificos nas diferentes
fases do processo de reparagio tecidual ****. Camundongos deficiente para o gene

do bFGF com feridas excisionais apresentaram reparagdo atrasada comparado aos

animais geneticamente ndo alterados *. Por outro trabalho, animais knock out
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para o gene do bFGF apresentaram uma redug¢do de deposi¢do de colageno e

I ~ 4
atrasos na reepitelizagio *.

TGF-p

Membros da familia do TGF-p foram descritos primeiramente na década
de 80, englobando TGF-B1-3, proteinas morfogenéticas do osso (BMPs) e ativinas
192 Incialmente o TGF-p foi associado ao recrutamento de células inflamatérias,
angiogénese e sintese de colageno. Portanto, desempenha um papel fundamental
na formagdo de tecido de granulagio em feridas em reparagdo. E produzido
principalmente pelas plaquetas, mas também ¢ secretado pelos macréfagos,
fibroblastos e queratindcitos. E quimiotatico para células inflamatorias e
fibroblastos. Estimula a producdo de coldgeno, a diferenciacao de fibroblastos em
miofibroblastos, coordenando a reorganizacdo das fibras colagenas e,
conseqiientemente, a fase de contracdo °. E um aos ligantes dos receptores tirosina
cinase, similarmente ao PDGF, FGF e VEGF, uma vez ligado ao receptor TGF-f3,
ativa a sinalizacdo intracelular pela via de proteinas Smad *'%.

Estudos tém associado TGF- com a formagdo de cicatrizes. Estudos in
vitro demonstraram o efeito estimulatorio do TGF-B sobre a deposi¢ao de
colageno, e a formacao de tecido cicatricial e de queldides. Assim, TGF-f tem
sido muito investigado em estudos relacionados a deficiéncia de reparagao de
feridas '+
Em relagdo aos tecidos periodontais, Parkar et al.*’, avaliaram biopsias de
tecidos gengivais humanos, 6 semanas apds a realizacdo do procedimento de
regeneracdo tecidual guiada e observaram maior expressdo aumentada de
receptores de TGF-f3 nas dreas regeneradas. Esse resultado indica que TGF-f seja
importante para a regeneracdo periodontal, papel coerente com suas atividades de
induzir proliferag¢@o celular e producdo de matriz extracelular, indicando que esse
desempenha agdo importante em regeneracao periodontal.

Mustoe et al.”’, demonstraram que a aplicagdo tUnica de TGF-B nos

estagios iniciais da repara¢ao poderia acelerar a reparacdo de feridas incisionais in

vivo. Os animais que receberam a aplicagdo de TGF-B apresentaram
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histologicamente maior influxo de células mononucleares e maior nimero
fibroblastos do que o controle, acompanhado de um aumento na sintese de
colageno. Além disso, o tecido tratado mostrou-se 200% mais resistente a tensao
do que o ndo tratado. Com relagdo ao veiculo, o uso de uma suspensdo de
colageno bovino foi mais eficaz quando comparado a solugdo salina,
evidenciando a importancia de liberacdo lenta. Isso porque esse procedimento
prolonga a exposi¢do local, consequentemente, a acdo da substancia no local.

Em um estudo com camundongos knock out para o gene TGF-3, a maioria
dos animais ndo sobreviveu durante a embriogénese, indicando a fundamental
participacao do TGF-B em diversos processos biologicos além do reparo tecidual
como desenvolvimento embrionario e fun¢dao endocrina. Ja em outro estudo,
camundongos deficientes para o gene Smad3 apresentaram diminuicao de
infiltrado inflamatdrio e também diminuicao na deposi¢ao de coldgeno; no entanto,

nao apresentaram alteragdo no curso da reparagao 6,

VEGF

A revascularizagao ¢ de grande importancia no processo de resolugdo das
feridas. O VEGF ¢ o principal agente pro-angiogénico, responsavel pela migragao,
proliferacdo e organizagdo das células endoteliais. Além disso, o VEGF atua na
formacdo de estruturas vasculares (sprouting) pelas células endoteliais que
consiste em degradacdo da membrana basal, ativagdo, proliferacdo, invasdo e
formacio do limen promovendo formacgdo de novos vasos sanguineos®®. O VEGF
¢ uma glicoproteina homodimérica de 45kDa, ligante de heparina. A sua
importancia no organismo ¢ evidente em animais geneticamente modificados para
o gene do VEGF, que sofrem mortes intra-uterinas na auséncia de, pelo menos,
um dos alelos '°. A potente acdo angiogénica do VEGF, atualmente, fez com que
ele se tornasse fatores de crescimentos mais estudados. A modulagao da
angiogénese representa grande interesse ndo somente no processo reparacional,
mas também para doencas isquémicas e em terapias antitumorais.

Brem et al."’, observaram que em camundongos diabéticos tratados com

ADV/VEGF (liberag@o local por meio de adenovirus) a reparagao tecidual ¢ 6,6
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vezes mais rapida do que em animais ndo tratados. In vitro, verificou-se que
VEGF tem uma acdo direta sobre queratindcitos, acelerando sua migracdo ¢ a re-
epitelizacdo da ferida.

A producdo de VEGF ¢ estimulada por TGF-p, prostaglandina E2 (PGE;)
e interleucinas (IL) IL-1a e IL-6, mediadores que sdo produzidos. Dentre eles
expressos por fibroblastos in vitro, sendo o TGF-f um potente indutor,
estimulando 6 vezes mais a secrecdo de VEGF quando comparado a IL-1 ou
PDGF '*. Cohen et al.?’, investigaram se as citocinas como IL-6 , TNFa ¢ IFN-B
envolvidas na inflamagdo, reparagdo e progressao tumoral influenciariam na
angiogénese. Através da técnica de Northern Blot, demonstraram a expressdo de
mRNA de VEGF induzida pela IL-6 em cultura de células da carcinoma
epidermoide humana, evidenciando a regulacdo do VEGF via IL-6.

Na tentativa de desenvolver um dispositivo de liberacdo lenta, Koch et
al.>®, associaram o VEGF recombinante humano com matrizes de colageno bovino
e observaram que a incorporacao do fator de crescimento aumentou a proliferagao
de células endoteliais do corddo umbilical humano no dia 7 e quando essas
matrizes foram implantadas em embrides de galinha mostraram formagado de
micro vasos, indicando o potencial promissor da associagao do potente fator pro-

angiogénico com biomateriais.

Artin M

Artin M ¢ uma lectina ligante a D-manose, isolada de sementes de
Artocarpus heterophyllus Lam. Syn. A. integrifolia L.f.. A molécula € tetramérica,
constituida de cadeias polipeptidicas ndo glicosiladas de 16kDa 86:91,100

Lectinas s3o proteinas que, através de seus(s) dominio(s) de
reconhecimento de carboidratos, ligam-se especificamente e reversivelmente a
glicanas. A ligacdo de lectinas a glicanas de superficies celulares pode
desencadear sinalizacdo, ativagdo, migra¢do e proliferacdo celulares, além de
induzir a producdo de citocinas. As lectinas sdo também utilizadas como

ferramentas de identificacdo e isolamento de glicanas da superficie de células,

S ’ 87
bactérias e virus °'.
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Artin M induz a migracdo de neutréfilos por mecanismo haptotatico,
resultante da interacdo concomitante com laminina da matriz extracelular e
receptores glicosilados, como CXCR2, da superficie celular *°. Essa propriedade
depende parcialmente da ativagdo e degranulagdo dos mastocitos, também
induzidas pela lectina "', A ligagdo de Artin M ao receptor CXCR2 de neutréfilos
¢ seguida de sinalizagio celular por via dependente da proteina G .

Ao ligar-se a glicanas associadas a TLR2 da superficie de macrofagos e
células dendriticas, Artin M induz a produg¢do de interleucina 12 (IL-12), e
promove respostas Thl. Por essa acdo imunomoduladora, Artin M tem se
mostrado capaz de conferir resisténcia a camundongos contra patogenos de
parasitismo intracelular **.

Artin M foi utilizada no tratamento topico de lesdes provocadas por calor
umido no dorso de rato promoveu, em 24h a aceleracdo da cicatrizacao e redugao
da necrose™. Num estudo com coelhos, observou-se que a utilizacdo de Artin M
provocou aceleragdo na re-epitelizagdo das lesdes por abrasio da cornea em
comparacao a lesdes ndo tratadas. Segundo os autores, este resultado seria um
efeito da acdo direta do Artin M na proliferacdo do epitélio da cornea'®.

Até o momento, ndo foram encontrados na literatura, estudos que

avaliaram seu potencial reparador do Artin M em lesdes orais.






2 PROPOSICAO

O objetivo geral deste estudo ¢ avaliar os efeitos da Artin M no processo
de reparacdo da mucosa mastigatéria bucal, por meio de modelos de estudo in
vivo. Sendo assim, os objetivos especificos deste estudo sdo:

1. Avaliar o efeito da aplicagdo do gel de Artin M no processo de
reparagao da mucosa mastigatoria em palato de caes, por meio de andlise clinica,
histologica, imuno-histoquimica e atividade de mieloperoxidase.

2. Avaliar em rato, a resposta ao tratamento topico do gel de Artin M na
mucosa mastigatoria do palato por meio de andlise histologica, imunolocalizacao
de bFGF, PCNA, TGF-B e VEGF; expressao protéica de citocinas IL-1, IL-6,
TNFa, e dos fatores crescimento TGF-3 e VEGF.






3 CAPITULOS

3.1 Capitulo 1

Lectin Artin M improves wound healing in palatal mucosa in dogs.

Kim YJ, da Silva VC, Conrado MA, Spolidério LC, Roque-Barreira
MCA, Cirelli JA.

Artigo submetido para Journal of Periodontology
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Abstract

Backgrounds: To evaluate the effects of Artin M on wound healing in palatal
mucosa in dogs.

Methods: Three full thickness wounds of 6 mm diameter were surgically created
in the hard palate mucosa of twenty dogs. The wounds of each animal were
randomly divided into three groups according to one of the treatment assigned: A-
Artin M gel, V- Vehicle (carboxymethylcellulose 3% gel) and C— Control. Four
animals per group were sacrificed at 2, 4, 7, 14 and 21 days post-surgery.
Wounded areas were photographed and scored for macroscopic healing evaluation.
Lesion tissues were harvested and used for descriptive histological analysis,
PCNA immunohistochemistry and measurement of myeloperoxidase activity.
Results: Clinical analysis showed accelerated wound closure in group A in
comparison to other groups in all periods. Histological features showed enhanced
reepithelization and collagen fiber formation resulting in faster maturation of
granulation tissue in group A compared to other groups, by day 14. Treatment
with Artin M significantly induced cells proliferation and increased volumetric
density of fibroblasts at day 2 and 4 (p<0.05). Neutrophils infiltration in A group
was significantly higher than other groups (p<0.05) at the same time-points.
Conclusions: Artin M gel may potentially favours wound healing on palatal
mucosa lesions via the recruitment of neutrophils and promotion of cells

proliferation.
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INTRODUCTION

Palatal masticatory mucosa has been extensively used as a tissue donor
area for free soft tissue grafts aiming correction of periodontal and peri-implant
soft tissue deficits and deformities®**’. Although this surgical technique has high
predictability and favorable prognosis, it has the disadvantage of the creation of a
second wound which depending on the size of the graft removed, may have a long
healing process period, causing pain and discomfort to the patient. Also, the donor
area is subject to infection or necrosis, events that can delay even more the healing
process >
The current therapies for palatal wound have been based on mechanical
protection to prevent contact injuries and facilitate primary wound closure as
monofilament suture and periodontal dressings**='****!% The development of
new drugs with potential to accelerate the healing process on palatal wound
lesions has been investigated *>**%%4,

Artin M (previously known as KM+ and Artocarpin) *® a lectin from
Artocarpus heterophyllus, binds D-mannose and exhibits high specificity for the
trimannoside Mana1-3[Mana1-6]Man, present in the core of N-glycans ®. Artin
M possesses many relevant biological properties. It acts on neutrophils, inducing
haptotactic migration and phenotypic and functional changes, which include
intracellular tyrosine phosphorylation, shedding of L-selectin, release of
inflammatory mediators, phagocytic and cell-killing activities, and increased
expression of TLR2?"'%, Furthermore, an amplification loop for in vivo Artin M
inflammatory activity is provided by induction of mast cell degranulation ’'. Artin
M stimulates macrophage and dendritic cells to release IL-12, thereby establishing
in vivo Thl immunity and conferring protection against several intracellular
pathogens *'**'°! " Artin M also accelerates wound healing and epithelial tissue
regeneration'®,

Based on those results, the aim of this study was to evaluate the effects of

topical application of Artin M gel on wound healing of palatal mucosa in an

excision wound model in dogs.
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MATERIAL AND METHODS

Preparation of Artin M
Artin M was extracted from Artocarpus heterophyllus seeds and purified

by sugar affinity chromatography as previously described by Santos-de-Oliveira
et al.1994 **. Artin M 0.001% was prepared using carboximetilcelulose 3% as a
vehicle gel.
Experimental Animals

This study was approved by the FEthics Committee on Animal
Experimentation of the Sao Paulo State University, School of Dentistry at
Araraquara, SP, Brazil. A total of 20 mongrel dogs, weighing between 15 and 20
kg, were used for this study. For all clinical procedures, animals were pre
anesthetized using levopremazin chloritate' 1mg/kg intramuscularly (IM), and
further they were anaesthetized with sodium thiobarbiturate’ 25 mg/kg
intravenously (IV) and kept on intravenous hydration with a 0.9% physiological
solution during surgery. A local infiltration of 2% lidocaine with norepinephrine
(1:100000) was administered for hemostasis and to diminish pain.
Wound creation and treatment
Scaling and tooth prophylaxis using rubber cup and prophylactic toothpaste were
initially performed in the entire mouth. After a week, upper maxillary impressions
were taken with a silicone-based material”. A tooth supported acrylic guide was
made for each dog to orientate the creation of the wounds during surgical
procedures. Three circular full-thickness excisional wound of 6 mm diameter were
created by a surgical punch, in the palatal region adjacent to the first and second
pre-molars, maintaining a distance of 10 mm between wounds (Fig. 1).

Each palatal wound was randomly distributed to one of the experimental
groups according to treatment: A — Artin M gel, V - carboxymethylcellulose 3%

gel vehicle and C — coagulum (no treatment). Each dog had a representative

: Neozine, Aventis Pharma Ltd., Sdo Paulo, SP, Brazil
1 Tiopental, Abbott Laboratories, Sdo Paulo, SP, Brazil
# Xantopren & Optosil, Heraeus Kulzer South America, Sao Paulo, SP, Brazil
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sample of each treatment. Afterwards, Transpore tape was sutured with 4-0
silk'™ covering wounds in order to maintain the material and minimize mechanic
trauma.

Post- Surgical Procedure
Immediately after surgeries, each animal received 10 ml of hepatic

protector* IV and analgesic ketoprofen®® 2mg/kg IM for 3 days. The animals
were observed daily for any clinical abnormality and they received soft diet
through the first week post-surgery.

At each experimental time-point: 2, 4, 7, 14 and 21 days after treatment,
four dogs were euthanized by lethal dose of IV injection of sodium

thiobarbiturate® and maxillary tissues were harvested.

Clinical Analysis

Wound closure and epithelium restoration were assessed visually by
means of a picture taken at the end of each experimental time-point, before
sacrifice. Clinical evaluation was based on wound healing scores representing
stages of absence up to complete filling of wound with or without reepitelization.
Images showing empty wound were classified as index 0; partial filling wounds as
index 1; complete filling with none visual reepithelialization as index 2; complete
filling with partial reepithelialization as index 3 and complete filling and total
reepithelialization as index 4 (Fig. 2A). All images were examined by a trained
and blind examiner.
Histopathological analysis

Before tissue harvesting, the diameter of each perforation of the tooth
supported acrylic guide was increased to 9 mm to guarantee a safe margin around
in the excision around the wound. The tissues were removed using a 15C blade''

with the acrylic guide in position. Half of the tissue was stored at -80° C for

myeloperoxidase analysis and the other half was processed for histology.

" Transpore, 3M, St. Paul, MN, USA

"' Ethicon, Johnson & Johnson S.A., Sdo Paulo, SP, Brazil

% Frutoplex LN, Marjan e Comércio, Sdo Paulo, SP, Brazil

% Ketoprofeno, Laboratorios Vencofarma, Londrina, PR, Brazil
'"Medico International Trading Co. Ltd., Tianjin, China
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The specimens were fixed in 10% formalin for 48h for routine histological
processing and paraffin embedding. Histological serial sections, 4 and 5 um thick,
were cut in the sagital plane through the entire epithelial-connective tissue
extension, representing the central and internal portions of the wounds besides
external area of the security margin. Haematoxylin and Eosin (HE) and Masson
trichrome staining were used.

Volume densities of fibroblasts (Vf) were estimated as previously
described '’. The count was performed with the help of a light microscope'’,
using oil immersion (magnification x1000). A square lattice of 25 points was
projected into the microscope ocular, with the use of microvid system™, which
connected the microscope to a computer. For each animal, 5 sections were
selections and 25 points were counted in each section. Vf was expressed as
percentages of the total points counted.

Immunohistochemical Analysis

Immunohistochemical staining against Proliferating Cell Nuclear Antigen
(PCNA) was performed on 4 um sections mounted on silanized slides” . Briefly,
tissues were deparaffinized and rehydrated. Tissue sections were incubated with
0.5% trypsin for 20 min at 37°C for antigen retrieval and treated with 3%
hydrogen peroxidase in methanol for 30 min to block endogenous peroxidase
activity. After, sections were incubated with 3% bovine serum albumin in
Phosphate buffered saline (PBS)'"" for 30 min at room temperature to block
nonspecific protein binding, followed by incubation overnight with monoclonal
primary anti- PCNA antibody** at 1:100 dilution. Then, sections were incubated
with biotinylated immunoglobulin®*®, the reaction product was detected with an
avidin biotin peroxidase complex’® and diaminobenzidine was used as a

chromogen substrate. Following, sections were counterstaining with Carrazi’s

" Carl Zeiss, Sao Paulo, SP, Brazil

# Cambridge Instruments, Buffalo, NY, USA

" DAKO A/S, Glostrup, Denmark

" Sigma-Aldrich co, St. Louis, MO, USA

H Anti-PCNA, MAB4078, Millipore, Billerica, MA, USA
%% ABC kit DAKO A/S, Glostrup, Denmark

%% ABC kit DAKO A/S, Glostrup, Denmark
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hematoxylin and mounted with permount. Positive and negative controls were

- s - 1
used. Wound areas were examined by using light microscope

(magnification
x40). Two representative fields from border and center of the defect from each
section were chosen and PCNA immunoreactive cell nuclei were counted by a
blind examiner.
Myeloperoxidase activity

The measurement of myeloperoxidase (MPO) activity was performed to
quantify neutrophils accumulation in the palatal tissue. Tissue previously stored at
-80°C were thawed, suspended and homogenized in 1mL of PBS at 13000 rpm
and centrifuged at 3000 rpm for 15 min at 4°C. The material was suspended in
500 uL of 0.5% hexadecyltrimethylammonium bromide in 50 mM potassium
phosphate buffer, pH 6.0, to solubilize MPO. After centrifuging at 3000 rpm for
15 min at 4°C, 50 ul of the supernatant from each sample, 50 uL of 3,3-5,5-
tetramethylbenzidine in dimethylsulfoxide, 25 uL of 3% hydrogen peroxide
(H,0,) were placed in each well at 96 well plate and incubated for 5 min at 37 °C.
The reaction was stopped by adding 25ul of H,SO4. The absorbance was
measured colorimetrically at 450 nm on spectrophotometer'™.
Statistical Analysis

All data were analyzed using the GraphPad Prism software 4.0, One-
way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test were performed to determine the
presence of any significant difference between groups for all the analyses. P-

values less than 0.05 were considered statistically significant.
RESULTS
The application of Artin M has shown to be effective in the healing of oral

mucosa wound, resulting in significant improvement of all parameters evaluated.

Clinical analysis revealed that Artin M accelerated mucosal healing from 2 to 7

"' LEICA microsystem GmbH, Wetzlar, Germany
" Biotek, Winooski, VT, USA
"# GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA
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days, when compared to other groups, reaching statistical significance from the
other groups at 7 days. At this time-point, group A was the only one to present
complete filling and total reepithelialization index (4). At 14 days, one lesion from
C group still presented index (3) while 100% of A and V groups presented index
(4). At 21 days, there were no differences among groups which showed complete
filling and total reepithelialization (Fig.2B).

Histological analysis revealed necrotic tissue associated to
polymorphonuclear cells (PMNs) and vascular tissues in all groups at 2 days.
Artin M group presented discontinuity epithelial tissue while other groups did not
present epithelial migration into wounds. At 4 days, discontinuity epithelial tissue
was present in all groups, necrotic tissue associated to PMNs were observed
superficially while formation of granulation tissue with fibroblasts, collagen fibers,
mononuclear inflammatory cells and neovascularization were observed more
profoundly. At 7 and 14 days, A group showed fibroplasia characterized by higher
collagen fiber content and lower amount of inflammatory infiltrate compared to
the other groups. Also, tissue remodeling characterizing advanced maturation of
granulation tissue and higher quantity of Vf indicating increased proliferation of
fibroblasts was observed in the Artin M group compared to other groups at same
time points. At 21 days, all groups presented similar aspects of granulation and
epithelial tissues; however A group treated with Artin M still showed increased
volumetric density of fibroblasts compared to groups C and V (Fig 3).

Cell proliferation was observed by immunohistochemical analysis labeling
PCNA in the nuclei of cells. Artin M treatment increased significantly cell
proliferation at 2 and 4 days (Fig.4A and B) in comparison to the other groups at
the same time points. Similarly, myeloperoxidase activity assay showed
significant increased level of neutrophils in A group compared to the other groups

at 2 and 4 days (Fig.5).

DISCUSSION
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Wound healing is a complex and dynamic process that consists on
interactions of cells and molecules to restore tissue integrity. It is based on three
different and overlapping stages: inflammation, proliferation and remodeling'*®".

In this study the single application of Artin M gel has shown to be
effective in accelerating the healing process of oral mucosa wound, demonstrated
clinically and histologically. Histological sections presented increase in
fibroplasia 14 days after treatment with Artin M. It revealed improved granulation
tissue maturation consistent with clinical evaluation and PCNA immunostaining
that revealed Artin M to increase significantly cell proliferation (Fig.4B).
Additionally, our data also demonstrated that Artin M significantly stimulated
neutrophils recruitment (Fig.5).

Recruitment of inflammatory cells, particularly neutrophils, to the site of
injury is essential for immune activities and the release of growth factors *°.
Although neutrophils are not the only cells directly involved in early stage of
healing, they are the first cells to reach the site and they have potential to activate
other cell types by inducing multiple cytokines pathways such as VEGF, IL-1, IL-
6 and IL-8 **°.

It has been shown that neutrophils deficiency delays wound repair in mice,
evidencing important role of those cells in wound healing *>°. Delays on wound
healing were also observed in CXCR2 knockout mice, which presented
diminished neutrophils recruitment into the wound sites and reduced
neovascularization resulting in healing impairment®. In those animals, neutrophils
deficiency was also correlated with lower levels of VEGF and TGFp, indicating
that these growth factors play important role in repair process.

In addition, in contrast to studies reporting a negative effect of neutrophils

2739 neutrophils are essential to debridement and

in uninfected wound healing
activation of immune system in contaminated sites such as oral environment
which contains abundant amount of microorganisms.

Interestingly, our results demonstrated that neutrophils influx were
increased at 2 and 4 days in Artin M treated group although at 7, 14 and 21 days

there were no significant differences with other groups (Fig.5). It suggests that
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more neutrophils were recruited in the early phase of repair in Artin M treated
wounds. As these wounds were located in an intra-oral contaminated environment,
tissue healing may have been favored by increased neutrophils microbicidal
activities such as phagocytosis, lysosome volume, superoxide production and
LTB4 secretion by activation of CXCR2 and TLR2 receptors. In addition,
neutrophils did not persist longer in the lesion which may be considered a positive
condition; otherwise they might delay the healing process.

Recruitment of neutrophils promoted by Artin M has been demonstrated
previously in in vivo and in vitro.). Moreover, the high level of neutrophils influx
induced by Artin M and the higher expression of PCNA observed in our study are
consistent with previous findings demonstrating that topical administration of
Artin M was able to stimulate higher expression of PCNA, VEGF, laminin, p63
and c-Met than control treatment at 24h of corneal abrasion in rabbit '*. These
results suggest an influence of Artin M on cell proliferation and growth factors
production during tissue repair.

Within the limitation of this study, our findings have shown and partially
explained potential pharmacological actions of Artin M on promoting wound
healing process. Further studies are necessary for a full understanding of the

precise mechanism whereby Artin M induces tissue repair.
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Stimulation of TGF-p and VEGF expression by lectin Artin M accelerates
wound healing in rat oral mucosa

Kim Y]J, Carvalho FC, Souza JA, Gongalves PCG, Spolidério LC, Roque-Barreira
MCA, Cirelli JA.

ABSTRACT

Artin M, lectin from Artocarpus heterophyllus seeds, has been
demonstrated to stimulate recruitment and activation of neutrophil and mast cells.
Furthermore, it has been shown to accelerate the process of wound healing on
burn injuries and corneal epithelial lesions in rats and rabbits, respectively.
Objectives: to evaluate the effects of topical application of Artin M on wound
healing in palatal mucosa of rats. Methods: Seventy-two rats were divided into
three groups according to one of the treatment assigned: C-Control (non-treated),
A-Artin M gel, and V-Vehicle (carboxymethylcellulose 3% gel). A 4 mm full
thickness wound was surgically created on the palatal mucosa of each animal.
Eight animals per group were sacrificed at 3, 5, or 7 days post-surgery. Maxillas
were  harvested and divided to perform histological analysis,
immunohistochemistry to detect bFGF, PCNA, TGF-B and VEGF and ELISA
assay to evaluate levels of IL-1, IL-6, TNFa, TGF-f and VEGF in the tissue.
Results: histological features showed faster reepithelization in group A,
significant decrease in inflammatory cells infiltration by day 7 (p<0.05) and
increased collagen fiber formation resulting in faster maturation of granular tissue
compared to the other groups. Also, Artin M significantly induced cells
proliferation at day 5 (p<0.05). Significantly higher expression of TGF-B and
VEGF were observed in group A compared to C at day 3 (p<0.05). Conclusion:
The single application of Artin M gel has shown to be effective in the healing of
oral mucosa wound in rats by enhancing TGF-B and VEGF release, cell
proliferation, reepithelization, collagen deposition and arrangement of collagen
fibers. These findings may partially explain potential pharmacological actions of

Artin M on promoting wound healing process.
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INTRODUCTION

Wound healing process aims to restore integrity and function of injured
tissue through three overlapping stages: inflammation, proliferation, and tissue

. 13,1 104
remodeling '**%1°

. The healing process can be affected by several factors,
including age and health status of the patient, type of injuries, smoking,
alcoholism, nutrition or use of medication >*>**%. However, local factors such as
presence of microorganisms, blood supply, pH changes or use of topical
medications are mostly considered to affect the repair process ***. They can
influence on speed and quality of tissue formation resulting in a better repair or in
impaired healing.

Recently, studies have reported positive effects of products isolated from
plants in tissue repair by inducing release of inflammatory mediators, growth

6,31,53,60,65,95,99 i
. In addition, numerous

factors and extracellular matrix proteins
medications have already been developed from plants sources, including
analgesics, treatments for heart condition and anticancer agents, e.g. Aspirine,
vinblastine and digitalis, respectively "°.

Artin M is a lectin derived from jackfruit seeds (Artocarpus heterophyllus
Lam. Syn. A. integrifolia L.f.) and has a variety of relevant biological properties
91100 1 ectins are carbohydrate-binding proteins that are used to probe the
architecture and dynamics of cell surface carbohydrates during cell division and
differentiation processes as well as for the isolation and characterization of
glycoconjugates on cell surfaces or matrix %, Artin M binds D-mannose and
exhibits high specificity for the trimannoside Mana1-3[Manal-6]Man, present in
the core of N-glycans *°. The binding to carbohydrate is directly responsible for its
biological activity. It acts on neutrophils, inducing haptotactic migration and
phenotypic and functional changes, which include intracellular tyrosine
phosphorylation, shedding of L-selectin, release of inflammatory mediators,
phagocytic and cell-killing activities, and increased expression of TLR2 7',
Furthermore, an amplification loop for in vivo Artin M inflammatory activity is

provided by induction of mast cell recruitment and degranulation *>’'. Artin M
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stimulates macrophage and dendritic cells to release IL-12, thereby establishing in
vivo Thl immunity and conferring protection against several intracellular

2184101 Besides, Artin M has been reported to accelerate wound

pathogens
healing in burn injury in rats *°, corneal abrasion in rabbit '*.

Based on those results, the aim of this study was to evaluate the effects of topical
application of Artin M gel on wound healing in palatal mucosa in an excision

wound model in rats.

MATERIAL AND METHODS

Preparation of Artin M

Artin M, a D-mannose-binding lectin extracted from jackfruit seeds
(Artocarpus heterophyllus Lam. Syn. A. integrifolia L.f.) was purified by sugar
affinity-chromatography as previously described by Santos de- Oliveira et al.1994
3.0.001% of Artin M gel was prepared using 3% of carboxymethylcellulose as a
vehicle.
Experimental Animals

The present study was approved by the Ethics Committee on Animal
Experimentation of the Sao Paulo State University, School of Dentistry at
Araraquara, SP, Brazil. A total of 72 male Wistar rats, average weight 250 g, were
kept under controlled temperature (22-25°C) with a 12 h light/dark cycle and
received standard laboratory diet and water ad libitum. For all clinical procedures,
animals were anesthetized by intraperitonial injection of ketamine (80 mg/kg) and
xylazine (16 mg/kg) mixture.
Wound creation and treatment

A circular full-thickness excisional wound of 4 mm diameter was created
by a surgical punch in the palatal region of each animal. Animals were randomly
distributed according to one of the treatment assigned: C— Control (non-treated),
A- Artin M gel, and V- Vehicle (3% of carboxymethylcellulose gel). Afterwards,
Transpore® tape (3M, St. Paul, MN, USA) was sutured with 6-0 silk (Ethicon,

Atraloc, Johnson & Johnson S.A., SP, Brazil) covering wounds in order to
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maintain the material and minimize mechanic trauma. After surgeries, the animals
were observed daily for any clinical abnormality and feeding behavior throughout
the experiment.

Animals were later killed using an anesthetics overdose. Maxillary tissues
from the lesion area of eight rats per group were harvested in each experimental
time-point: 3, 5 and 7 days after treatment. Half of the tissue was stored at -80° C
for protein analysis and the other half was processed for histology.
Histopathological analysis

The specimens were fixed in 10% formalin for 48 h for routine histological
processing and paraffin embedding. Histological serial sections, 4 and 5 um thick
were cut in the sagital plane through the entire epithelial-connective tissue
extension (Jung Supercut 2065 Leica, Chicago, IL, USA), representing the central
and border portions of the wounds besides external area of the security margin.
Haematoxylin and Eosin (HE) and Masson trichrome staining were used. Three
representative fields from the borders and center of the defect from each specimen
were captured using a digital camera (Leica DFC 300 FX, Wetzlar, Germany) on
an optical microscope (LEICA microsystem GmbH, Wetzlar, Germany) under
200x magnifications. A 500pm’ grid with 10x5 squares was constructed using
image a managing /editor software (Adobe Photoshop CS5, San Jose, CA, USA)
and overlaid on the digital images obtained from the histological sections. The
region of interest for the analysis was represented by the whole grid, which was
positioned in the center of each field. The following structures observed on each
intersection point of the grid were recorded to quantitative assessment using a
point-counting technique: fibroblastic cells, vascular structures and inflammatory
cells *'. The number of mast cells was quantified using toluidine blue pH 2,8
staining. Three representative fields from the borders and center of the defect from
each section were chosen and mast cells were counted. All analysis was
performed by a blind examiner, who was previously trained.
Immunohistochemical Analysis

Immunohistochemical staining against bFGF, PCNA, TGF- and VEGF

was performed on 4 um sections mounted on silanized slides (DAKO A/S,
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Denmark). Briefly, tissue sections were deparaffinized and rehydrated. Following,
they were incubated with 0.5% trypsin for 20 min at 37° C for antigen retrieval
and treated with 3% hydrogen peroxidase in methanol for 30 min to block
endogenous peroxidase activity. After, sections were incubated with 3% bovine
serum albumin in Phosphate buffered saline (PBS) (Sigma) for 30 min at room
temperature to block nonspecific protein binding, followed by incubation
overnight with primary antibodies specifics for bFGF (FGF basic Polyclonal
Antibody, Abcam, Uk, dilution 1:100), PCNA (PCNA, PC10, Abcam, UK,
dilution 1:1500), TGF-B (TGF beta 3 Monoclonal Antibody, Abcam, UK, dilution
1:200) and VEGF (VEGF Policlonal antibody, Abcam, UK, dilution 1:250).
Negative control was obtained by the incubation of PBS in substitution for the
primary antibody. Then, sections were incubated with biotinylated
immunoglobulin (ABC kit DAKO A/S, Denmark), the reaction product was
detected with an avidin biotin peroxidase complex (ABC kit DAKO A/S,
Denmark) and stained with the chromogen substrate diaminobenzidine (DAKO
A/S, Denmark). Following, sections were counterstaining with Carrazi’s
hematoxylin and mounted with permount. Wound areas were examined by using
light microscope (LEICA microsystem GmbH, Wetzlar, Germany) (magnification
x200). Again, three representative fields from the borders and center of the defect
from each section were chosen. Further a 500 pm?’ square area was constructed
using image a managing /editor software (Adobe Photoshop CS5, San Jose, CA,
USA) and overlaid on the digital images obtained from the sections. The region of
interest for the analysis was represented by the whole grid, which was positioned
in the center of each field and immunoreactive cells were counted by a blind and
trained examiner.
Analysis of protein expression by ELISA

ELISA assays were carried out to detect IL-1, IL-6, TGF-B, TNFa and
VEGF expression. First, harvested tissue sample were macerated and
homogenized in a cocktail containing tissue protein extraction reagent buffer (T-
PER , PIERCE, IL, USA) and protease inhibitors (Halt™ Protease Inhibitor
Cocktail Kit, PIERCE, USA). The samples were centrifuged 5 min at 13000 rpm
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at 4° C. The supernantant were transferred to other tube and stored at -20°C. The
target protein expression were measured using commercially available ELISA kits:
Rat IL-1 ELISA kit (Invitrogen, USA), Rat IL-6 ELISA kit (ELISAOpteia ™ BD
Biosciences Pharmigen, USA), Rat TNFa ELISA kit (ELISAOpteia ™ BD
Biosciences Pharmigen, USA), Human TGF-B ELISA kit (ELISAOpteia ™ BD
Biosciences Pharmigen, USA) and Rat VEGF ELISA kit (Invitrogen, USA).
Standard proteins for all the targets were available in each kit.
Statistical Analysis

All data were analyzed using the GraphPad Prism software 4.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA). One-way ANOVA followed by Tukey’s
post hoc test were performed to determine the presence of any significant
difference between groups for all the analyses. P-values less than 0.05 were

considered statistically significant.

RESULTS

Histology Analysis

Histologically, at 3 days, the wounds of all groups seem to be similar
presenting granulation tissue associated to intense inflammatory infiltration,
necrotic tissue layer covering superficially the wound and neovascularization and
epithelium migration at the border of the lesion.
At 5 days, the wound of all three groups were completely filled with granulation
tissue containing fibroblasts, mononuclear inflammatory cells, collagen deposition
and neovascularization. However, lesions treated with Artin M (A group) were
covered by a thin epithelial layer and presented higher collagen fibers deposition
in comparison to the other groups which showed incomplete epithelium (Figure 2).

At 7 day, all groups presented complete reepithelization, connective tissue
restoration and contraction of the lesion. Nevertheless, A group presented
significantly lower amount of inflammatory cells (p=0.005) (Table 1), well-
arranged collagen fibers, fibroplasia and tissue remodeling characterizing

advanced maturation of granulation tissue compared to the other groups at the
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same time point. Besides, C and V groups showed thin and disorganized
epithelium and randomly arranged collagen fibers bundles (Figure 2).
According to the histological evaluation, enhancement of the wound healing
process was observed in Artin M treated group which presented a thicker and well
organized epithelium and a granular tissue containing increased collagen fiber
amount in a well arranged manner.

There is no statistical difference in number of mast cells among groups in
any time point (Tablel).
Immunohistochemistry analysis

Immunohistochemical results are summarized in Table 2. PCNA labeling
in the nuclei of cells demonstrated that Artin M treatment increased significantly
cell proliferation at 5 day (p=0,014). Also, elevated expression of TGF (p= 0,006)
and VEGF (p= 0,011) in the wounds treated with Artin M was noted at day 3.
However, there was no statistical difference in bFGF expression among groups in
any time point (Table 2).
Protein expression

Artin M modulates differently the cytokines and growth factors expression
in oral mucosa. Quantitative results from ELISA assays demonstrated
significantly higher level of TGFB (p<0.05) and VEGF (p<0.05) in group A
compared to the other groups at day 3. But there were no statistical differences in

levels of IL-1, IL-6 and TNFa among groups in any time point (Figure 4).

DISCUSSION

In the present study we evaluated the potential of Artin M to improve oral
wound healing. Artin M treated wounds presented accelerated reepithelization,
granulation tissue maturation and significant increase in cell proliferation
demonstrated by PCNA immunostaining at day 5. This result is consistent with
previous findings demonstrating the same effects of Artin M after topical
application in corneal lesions in rabbits '® .

Healing potential of Artin M could be partially explained based on stimuli

effects in neutrophil recruitment which has been well reported in the literature
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1893103 and seems to play an important function in oral lesion healing. Oral cavity

contains more than 800 species of microorganisms in harmony as biofilms or

4 . . . .
3. Interaction microorganism-host and cooperation between

planktonic form
multispecies contribute to the oral microbial diversity **. As consequences, in
contaminated sites such as oral environment, neutrophils play fundamental roles
in the inflammatory phase of repair processes. They are the first cells to reach the
injury sites and they are essential to debridement in wounds under this condition.
Besides, they represents a potential source of multiple cytokine and growth factors
that are essential to regulating other cell types and pathways during wound repair
9.2030

Our data demonstrated that the level of both TGF-f and VEGF are up
regulated in Artin M treated wound compared to the other groups at 3 days post
treatment.

It is well established that endogenous growth factors released from

different cells coordinates the healing process *=¢4*!%2,

4 and is increased in

TGF are released by macrophages, platelets, fibroblasts
acute wounds *~*** Previous studies highlighted the crucial role of TGF-f in early
phase of repair. TGF-f stimulates collagen deposition, granulation tissue
formation, angiogenesis and soft tissue remodeling *''*°. An in vivo study has
demonstrated that the application of TGF-B accelerated healing by increasing
collagen deposition and augmentation of wound strength in a dose-dependent
manner . In addition, TGF-B induced peripheral blood mesenchymal stem cells
migration and stimulated collagen type I expression in vitro .

VEGEF is a potent angiogenic inductor that stimulates directly endothelial
cells migration and proliferation '**°. Angiogenesis is essential to establish
granulation tissue. It provides nutrients into the wounds and is responsible to drain
metabolites *°. Several pro inflammatory cytokines and growth factors including
IL-1B, EGF, bFGF, PDGF, TGF-B and TNFa are reported to stimulate VEGF
expression by platelets, fibroblasts, neutrophils, endothelial cells and
keratinocytes *'>. Additionally, hypoxic condition induced by injury has been

12,59

shown to enhance the expression of VEGF . In skin wounds, VEGF protein
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expression was elevated from 1 through 7 days after injury and reached a peak at
day 3. It supports VEGF as significant factor released by inflammatory cells in
initial stage of normal wound healing .

Local application of VEGF has also been demonstrated effective for
wound healing. Zhang et al. investigated the effect of exogenous VEGF on wound
healing in ischemic skin flap. An increase in tensile strength and in microvessel
density was observed from group treated with human recombinant VEGF
compared with control group. The findings indicated that VEGF improved
synthesis of extracellular matrix and induced early angiogenesis promoting
favorable environment to tissue repair ''°.

Diabetic wounds are frequently used as delayed wound-healing model.
Impaired tissue healing by diabetics has been well documented . Using a diabetes
model in vivo, Brem et al. observed accelerated wound closure in 6.6 days in
adenovirus mediated VEGF gene (ADV/VEGF) transfected wounds than control.
Also, they showed faster reepithelization, reduced volume of granulation tissue
but higher amount of collagen deposition and well-arranged fiber bundle.
Moreover, it has been shown that VEGF stimulated human keratinocytes inducing
epithelial proliferation in vitro . These results indicated that VEGF improves
reepithelization and faster maturation of granulation tissue during repair.

Indeed, consistent with previous studies, we observed effects of TGF-f3

and VEGF speeding up the process of reepithelization and formation of
granulation tissue rich in well-arranged collagen fibers ',
It is well reported that TGF and VEGF are induced by cytokines such as TNFa *,
IL-1p "2 and IL-6 2*'°° but we did not observed alteration in those cytokine levels.
Thus, it suggests direct effect of Artin M in the expression of growth factors that
play important roles in the healing process during oral mucosa healing.

Other prominent effects of Artin M being reported are in mast cells ",
These cells are well known as central key in hypersensitivity reactions '’. Mast
cells are source of histamine, heparin, cathepsine K, tryptase, prostaglandins and

cytokines such as TNF, IL-6 and IL-8. Mast cell degranulation induces

vasodilatation, recruitment of inflammatory cells and release of other mediators *,
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Some studies have discussed the significance of mast cells participation during
inflammatory phases of healing and also its influence in neovascularization and
tissue remodeling via expression of growth factors and proteinases ****"’. Weller
et al. demonstrated impaired healing in mast cell deficient mice. They found
delayed wound closure associated to reduced influx of neutrophils, thus they
confirmed the importance of mast cells participation at normal tissue repair '°®.
Contradictorily, we did not observed significant differences in A group compared
to the others regarding to mast cells quantity in any experimental period (Tablel).
Probably, the concentration of Artin M used in this work was inadequate to elicit
mast cells response once previous study have reported that different
concentrations of Artin M are needed for mast cells recruitment, proliferation and
degranulation in different tissues .

In conclusion, the present study demonstrated that application of Artin M
gel is effective in the healing of oral mucosa wound in rats by enhancing
induction of TGF-f and VEGF release, increasing cell proliferation,
reepithelization, deposition and arrangement of collagen fibers. Further
investigations are necessary to better understand the mechanisms of action of
Artin M and to confirm its function as new therapeutic approaches to improve

wound healing process in oral lesions.
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Figure 2. Photomicrographs showing H&E staining on 5 day (a-c), original
maginification 40x. Masson’s Trichromide staining at 7day (d-f) post treatment,
original magnification 40x. The wounds treated according to experimental groups: (a,d)
Control, (b,e) Artin M and (c,f) Vehicle.
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Table 1. Effect of application of Artin M in number of inflammatory cells and

mast cells during wound healing on rat palatal mucosa.

CONTROL ARTIN M VEHICLE
Inflammatory cells
3 days 71.5£21.69 87.25+ 18,35 69.57 £12.66
5 days 58.16 £ 17.16 61.16 +17.97 84.5+9.75
7 days 66 + 14.78 38.25+531 78.6 £23.28
Mast cells
3 days 29.83 £9.20 28 £9.21 21 +£10.29
5 days 384 +£1548 30.33 £ 12.21 29.66 £ 10.22
7 days 20.66 £10.76 32.25+16.67 27.33+6.74

*p<0.05 statistically different from the other groups a same time-point.
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Table 2. Effect of application of Artin M in immunlocalization of bFGF, PCNA,
TGF-B and VEGF during wound healing on rat palatal mucosa.

CONTROL ARTIN M VEHICLE
bFGF
3 days 82.71 + 22.71 94.16 + 27.37 91.33 + 26.47
5 days 80.66 = 12.42 74.66 +17.42 77.66 = 21.09
7 days 65.85 = 24.80 56.71 = 22.08 48.28 = 15.04
PCNA
3 days 61.62 £ 21.69 51.5+12.75 57.58 = 16.11
5 days 89.66 + 12.42 136.66 = 17.38  80.+21.09
7 days 73.52 + 24.80 56.71 = 22.08 58.28 + 28.23
TGF-p
3 days 66.71 +24.52 163,79+ 11.80  57.58+115
5 days 103.66 + 9.43 99.38 = 19.66 85. + 21.09
7 days 83.41 = 28.75 462 +32.41 66.73 = 18.94
VEGF
3 days 36.9 = 10.06 78 +8.35 3147.03
5 days 57.9+13.26 60+ 5.17 55.21 = 18.05
7 days 60 = 7.92 442+ 13.58 62.45 = 10.91

*p<0.05 statistically different from the other groups a same time-point.
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Consideragses Finais



4 CONSIDERACOES FINAIS

A reparacido tecidual consiste num processo complexo e dindmico baseado
em interagdes celulares e sequéncia de eventos que visa reestabelecer a

. . ~ . 13,1 104
integridade e funcdo do tecido lesado '*'*~*1°

. Varios fatores podem influenciar
este processo, os fatores sistémicos relacionados a saude do paciente e,
principalmente, os fatores locais como presenca de infecgdo e uso de
medicamentos topicos >**¢*%.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da aplicagdo topica
de gel de Artin M na reparacdo das feridas da mucosa palatina em modelos
animais. O primeiro estudo demonstrou um efeito favoravel da Artin M no
processo de reparagdo por meio de analises clinica e histologica. No segundo
estudo, o modelo de rato utilizado proporcionou uma melhor analise através de
técnicas de biologia molecular que ndo foram possiveis de realizagdo no estudo
anterior devido a limitacdo de disponibilidade de reagentes para aquela espécie
animal. Essas analises tiveram como proposito compreender melhor o efeito desse
novo produto no processo de reparagdao, obtendo dados que permitirdo novos
estudos e adequacao da forma de utilizagdo na terapia periodontal.

Os resultados encontrados nos dois trabalhos serdo discutidos em conjunto
devido a inter-relacao destes componentes no processo da reparagao tecidual.

A avaliacao clinica (Capitulo 1) mostrou aceleracdo da reparacao das
feridas tratadas com Artin M em todos os periodos experimentais.

A avaliagcdo histologica realizada em ambos os estudos confirmou a
aceleracdo na reparac¢ao das feridas tratadas com Artin M, que apresentaram um
aumento na proliferagdo celular (fibroblastos), estimulagdo na producgdo de fibras
coldgenas, maturacdo do tecido de granulagdo e organizacdo do epitélio
regenerado e menor quantidade de infiltrado inflamatorio no periodo tardio
quando comparado aos demais grupos de tratamento.

Além disso, foi observado um aumento de neutréfilos nos periodos 2 e 4
dias pos -tratamento no grupo A comparado aos outros grupos do mesmo periodo.

Dentre as propriedades biologicas da Artin M, a ativagdo e recrutamento de



71

\

neutrofilos associadas a ativagdo e degranulacdo dos mastocitos ja foram
previamente descritos em estudos in vitro e in vivo "%,

A migragdo das células inflamatdrias, particularmente neutréfilos,
imediatamente apds a injuria, € essencial para o desencadeamento da fase
inflamatéria da reparacdo. Os neutrofilos sdo as primeiras células a serem
recrutadas para o sitio do dano tecidual, embora, ndo correspondam ao unico tipo
celular a atuar na fase inicial, sdo responsaveis pelo debridamento, ativagdo e
recrutamento de outros tipos celulares, além de representar fontes de citocinas e
fatores de crescimentos, tais como IL-1, IL-6, IL-8, VEGF, dentre outros 9:20.29

Estudo com camundongos com deficiéncia em neutrofilos demonstraram
retardos na reparagdo de feridas, evidenciando a sua importancia no processo >,
Comprometimento na reparacdo também foi observado em animais Knock out
para gene de CXCR2, receptor responsavel, para quimiotaxia de neutrédfilos. As
feridas apresentaram redu¢do na migragdo de neutrofilos e na neovascularizacao
associadas a diminui¢ao de niveis de TGF-B e VEGF, resultando em reparacao
deficiente ». No entanto, nos sitios contaminados como a cavidade oral, o qual
apresenta interacdo de mais de 800 espécies de microrganismos, os neutrofilos
sdo essenciais para destruicdo dos agentes infecciosos, debridamento de tecidos
desvitalizados e ativacdo de sistema imune. Sendo assim o aumento no acumulo
de neutrofilos nos periodos iniciais induzido pelo Artin M pode explicar
parcialmente a aceleragdo na reparagdo das lesdes de palato. Também ¢
interessante observar que, apesar de maior quantidade de neutréfilos serem
atraidos na fase inflamatoria, porém eles nao persistem no local da ferida, o que
acarretaria dano tecidual correlacionada a perpetuar a fase inflamatéria causando
efeitos deletérios”’".

Em relagdo aos mastocitos, € importante mencionar que apesar de estudos
terem demonstrado recrutamento, proliferacdo e degranulagdo de mastocitos
induzidos pela Artin M BT neste estudo ndo foi observado diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos em nenhum periodo experimental.
Ha evidéncias que mastdcitos desempenham papel fundamental na fase

50,64,77
1 507,

inflamatoria e remodelagdo no processo da reparagdo norma . Num estudo
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com camundongos deficientes em mastdcitos foi observado atraso no fechamento
das feridas associadas a redugdo no influxo de neutréfilos, confirmando a
importancia da participagdo dos mastocitos no processo de reparo normal do
tecido '®. Portanto, podemos sugerir que a participacio normal dos mastdcitos na
reparagdo tecidual ndo permitiu revelar uma diferenca significativa entre os
grupos nos periodos avaliados ou a concentracio de Artin M utilizada foi
inadequada para induzir respostas dessas células. Um estudo prévio relatou que
diferentes concentragdes da lectina seriam necessarias para induzir diferentes
atividades celulares .

Um dos objetivos desse trabalho também foi avaliar o efeito da aplicagao
de Artin M na expressao de trés fatores de crescimento: bFGF, TGF- e VEGF.
As pesquisas tém demonstrado a importancia de fatores de crescimento na
modulacdo dos mecanismos bioldgicos da reparagao justificando a utilizacao local
de fatores de crescimentos exdgenos como agente terapéutico nesse processo
3,35,:49,59.80.92 Todavia, apesar de resultados favoraveis, o seu uso como forma de
tratamento ainda ¢ discutido pelo seu mecanismo de acdo, pois envolve um
processo dinamico e orquestrada o qual a aplicagdo de um unico fator pode nao
acarretar em reparagao ideal; além das dificuldades encontradas em relacao a
concentragdo ideal, degradacdo e efeitos adversos. Recentemente, varios estudos
tém investigado a utilizagdo de fitoterapicos na reparagdo, envolvendo regulagao
de mediadores celulares endogenos, como citocinas e fatores de crescimento
6,31,53,60,65,95,99

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, Artin M nao
alterou a expressdo de bFGF. Possiveis explicagdes para este resultado podem ser
a ocorréncia de um aumento natural da expressdo de bFGF no local da lesdo
durante o processo de reparacdo, o qual ndo permitiria a deteccdo de uma
diferenca significativa entre os grupos nos periodos avaliados.  Outra
interpretacdo poderia ser a de que o Artin M ndo atue diretamente e/ou
indiretamente na regulacdo deste fator de crescimento. No entanto, Artin M foi
capaz de estimular a produ¢do de TGF-f e VEGF no periodo de 3 dias pds-

tratamento. Esses dados sugerem que esses fatores atuaram acelerando a



79

regeneragdo e organizacdo do epitélio e formacao de tecido de granulagdo rico em
feixes de fibras mais organizadas. Esses resultados estdo de acordo com achados
observados em outros estudos nos quais se verificou que a aplicacdo local de
TGF-B aumentou a deposicio de coliageno nas feridas cutineas incisionais "~ e
estimulou a expressdo de colageno tipo I pelas células-tronco mesenquimais, in
vitro’. A aplicacio de VEGF mediada por adenovirus acelerou o fechamento das
lesdes, além de acelerar a reepitelizacao e maturacao do tecido de granulagdo in
vivo estimular a proliferacdo de tecido epitelial em cultura de queratinocitos
humanos "°.

Outra questao levantada ¢ que TGF-B e VEGF podem ser induzidos pelas
citocinas como TNFa ¥, IL-1 2 ¢ IL-6 **'%, entretanto ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos nos periodos avaliados.
Dessa forma, podemos sugerir um efeito direto da Artin M na producgdo dos
fatores de crescimento citados anteriormente.

Os resultados obtidos corroboram com estudo anterior o qual observou
aceleracdo da reparacdo nas lesdes de abrasdo da cérnea de coelho tratadas com
Artin M por meio de mecanismo de aumento na inducdo de neutrofilos e maior
expressao de VEGF e cMet (receptor para o fator de crescimento de hepatdcitos)
18

Tendo em vista, estes resultados positivos deste produto na reparagao das
lesdes na mucosa mastigatoria, estudos adicionais sao necessarios para um melhor
entendimento do mecanismo de agdo e confirmar sua aplicagdo como agente

terapéutico para promover o processo de reparagao das lesdes intra-orais.






5 CONCLUSAO

De acordo com o que foi proposto, pode-se concluir que a aplicagdo topica
de gel de Artin M promoveu aceleracdo na reparacdo das lesdes da mucosa
mastigatdria in vivo, através de aumento no recrutamento de neutrofilos, aumento
na proliferacdo celular, estimulacdo na produgdo de fibras colagenas, maturagao
do tecido de granulagdo, formagdo e organizacao do epitélio e inducdo da maior

expressao de fatores de crescimento TGF-§ e VEGF.
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7 APENDICE

7.1 APENDICE A

METODOLOGIA

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal-CEEA da Faculdade de Odontologia de Araraquara, processo: 26/2005 e
24/2008 (Anexos 1 e 2).

7.1.1 Obtenciao da lectina Artin M

Preparacdes de Artin M isolada de Artocarpus heterophyllus foram
obtidas de acordo com procedimento descrito por Santos-de-Oliveira e
colaboradores ** e Da Silva et al., *. Essas preparacdes foram gentilmente cedidas
pela Profa. Dra. Maria Cristina Roque Barreira, do Departamento de Biologia
Celular ¢ Molecular e Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo.

7.1.2 CAPITULO 1 — Lectin Artin M improves wound healing in palatal
mucosa in dogs

Neste estudo foram utilizados 20 caes de racga indefinida com idade
média de 2 anos, sendo 4 caes por periodo de analise. Os animais receberam
cuidados prévios (complementagdao alimentar, vacinagcdo e vermifugos) até
apresentarem boas condicdes gerais para o inicio da pesquisa. Quanto as
condi¢gdes bucais, apresentaram denticdo permanente superior completa e
auséncia de perda oOssea e de sinais clinicos de doenca periodontal. Eles
foram mantidos separados em baias do canil da Faculdade de Odontologia de
Araraquara no Campus da UNESP.

Antes de cada intervengdo, os animais permaneceram em jejum por 12
horas, sendo entdo pesados e sedados com um pré-anestésico, cloridrato de
levomepromazina (Neozine, Aventis Pharma LTDA, Santo Amaro, SP) via

intramuscular (2 mL/10 Kg), anestesiados, via endovenosa com tiobarbiturato de
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so6dio (Thiopental S6dico® ABBOTT Laboratérios do Brasil, Sio Paulo, SP) na
concentragdo de 25 mg/mL e na propor¢cdo de 0,5 mL/Kg (12,5 mg/Kg), e
mantidos sob hidratagdo endovenosa com solucao fisiologica a 0,9% durante todo
0 ato operatorio.

A parte experimental clinica foi composta de seguintes etapas: Criacao da
lesdo, determinacdo aleatoria do tratamento; sacrificio; analise clinica, obtengao
da bidpsia para a realizacdo das analises histologica, imuno-histoquimica e
imunolégica.
7.1.2.1 Criacao da lesao

Inicialmente, todos os animais receberam adequacdo da condi¢do bucal
que consistiu em raspagem supragengival manual para a remog¢ao de célculo
dentario, alisamento e polimento de toda denticdo. Apds uma semana foi realizada
uma moldagem da arcada superior com silicone de condensagdo (Xantopren® &
Optosil®, Heraeus Kulzer South America, Sao Paulo, SP, Brazil) para obtencao
de modelo de gesso e confec¢ao da placa acrilica individual.

Na placa acrilica foram realizadas trés perfuracdes com o uso de um bisturi
circular (punch) de 6,0 mm de diametro na regido adjacente ao primeiro e segundo
pré-molares, mantendo uma distancia de 10 mm entre as perfuragdes com objetivo
de orientar e padronizar o local da lesdo durante os procedimentos cirtirgicos.

No dia 0 (baseline), os animais foram posicionados em decubito dorsal
para o acesso a mucosa palatina, Posicionada a placa acrilica o bisturi foi
introduzido até ser sentida a resisténcia do osso palatino subjacente, na regido
anterior do palato (Figura 1). Em seguida, a por¢do de tecido incisada foi
descolada e removida com auxilio de uma pinca (baseline). As lesdes foram
distribuidas aleatoriamente em trés grupos experimentais de acordo com o
tratamento:

C. Grupo Controle (n=20): sem tratamento;
A. Grupo Artin M (n=20): Artin M a 0,001% em carboximetilcelulose a 3%;
V. Grupo Veiculo (n=20): carboximetilcelulose a 3%.

Em seguida, cada lesdo recebeu o tratamento indicado de acordo com

os grupos experimentais determinados previamente: grupo C sem tratamento,
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grupo A preenchida com o gel de Artin M e grupo V preenchida com gel de
carboximetilcelulose. Foi realizado o rodizio no tratamento das lesdes, assim
cada animal recebeu todos os trés tratamentos no palato. A lesdo foi
protegida com uma fita adesiva médica para areas de dificil estabilizacdo -
Transpore (3M, USA), sendo esta fita suturada na mucosa palatina com fio de
seda 4.0, (Johnson&Johnson,USA), tendo o proposito de minimizar a agao
dos alimentos sobre a ferida e promover a manutengdo do material aplicado
ou do coagulo no interior da lesdo.

Apos os procedimentos cirurgicos, os animais receberam aplica do de
protetor hepatico (10mL por via endovenosa), associa do dos antibidticos
penicilina e estreptomicina (24.000 UI kg, 0,1mL kg por via intramuscular) e
analgésico cetoprofeno a 1 (2mg kg por via intramuscular). Nos dois
primeiros dias seguintes pos-cirirgicos os animais receberam dose adicionais
de analgésicos (mesma dose inicial). Os animais receberam dieta pastosa
durante uma semana e depois foram alimentados com racao seca.

Os periodos de bidpsias foram nos dias 2, 4, 7, 15 e 21 a partir do baseline.

A cada periodo experimental foram sacrificados 4 caes.

7.1.2.2 Analise Clinica

O padrao de reparagao da ferida e restauracao do epitélio de cada lesdo foi
avaliado visualmente através de fotografia obtida em cada periodo experimental,
antes do sacrificio. A avalia 3o clinica da repara ao da ferida foi baseada numa
escala de escores estabelecida de 0 a 4, de acordo com o preenchimento da ferida
com &m reepiteliza a0, sendo indice 0 lesdo completamente aberta sem
preenchimento, indice 1 lesdo parcialmente preenchida por tecido de granulacao,
indice 2 lesdo totalmente preenchida sem reepitelizagdo, indice 3 lesdao totalmente
preenchida e reepitelizada parcialmente e indice 4 lesdo totalmente preenchida e
reepitelizada.

Cada lesdo em cada animal recebeu um indice, posteriormente agrupado de

acordo com o tratamento recebido. Os valores foram transformados em
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porcentagem de cada indice para cada periodo. Todas as imagens foram

examinadas por um examinador treinado e cego para os grupos experimentais.

7.1.2.3 Obtencao da bidpsia

Para a obtencdo da bidpsia, a placa acrilica foi posicionada para orientar o
local a ser incisado. O bisturi foi introduzido até ser sentida a resisténcia do 0sso
palatino e o tecido mole foi excisado. O tecido removido foi dividido ao meio,
sendo que uma das metades foi colocada num recipiente com formol 10% por 48
horas para fixacdo e posterior processamento histologico. A outra metade foi

armazenada a -80°C para analise por teste imunolédgico.

7.1.2.4 Analise Histologica

O processamento das pecas, desde a desidratacao até o banho em parafina,
foi realizado em uma processadora automatica. Essa fase consistiu de desidratacao
das pecas usando alcool 70% durante 1 hora, alcool 90% por 1 hora e élcool
absoluto por 20 horas. Apds o processo de desidratacdo, as pecas ficaram em
solucdo de alcool-xilol a 50% por 30 minutos, passando para o processo de
diafanizagdo em xilol por 5 horas. Logo apos, foram colocadas em solugdo de
parafina a 60°C por 18 horas, com uma troca de solu¢ao no meio deste periodo.
Finalmente, as pecas foram incluidas em forma de bloco com a utilizagao de uma
inclusora semi-automatica.

Ap6s a inclusdo, foram obtidos cortes seriados de 4 ¢ Sum de espessura no
sentido longitudinal, em um micrétomo (Jung Supercut 2065 Leica, Chicago, IL,
USA), para andlise histolégica e imuno-histoquimica. As laminas foram coradas
com Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricromico de Masson para analises.

A determinagdo da densidade volumétrica de fibroblastos (Vf) foi
estimada de acordo com os principios de Weibel (WEibel). A quantificacdo foi
realizada com o auxilio de um microscopio de luz (Carl Zeiss, Sao Paulo, Brazil),
utilizando a técnica de imersdo (aumento x100). Foram contados 25 pontos
coincidentes sobre as estruturas histologicas que foram projetados através do uso

Microvid system (Cambridge Instruments, Buffalo, New York, USA) o qual foi
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acoplado ao microscopio. Para cada animal 5 sec¢des foram selecionadas e

quantificadas. VF foi expressa em porcentagem do total de pontos contados.

7.1.2.5 Analise imuno-histoquimica — Imunolocalizacdo de PCNA.

O processamento para a imuno-histoquimica foi semelhante ao realizado
no estudo 1.

Para deteccao e localizagcdo da expressdo de PCNA foi utilizado o método
do complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) com a utilizacio do kit LSAB
(DAKO, Glostrup, Dinamarca) segundo as instru¢des do fabricante. A
recuperagdo do antigeno foi realizada utilizando de tripsina 0,05% (Sigma) por 20
minutos a 37° C. A atividade da peroxidase endogena foi bloqueada com solugao
de peroxido de hidrogénio 3% em metanol, com duas trocas de 15 minutos, a
temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram lavadas em PBS trés vezes e
o bloqueio de ligagdes ndo especificas foi realizado BSA 3% por 30 min. Para
identifica¢dao antigénica foi utilizado anticorpo primario Anti-PCNA (MAB4078,
Millipore, Billerica, MA, USA, 1:100). A incubag¢ao com o anticorpo primario foi
feita overnight em camara umida a temperatura ambiente. Como controle negativo,
o0 anticorpo primario foi omitido. Depois de repetidas lavagens das pecas em PBS,
os cortes foram incubados com anticorpo secundario biotinilado e pronto para uso
(LSAB-DAKO) por 30 minutos, seguido de incubacdo por 30 minutos com o
complexo Streptavidina-Biotina-Peroxidase (LSAB-DAKO), em camara imida, a
temperatura ambiente. Os cortes foram novamente lavados por repetidas trocas de
PBS, revelados com solu¢do de diaminobenzidina/peréxido de hidrogénio (DAB-
DAKO) e contra-corados com Hematoxilina de Carrazi por 30 segundos.
Posteriormente, as laminas foram lavadas em 4gua corrente, desidratadas e
montadas em Permount.

Apo0s a captura de imagens correspondentes a regido central e bordas das
lesdes, a quantificagdo foi feita com auxilio de um microscopio de luz (Diaster
Cambridge instruments) em aumento de 200x. Um total de 3 cortes foi avaliado
por amostra, com auxilio de uma grade confeccionada em software de imagem

delimitando uma area de 500 pum’ cada corte. As células coradas positivamente
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foram identificadas e contadas. Todas as analises foram realizadas 3 vezes por um

examinador cego.

7.1.2.6 Atividade de mieloperoxidase (MPO)

O actimulo de neutroéfilos das lesdes tratadas foi avaliado através da atividade
de MPO. Inicialmente, as amostras de tecido armazenadas no freezer -80°C foi
descongelada e homogeneizada em 1 mL de PBS. Em seguida, centrifugadas a
3000rpm a 4°C por 15 min. O material foi resuspendido em 500 ulL da solucdo
contendo 0.5% hexadecyltrimethylammonium bromide (Sigma-Aldrich co, St.
Louis, MO, USA) em 50 mM tampao de fosfato de potassio, pH 6.0. Apds a
centrifugacdo a 3000rpm a 4°C por 15 min, 50 ul do sobrenadante de cada amostra,
50 uL de tetrametilbenzidina (BD Bioscience, NJ, USA) em dimethylsulfoxide e
25 ulL de H,0O, a 3% foram colocadas numa placa de 96 pogos ¢ incubados por Smin
a 37°C. Apos a adigdo de 25uL de H,SO4 a densidade dptica foi mensurada num
comprimento de onda de 540 nm e o valor médio das leituras proporcionadas por
cada amostra foi comparado a uma curva padrio da atividade de MPO obtida a
partir de um nmimero conhecido de neutrofilos do sangue periférico coletado dos
animais. A atividade de MPO foi correspondente ao nimero de neutrdfilos por mg de

tecido.

7.1.3 CAPITULO 2 - Stimulation of TGF-p and VEGF expression by lectin
Artin M accelerates wound healing in rat oral mucosa.

Neste estudo foram utilizados 72 ratos Wistar, adultos, machos e com peso
inicial de aproximadamente de 300g, mantidos em gaiolas apropriadas, separados
de acordo com o grupo experimental, em sala com temperatura ambiente
controlada, com ciclos de luz-escuro de 12 horas e alimentados com ra¢ao normal
e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais:
C. Grupo Controle (n=24): sem tratamento;
A. Grupo Artin M (n=24): Artin M a 0,001% em carboximetilcelulose a 3%;

V. Grupo Veiculo (n=24): carboximetilcelulose a 3%.
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A etapa experimental clinica constituiu nos seguintes procedimentos:
Determinacdo aleatoria dos grupos de tratamento; criagdo da ferida e tratamento
de acordo com o grupo (baseline), sacrificio e obtencdo de bidpsia para analises:

histologica, imuno-histoquimica e imunoldgica.

7.1.3.1 Criacao da lesao e tratamento

No baseline (dia 0), apds anestesia geral, obtida com inje¢do
intraperitoneal de 0,08 mL/100 g por peso corporal de Ketamina e 0,04 mL/100 g
por peso corporal de cloridrato de xilazina, os animais foram posicionados em
decubito dorsal para obtencao de acesso a mucosa palatina, onde foi realizada uma
perfuracdo padronizada pela utilizagdo de um bisturi circular (punch) de 3,0 mm
de didmetro. O bisturi foi introduzido até ser sentida a resisténcia do osso palatino
subjacente, na regido anterior do palato (Figura 1). Em seguida, a por¢ao de tecido

mole incisada foi descolada e removida com auxilio de uma pinga (baseline).

4mm

Figura 1. Esquema e foto apos a criagao da ferida na mucosa palatina do rato.

Apos sorteio e quando indicado, de acordo com os grupos
experimentais, a ferida foi preenchida com o produto (Artin M ou veiculo)
até as bordas da incisdo. Em seguida, a ferida foi protegida com uma fita
adesiva médica para areas de dificil estabilizagdo - Transpore (3M, USA),
sendo esta fita suturada na mucosa palatina com fio de nylon 6.0, (Ethicon,
Johnson & Johnson,USA), tendo o propodsito de minimizar a a¢do dos
alimentos sobre a ferida e promover a manuten¢do do material aplicado ou do

coagulo no interior da lesdo.
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7.1.3.2 Sacrificio e obtencio de bidpsias

Os periodos de biopsia foram nos dias 3, 5, 7, a partir do baseline. A cada
periodo foram sacrificados oito ratos de cada grupo. O palato biopsiado foi
dividido ao meio (Fig. 2), sendo que uma das metades foi armazenada -80°C para
analise por testes imunoldgicos. A outra metade foi colocada num recipiente com
paraformaldeido neutro a 4% por 24 horas para fixacao e posterior processamento
histologico.

O processamento histologico das pecas foi semelhante ao realizado no

estudo 1.

Figura 2. Esquema e foto do palato biopsiado e dividido em 2 hemimaxilas para

analises posteriores.

7.1.3.3 Analise Histologica

Cortes representativos de cada animal foram corados com Hematoxilina e
Eosina (H/E), Tricromico de Masson. Para a avaliagdo das caracteristicas
histolégicas das feridas na mucosa palatina dos ratos, foram utilizados métodos
descritos a seguir:

Andlise descritiva foi realizada por um patologista cego aos grupos sob
andlise. Para esta andlise foram levadas em consideracdo trés regides distintas
conforme o esquema na Figura 3. Esta separacdo por regides facilitou a descricao,
uma vez que as caracteristicas dos tecidos em reparag@o nas bordas sdo diferentes
da regido central. Portanto, isto permitiu uma comparacdo entre as observagdes

nos diferentes grupos e periodos.
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FERIDA

0SSO

Figura 3. Esquema da divisao dos cortes para a analise histologica. Regides 1 e 3

correspondem as bordas da ferida e regido 2, ao centro da ferida.

Posteriormente, a técnica estereométrica de contagem de pontos foi
empregada nos cortes corados com H/E para avaliar a propor¢ao de componentes
teciduais em um plano bidimensional. Apos a captura de imagens correspondentes
a regido central e bordas das lesdes, a quantificacdo foi feita com auxilio de um
microscopio de luz (LEICA microsystem GmbH, Wetzlar, Germany) em aumento
de 200x. Foi determinada a densidade volumétrica relativa ou propor¢ao dos
seguintes componentes teciduais: fibroblastos (células fusiformes ou estreladas),
c¢lulas inflamatodrias e vasos sanguineos. Portanto, as células inflamatérias foram
contadas sem uma diferenciacao/identificagdao do tipo celular especifico. Um total
de 3 cortes foi avaliado por amostra, com auxilio de uma grade confeccionada em
software de imagem com a dimensdo de 500 ym2 de area, com 50 pontos de
intersec¢do. A grade foi posicionada sobrepondo as regides de interesse nas
imagens dos cortes histologicos e as estruturas histologicas coincidentes com os
50 pontos de interseccdo da grade foram identificadas e contadas, conforme
descrito por Odze et al.*'. Todas as analises foram realizadas 3 vezes por um

examinador cego.

7.1.3.4 Analise de Mastocitos
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Cortes representativos de cada animal foram corados com solu¢ao de azul
de toluidina 0,1% pH 2.8 para a marcacdo dos mastocitos, os quais foram
identificados pela metacromasia. Apds a captura de imagens correspondentes a
regido central ¢ bordas das lesdes, a quantidade de mastdcitos presentes foi
determinada com auxilio de um microscopio de luz (LEICA microsystem GmbH,
Wetzlar, Germany) em aumento de 200x. Um total de 3 cortes foi avaliado por
amostra, com auxilio de uma grade confeccionada em software de imagem
delimitando uma 4rea de 500 pm” cada corte. As células coradas positivamente
foram identificadas e contadas. Todas as andlises foram realizadas 3 vezes por um

examinador cego.

7.1.3.5 Analise imuno-histoquimica — Imunolocalizacido de bFGF, PCNA,
TGF-p e VEGF.

O processamento para a imuno-histoquimica foi semelhante ao realizado
no estudo 1.

Para detecgao e localizagao da expressao de bFGF, PCNA, TGF-$ ¢ VEGF
foi utilizado o método do complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) com a
utiliza¢ao do kit LSAB (DAKO, Glostrup, Dinamarca) segundo as instrugdes do
fabricante. A recuperagdo do antigeno foi realizada utilizando de tripsina 0,05%
(Sigma) por 20 minutos a 37° C. A atividade da peroxidase enddgena foi
bloqueada com solugdo de perdxido de hidrogénio 3% em metanol, com duas
trocas de 15 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram
lavadas em PBS trés vezes e o bloqueio de ligagdes ndo especificas foi realizado
BSA 3% por 30 min. Para identificagdo antigénica foi utilizados Anticorpos
primérios anti-bFGF (FGF basic Polyclonal Antibody, Abcam, Uk, 1:100) Anti
PCNA (PCNA, PC-10; Antibody, Abcam, Uk, 1:1500), Anti-TGF-B (TGF beta 3
Monoclonal Antibody, Abcam, UK, 1: 200) e Anti-VEGF (VEGF Policlonal
antibody, Abcam, UK, 1:250). A incuba¢do com o anticorpo primario foi feita
overnight em cdmara iimida a temperatura ambiente. Como controle negativo, o
anticorpo primario foi omitido. Depois de repetidas lavagens das pecas em PBS,

os cortes foram incubados com anticorpo secundario biotinilado e pronto para uso
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(LSAB-DAKO) por 30 minutos, seguido de incubagdo por 30 minutos com o
complexo Streptavidina-Biotina-Peroxidase (LSAB-DAKO), em camara timida, a
temperatura ambiente. Os cortes foram novamente lavados por repetidas trocas de
PBS, revelados com solu¢do de diaminobenzidina/peroxido de hidrogénio (DAB-
DAKO) e contra-corados com Hematoxilina de Carrazi por 30 segundos.
Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua corrente, desidratadas e
montadas em Permount.

Apos a captura de imagens correspondentes a regido central e bordas das
lesdes, a quantificagdo foi feita com auxilio de um microscopio de luz (Diaster
Cambridge instruments) em aumento de 200x. Um total de 3 cortes foi avaliado
por amostra, com auxilio de uma grade confeccionada em software de imagem
delimitando uma 4rea de 500 pum’ cada corte. As células coradas positivamente
foram identificadas e contadas. Todas as andlises foram realizadas 3 vezes por um

examinador cego.

7.1.3.6 Analises de expressao de fatores de crescimento VEGF e TGF-p e
citocinas IL-1, TNFo, IL-6 Analise protéica por Enzyme linked
Immunosorbent Assay (ELISA)

Para estas analises, foi coletada uma hemimaxila (B) de cada lesdo. Logo
apds a coleta, as amostras de tecido foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido ¢ armazenadas em freezer -80°C, para posterior analise. Em
seguida As biopsias de tecido do palato (B2) foram descongeladas e
homogenizadas em 50ul da solu¢do contendo T-per (T—PER® , PIERCE, IL,
USA), inibidor de protease (Halt™ Protease Inhibitor Cocktail Kit, PIERCE,
USA). As amostras foram centrifugadas a 1300rpm a 4°C por Smin e0
sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo e armazenado a -20°C.
A concentragdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford utilizando
Kit comercial (BioRad kit, Hercules, CA).

A andlise quantitativa da expressdo das proteinas alvos foi
realizada através do uso de kits ELISA comercialmente disponiveis: IL-1 (Rat IL-

1 ELISA kit, Invitrogen, USA), IL-6 (Rat IL-6 ELISAOpteia ™ BD Biosciences
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Pharmigen, USA), TNFa (Rat TNFa ELISAOpteia ™ BD Biosciences Pharmigen,
USA), TGF-B (Human TGF-f ELISAOpteia ™ BD Biosciences Pharmigen, USA)
e VEGF (Rat VEGF ELISA kit, Invitrogen, USA), de acordo com as
recomendagdes do fabricante. A densidade Optica foi mensurada num
comprimento de onda de 450 nm e o valor médio das leituras proporcionadas por

cada amostra foi comparado ao valor médio proporcionado pelo controle negativo.

7.1.4 Analise Estatistica

Todos os dados obtidos foram avaliados utilizando-se GraphPad software
4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

As comparagdes entre cada grupo em diferentes periodos de observagao
foram analisadas por teste ANOVA seguido de teste de Tukey para determinar
presenca de diferencas significantes de grupos para todas as analises. Em todos os
procedimentos, foi adotado um nivel de significancia de 5% para a tomada da

decisdo quanto a validade da hipotese testada.
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8.2 ANEXO 2

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

UNEeSP ™ zuoosseswancn:

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Proc. CEEA n® 2472008

Araraquara, 27 de abril de 2009

Senhores Pesquisadores:

O Comité de Etica em Experimentagdo Animal-CEEA desta Faculdade
reunido em 17/04/2009, apds a avaliagio do projeto de sua responsabilidade
intitulado “Avaliagdo do efeito da artin M no processo de reparagio em mucosa
mastigatoria. Estudo in vitro e in vivo™ (Proc. CEEA n° 24/2008) AUTORIZA a
realizagio da pesquisa, ficando a aprovaglo vinculada a apresentagdio do
RELATORIO FINAL (ABRIL2011).

Atenciosamente.

—E24 Feldl, ®) ‘
< (L 1777 b,
Profa. Dra. ELENY BALDUCCI ROSLINDO

Coordenadora do CEEA
Ao
Prof. Dr. JONI AUGUSTO CIRELLI
Pesquisador Responsével
a/c Yeon Jung Kim
Nesta

Comitd de Elicy em Experimaontagho Animsl - CEEA
Ruo Hursisd o* 1630 - Centro - CEP 14801-90) - Céina Postal o7 331 - ARARAQUARA - 50
5% ondar — fooe (16) 3301643 6432 / fax (18) 3301 6413 [ oomanil. disstorGifow unesp br - home page. bt Mwww foae unesp be
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Autorizo a reprodugdo deste trabalho.

(Direitos de publicacdo reservado ao autor)

Araraquara, 18 de novembro de 2011.

YEON JUNG KIM
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