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RESUMO

A cicatrizagdo de ulceras orais ¢ um processo complexo e fatores como a infec¢ao microbiana
podem interferir significativamente. A alogliptina ¢ um hipoglicemiante oral utilizado no
tratamento do diabetes mellitus tipo 2, porém esse farmaco inibe a ativacdo de vias de um
importante receptor da resposta imune inata, o Receptor 7o//-Like 4 (TLR4), fundamental no
reconhecimento de bactérias gram-negativas. O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia do
tratamento com Alogliptina no processo de cicatrizagdo de ulceras traumaticas orais em mucosa
jugal de ratos Wistar. Foram utilizados quatro grupos experimentais: grupo controle (GC)
tratado com solugdo salina 0,1ml/kg/dia e trés grupos testes tratados com Alogliptina 1 (GTA1),
3 (GTA3) e 9mg/kg/dia (GTA9) por via oral. A tUlcera foi induzida utilizando um punch
dermatoldgico e os animais foram eutanasiados nos dias 1, 3, 7 e 14 p6s ulceracdo. Nestes dias
foram mensurados o didmetro da tlcera, a variagdo ponderal e de indice glicémico e foi coletado
swab superficial da ulcera para plaqueamento e contagem de unidades formadoras de colonias
(UFC). Além disso, foi realizada avaliagdo dos escores de Grimace para analise de desconforto
ao longo desse periodo. Foram confeccionadas ldminas coradas em Hematoxilina & Eosina
para analises microscopicas (escores de cicatrizagdo) e histomorfométrica (contagem de células
inflamatorias polimorfonucleares € mononucleares), bem como laminas coradas por Tricromio
de Masson e Picrosirius Red para andlise histoquimica (deposi¢do de colageno) e analise
imuno-histoquimica para TLR4, TLR2, Fator de Crescimento Transformador (TGF)- e CD31.
Os testes ANOVA-2-way/Bonferroni e Kruskal-Wallis/Dunn foram utilizados para analise
estatistica (GraphPad Prism 5.0®, p<0,05). O tratamento com Alogliptina aumentou a area
(p<0,001) e a quantidade de UFC na superficie da ulcera (p=0,049), enquanto reduziu o ganho
de massa corporea dos animais (p=0,007) nos grupos GTA3 e GTA9. Houve aumento dos
escores de Grimace e do desconforto global ao longo do periodo de avaliagdao nos grupos
tratados com as maiores doses Alogliptina (p=0,02). Na analise microscopica, foi observado
aumento dos escores histologicos (p=0,039) e de células mononucleares (p=0,006), além de
reducdo da contagem de polimorfonucleares (p<0,05) e na deposicao de coldgeno (p=0,031) no
grupo GTA9. Além disso, observaram-se menor expressio de TLR4 (p=0,001) e TGF-
(p<0,001), além do aumento da imunoexpressao para CD31 (p<0,001) nos grupos nos grupos
de maior dose, bem como menor expressao de TLR2 (p=0,001) no grupo de maior dose.

Conclui-se que o tratamento com Alogliptina estd associado ao retardo da cicatrizagdo de

ulceras orais, provavelmente devido menor expressdo dos receptores TLR4 e TLR2 e,



consequentemente, aumento da densidade microbioldgica na superficie da tlcera. Observou-se
prejuizo do processo cicatricial com permanéncia do processo inflamatério e diminuigdo da

expressao de TGF-B associada a menor deposicao de colageno.

Palavras-chave: ulceras orais; cicatrizagdo; receptor 4 toll-like; inibidores da dipeptidil

peptidase I'V.



ABSTRACT

The healing of oral ulcers is a complex process and factors such as microbial infection can
significantly interfere. Alogliptin is an oral hypoglycemic agent used in the treatment of type 2
diabetes mellitus, but this drug inhibits the activation of pathways of an important innate
immune response receptor, the Toll-Like Receptor 4 (TLR4), which is fundamental in the
recognition of gram-negative bacteria. The objective of this study was to evaluate the influence
of Alogliptin treatment on the healing process of traumatic oral ulcers in the buccal mucosa of
Wistar rats. Four experimental groups were used: control group (CG) treated with saline
solution 0.1ml/kg/day and three test groups treated with Alogliptin 1 (GTA1), 3 (GTA3) and
9mg/kg/day (GTA9) orally. The ulcer was induced using a dermatological punch and the
animals were euthanized on days 1, 3, 7 and 14 post ulceration. On these days, the ulcer
diameter, weight variation and glycemic index were measured and superficial ulcer swab was
collected for plating and colony forming units (CFU) count. In addition, an evaluation of
Grimace scores was performed to analyze discomfort throughout this period. Slides stained
with Hematoxylin & Eosin were prepared for microscopic analysis (healing scores) and
histomorphometric (counting of polymorphonuclear and mononuclear inflammatory cells), as
well as slides stained with Masson's Trichrome and Picrosirius Red for histochemical analysis
(collagen deposition) and immunological analysis. -histochemistry for TLR4, TLR2,
Transforming Growth Factor (TGF)-f and CD31. ANOVA-2-way/Bonferroni and Kruskal-
Wallis/Dunn tests were used for statistical analysis (GraphPad Prism 5.0®, p<0.05). Alogliptin
treatment increased the area (p<0.001) and the amount of CFU on the ulcer surface (p=0.049),
while reducing the animals' body mass gain (p=0.007) in the GTA3 and GTA9 groups. There
was an increase in Grimace scores and global discomfort throughout the evaluation period in
the groups treated with the highest Alogliptin doses (p=0.02). In the microscopic analysis, an
increase in histological scores (p=0.039) and in mononuclear cells (p=0.006) was observed, in
addition to a reduction in the polymorphonuclear count (p<0.05) and in collagen deposition
(p=0.031) in the GTA9 group. In addition, lower expression of TLR4 (p=0.001) and TGF-f
(p<0.001) were observed, in addition to increased immunoexpression for CD31 (p<0.001) in
the groups in the higher dose groups, as well as lower expression of TLR2 (p=0.001) in the
higher dose group. It is concluded that treatment with Alogliptin is associated with delayed
healing of oral ulcers, probably due to lower expression of TLR4 and TLR2 receptors and,

consequently, increased microbiological density on the ulcer surface. Impairment of the healing



process was observed, with permanence of the inflammatory process and decreased expression
of TGF-f associated with less collagen deposition.

Keywords: oral ulcer; wound healing; toll-like receptor 4; dipeptidyl-peptidase IV inhibitors.
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1 INTRODUCAO

Ulceras orais sdo uma condi¢do comum, alvo frequente de queixa dos pacientes,
que causam dor e desconforto. Essas lesdes sdo caracterizadas por uma descontinuidade da
superficie epitelial, recobertas por uma membrana fibrinopurulenta e com periferia eritematosa
(SCHEMEL-SUAREZ; LOPEZ-LOPEZ; CHIMENOS-KUSTNER, 2015). As principais
causas dessa alteragdo sdo traumas, sendo entdo chamadas de ulceras traumaticas. Estas
acometem, geralmente, superficies ndo queratinizadas da cavidade oral como mucosa do labio
e mucosa jugal (CAVALCANTE ef al., 2011). Ulceras traumaticas orais podem ser causadas
por uma interferéncia mecanica, quimica, elétrica ou térmica. As causas mecanicas podem estar
associadas a mordedura da mucosa, dentes com bordas cortantes, uso de proteses mal adaptadas,
entre outros. Os aspectos quimicos estdo associados a exposicao da cavidade oral a substancias
4cidas ou basicas. Ulceras por causas térmicas estdo associadas a ingestio de liquidos ou
alimentos muito quentes, e ulceras por queimaduras elétricas sao mais raras, acometendo
geralmente criangas (BASCONES-MARTINEZ; FIGUERO-RUIZ; ESPARZA-GOMEZ,
2005).

Essa lesdo oral geralmente tem resolucdo espontanea, e o processo cicatricial varia
de 10 a 14 dias e ndo deixa cicatrizes. O curso clinico das Glceras traumaticas orais esta dividido
em 4 etapas. Nas primeiras 24 horas ha sintomatologia dolorosa e a mucosa afetada adquire um
aspecto rugoso. Em seguida, a lesdo passa para um estagio pré-ulcerativo, onde a regido fica
eritematosa. No terceiro estadgio, hd a formacgao da ulceragdo propriamente dita e diminui¢ao da
dor e, por fim, a lesdo entra no estagio cicatricial (CAVALCANTE et al., 2011).

A cicatrizagdo de feridas como as ulceras orais € um processo complexo, e esta
presente em todos os tecidos do corpo humano. Esse processo geralmente ¢ semelhante nos
diversos tecidos, e envolve a integracdo de quatro etapas fundamentais: hemostasia, inflamagao,
proliferagdo e remodelacdo tecidual. A correta progressdo dessas etapas, contudo, pode ser
afetada por alguns fatores, que levam a uma cicatrizagdo tardia. Um dos principais € mais
preocupantes fatores € a infec¢do microbiana, que pode ocorrer secundariamente sobre as
ulceras. Hé4 evidéncias de que os microrganismos colonizam a superficie das feridas e formam
comunidades, os chamados biofilmes (PERCIVAL; FRANCOLINI; DONELLI, 2015). Uma
vez estabelecida a injaria ao tecido e exposi¢ao ao meio externo, no caso da cavidade oral, ao
meio bucal, hé a exposi¢do da ferida aos diversos microrganismos presentes no tecido. Quando
ha uma resposta insuficiente do hospedeiro, esses microrganismos podem adentrar o sitio da

ferida, multiplicarem-se e estabelecerem o quadro infecioso, e nesse processo ha uma
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exacerbagdo e prolongamento da inflamac¢do, com produgdo extensa de citocinas pro-
inflamatoérias, como Interleucina (IL)-1 e Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a, o que leva a um
consequente retardo do processo cicatricial (GUO; DIPIETRO, 2010; OLIVEIRA; DIAS,
2012; PERCIVAL; FRANCOLINI; DONELLI, 2015).

A ativacdo do processo inflamatorio pela presenca de microrganismos ocorre
devido a presenga de Receptores de Reconhecimento Padrao (PRR), presentes nas superficies
das células como macrofagos, células dendriticas e neutrofilos. Um dos principais PRR sdo os
Receptores 7oll-Like (TLR), responsaveis por reconhecer os chamados Padrdes Moleculares
Associados a Patogenos (PAMPs) (FERRAZ et al., 2011; STRBO; YIN; STOJADINOVIC,
2014). A ativagdo dos TLR ¢ um dos primeiros mecanismos de defesa do organismo para
estabelecimento da resposta imune inata. Esse processo € crucial para o combate aos patdgenos
e restabelecimento da integridade e funcdo dos tecidos (FERRAZ et al., 2011; MOLTENI;
GEMMA; ROSSETTI, 2016). Através da interagio PRR-PAMP, sdo gerados sinais para a
produgdo de proteinas e citocinas pro-inflamatérias (FERRAZ et al., 2011; XU et al., 2018).

O TLR4 ¢ um dos principais PRR e ¢ reconhecido como receptor da endotoxina
bacteriana Lipopolissacarideo (LPS), presente na parede celular de bactérias gram-negativas, e
de moléculas endogenas liberadas durante distirbios inflamatorios ou infecciosos (FERRAZ et
al.,2011; NEAL et al., 2013).

Estima-se que existam mais 750 espécies bacterianas presentes na cavidade oral,
colonizando os variados sitios orais. A composi¢do da microbiota oral ¢ diferente para cada
individuo, entretanto, existem alguns géneros bacterianos de maior prevaléncia em uma boca
saudavel. Dentre essas bactérias citam-se as gram-positivas Actinomyces, Lactobacillus,
Peptostreptococcus, Staphylococcus, e Propionibacterium, € as gram-negativas, que
constituem uma maior diversidade de microrganismos: Veillonella, Fusobacterium,
Porphyromonas, Prevotella, Treponema, Neisseria, Haemophilis, Capnocytophaga, Eikenella
e Leptotrichia. Quando em equilibrio, esses microrganismos vivem em estado de simbiose com
seu hospedeiro, porém, quando hd mudan¢a no microambiente, um processo infeccioso pode
ser instalado. Por exemplo, a Porphyromonas gingivalis, uma bactéria oportunista gram-
negativa, estd presente na cavidade oral saudavel, mas que em condi¢des especificas, esta
diretamente associada a doengas, como a doenca periodontal (AVILA; OJCIUS; YILMAZ,
2009; GERMANO et al., 2018).

Apesar da microbiota oral de animais de laboratorio ser majoritariamente composta
por bactérias gram-positivas, representando cerca de 70% dos microrganismos, hd uma

populacgdo, ainda que menor, de bactérias potencialmente patogé€nicas gram-negativas, como as
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bactérias do género Citrobacter, Pseudomonas e Escherichia coli (PORTO et al., 2007). Ja foi
relatado que bactérias gram-negativas sdo frequentemente mais associadas a processos
infecciosos em feridas cirurgicas, principalmente, devido a producao de endotoxinas por esses
microrganismos, o que contribui para o aumento da sua viruléncia (SANTOS et al., 2016).

Assim, o TLR4 ¢ uma pec¢a fundamental no reconhecimento desses microrganismos
e desenvolvimento da resposta do hospedeiro (FERRAZ et al., 2011; NEAL et al., 2013). Sua
hipoatividade pode tornar o hospedeiro susceptivel aos patogenos locais, uma vez que estes nao
sao reconhecidos. Isto pode levar a colonizacao bacteriana em feridas, com o subsequente
desenvolvimento de infec¢des, o que retarda o processo cicatricial (FERRAZ et al., 2011;
PERCIVAL; FRANCOLINI; DONELLI, 2015).

A Alogliptina ¢ um medicamento da classe dos inibidores da enzima Dipeptidil
Peptidase-4 (DPP-4), utilizado com eficacia comprovada no tratamento da Diabetes Mellitus
(DM) tipo 2. Alguns estudos ja observaram, in vitro, que a Alogliptina, bem como outros
farmacos da mesma classe, atua inibindo a resposta inflamatéria mediada pelo TLR4. Contudo,
a inibi¢do se da de forma secundaria, ndo sendo o alvo principal desta droga (TA et al., 2010).

Numa recente revisao de literatura, foi demonstrado que nos pacientes usuarios de
Alogliptina ha aumento na incidéncia de infeg¢des do trato urinario (SCHEEN, 2015). Essa
infeccdo € causada, principalmente, pelas bactérias Escherichia coli € Proteus, microrganismos
gram-negativos, principais ativadores do TLR4 (FERRAZ et al., 2011; PEREIRA; SOUZA;
BITENCOURT, 2019). Associado a isso, um recente estudo demonstrou que a Alogliptina
apresenta a capacidade de inibir a resposta inflamatoria mediada pelo TLR4 induzida por LPS,
através do bloqueio de proteinas quinases presentes na cascata de ativacdo do receptor.
Contudo, esse mecanismo ainda ndo esta totalmente elucidado (TA ef al., 2010). Em outro
trabalho, realizado em camundongos, o tratamento com Alogliptina diminuiu a expressao de
TLR4, inibindo assim a cascata de sinaliza¢cdo mediada pelo receptor (EL-SAHAR et al., 2021).
Em ratos, a Alogliptina também foi capaz de reduzir significativamente os niveis teciduais de
TLR4 (AM KABEL; ARAB; ELMAABOUD, 2021.

A resposta inflamatoéria mediada pelo TLR4 ¢ apontada como um fator muito
importante no processo cicatricial de feridas. Em camundongos TLR4™", ap6s injuria tecidual
na pele, a area da ferida era maior do que em camundongos selvagens. Ademais, foi
demonstrada uma maior concentragao de células (neutrofilos e macrofagos) durante o processo
inflamatorio nos camundongos deficientes de TLR4, bem como menores niveis de IL-1 e IL-6,
levando os autores a sugerir que o TLR4 exerce papel critico na regulagdo da resposta

inflamatéria adequada logo apos a lesdo, para a correta cicatrizagao na pele (CHEN ez al., 2013).
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Diante disso, ¢ provavel que a inibicdo das vias ativadas pelo TLR4 diminua o
reconhecimento bacteriano pelo hospedeiro. Em lesdes expostas a microrganismos, como € o
caso das ulceras orais, isso pode levar a um aumento da susceptibilidade a infecg¢des e, por
consequéncia, aumento da resposta inflamatoria através de outras vias, independentes de TLR4,
culminando em um atraso no processo de cicatrizagdo. Poucos s3o os estudos que avaliam esse
papel fundamental do TLR4 no processo inflamatério em feridas cutaneas e nao hé estudos na

literatura que avaliem esse mecanismo em ulceras traumaticas orais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Processo de cicatrizacio

A hemostasia ¢ a primeira etapa do processo de cicatrizacao, € ocorre logo apos a
injuria tecidual, interrompendo o sangramento através do processo de constri¢ao vascular, que
¢ principalmente mediado por fatores como serotonina, tromboxano A2 e adrenalina. Estes
promovem também a agregacao e ativacao plaquetéria no local da ferida, levando a formacao
do tampado rico em fibrina (OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEYV, 2014). O
codgulo entdo formado libera citocinas pré-inflamatorias, como Fator de Crescimento Derivado
de Plaquetas (PDGF), Fator de Crescimento Transformador (TGF)-f, Fator de Crescimento de
Fibroblastos (FGF), Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) e IL-8, para inicio da migracao
celular (PORTOU et al., 2015).

Na etapa posterior, hd aumento do suprimento sanguineo e da permeabilidade
vascular e, mediado pelos fatores liberados pelo codgulo, ha a viabilizacdo da migracdo de
células inflamatorias para o sitio da ferida, dando inicio ao processo inflamatorio, cujas
principais células sdo os neutrofilos, macrofagos e linfocitos, sendo que estes ultimos surgem
num estagio mais tardio da inflamag¢do. As primeiras células a migrarem para o local da injaria
sdo os neutrofilos, que atingem seu pico nas primeiras 24 horas, estando presentes por um
periodo de 3 a 5 dias. Essas células atuam com finalidade principal de fagocitose de bactérias e
detritos, além de liberar proteases e Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) que tém propriedades
antimicrobianas. A partir do terceiro dia ha uma predominancia de macrofagos, que t€ém um
papel essencial na liberagdo de citocinas a fim de estimular a resposta inflamatoria e
recrutamento de outros leucocitos, e também agem na eliminacdo de células que sofreram
apoptose, através do processo de fagocitose, além de atuar como célula apresentadora de
antigenos. Outra funcdo dos macrofagos ¢ sua atuacdo no inicio da fase de proliferagao,
estimulando queratinocitos, fibroblastos € o processo de angiogénese através de modificagdo
do seu perfil fenotipico de pr6 (M1) para anti-inflamatorio (M2). Ja se foi observado que a
auséncia de macrofagos no processo inflamatorio leva a uma reducdo da formagdo tecidual
(SORG et al., 2016). Apos isso, os linfécitos migram para o local da ferida, atuando na fase de
proliferagdo tardia e remodelacdo precoce. Eles produzem fatores de crescimento tecido-
especifico e estimulam células endoteliais e fibroblastos, dando inicio ao processo de
proliferacdo e de remodelagdo tecidual (GUO; DIPIETRO, 2010; OLIVEIRA; DIAS, 2012;
OLCZYK; MENCNER; KOMOSINSKA-VASSEV, 2014; PERCIVAL; FRANCOLINI;
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DONELLLI, 2015).

Na etapa de proliferacdo celular, ocorre inicialmente a reepitelizacdo do local da
ferida e a deposicdo de Matriz Extracelular (MEC). Ocorre, também, o estimulo para a
formagdo de novos vasos, a angiogénese, ¢ esse processo pode ser avaliado através da
imunoexpressdo do CD31, uma molécula de adesdo endotelial plaquetaria (YUAN et al., 2018).
Ainda nesta etapa, hd o acimulo de fibroblastos no local da lesdo e deposicao de colageno do
tipo III, imaturo. Assim, fibroblastos e colageno, juntamente com os novos vasos, constituem a
formagdo do tecido de granulacdo. Alguns fibroblastos comecam a diferenciar-se em
miofibroblastos, com fun¢do contratil para unir as bordas da ferida. Em seguida, na fase de
remodelagdo, ha um rearranjo dessas estruturas, as células que migraram na fase inflamatéria
sofrem apoptose, ha a substituicdo do colageno tipo III, pelo coldgeno tipo I, o que confere a

ferida maior resisténcia a tracio (GANTWERKER; HOM, 2012; GONZALEZ et al., 2016).

2.2 Receptores Toll-Like 4

Existem 10 tipos de TLR em humanos e estes podem ser divididos em 2
subfamilias: A primeira subfamilia sdo de receptores que estdo presentes na superficie da
membrana celular, e corresponde aos TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR10, que atuam
identificando proteinas e lipideos. Cada TLR dessa subfamilia possui um dominio intracelular
e um extracelular. O dominio intracelular ¢ conhecido como Dominio Receptor Toll/IL-1 (TIR),
por sua semelhanca com a familia de receptores da IL-1. J& o dominio extracelular sdo as
chamadas repeti¢oes ricas em leucinas (LRR) (TAKEDA; AKIRA, 2015). A outra subfamilia
de TLR esté situada intracelularmente nos endossomos e é responsavel por reconhecer acidos
nucleicos e PAMPs (XU et al., 2018). Esses TLR possuem apenas o dominio intracelular TIR
(TAKEDA; AKIRA, 2015).

O TLR4 possui um dominio extracelular e um intracelular. Para que este receptor
reconhega a LPS, € necessario, inicialmente, que a Proteina de Liga¢do a LPS (LBP) presente
no soro extraia o mondmero LPS da parede bacteriana, e o transfira ao Agrupamento de
Diferenciagdo 14 (CD14), um glicosilfosfatidilinositol. Posteriormente, o0 CD14 transfere o LPS
para a Diferenciagdo Mieloide 2 (MD2), que esta na superficie celular, e esta ird estabelecer
uma associacao fisica com o TLR4 (COCHET; PERI, 2017). O MD2 nao possui dominios
transmembrana e intracelular, e sua associacao com o dominio extracelular do TLR4 se da de
forma ndo covalente por interagdo com o LPS, formando, assim, o complexo receptor

TLR4/MD2 (TAKEDA; AKIRA, 2015; MOLTENT; GEMMA; ROSSETTI, 2016). J4 0 TLR2
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parece exercer importante papel na ativacdo do TLR4. Uma vez que o CD14 ndo possui dominio
transmembrana, o TLR2 seria entdo responsavel por interagir com o CD14, formando o
complexo receptor de LPS: CD14/TLR2 (TAKEUCHI et al., 1999; ZHAN; STAMOVA,;
SHARP, 2018).

Uma vez reconhecido o LPS, a sinalizacdo mediada pelo TLR4 pode ativar duas
vias: dependente da proteina adaptadora fator de Diferenciagdo Mieloide 88 (MyD8S8) e
independente de MyD88 (Figura 1) (FERRAZ et al.,2011; MOLTENI; GEMMA; ROSSETTI,
2016).

Figura 1 — Ativacdo do TLR4 através das vias dependente e independente de MyD88
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Fonte: MOLTENI; GEMMA; ROSSETTI, 2016.

Quando ocorre a ligacdo de um LPS ao complexo receptor TLR4/MD?2, ¢ preciso
que ocorra uma dimerizagdao com 2 complexos receptores para o inicio da cascata de ativagao.
Na via dependente de MyD88, que acontece prioritariamente na membrana plasmatica, o
dominio TIR do completo receptor recruta a proteina MyD88 e a Proteina Tipo Adaptador

MyD88 (MAL). Em seguida, essas proteinas levam a fosforilacdo das Quinases Associadas a



25

IL-1R (IRAK1 e IRAK2). Essas quinases se associam, entdo, ao Fator 6 Associado ao Receptor
de TNF (TRAF6), o que leva a ativagdo da Quinase Ativada por TGF 1 (TAK1), através da
mediacao das proteinas adaptadoras, as Proteinas de Ligacdo a TAK1 2 e 3 (TAB2 ¢ TAB3).
Posteriormente, a TAK1 ativa as Proteinas Quinases Ativadas por Mitogenos (MAPKSs), sendo
elas as c-Jun N-terminal Quinase (JNK), p38 e Quinases Reguladas por Sinal Extracelular
(ERK1/2). Concomitantemente, a TAK1 estimula a ativacdo do Complexo IkB Quinase (IKK),
que ¢ composto por duas subunidades cataliticas, IKKa ¢ IKKB. Ao fim desse processo, a
MAPKSs e IKK levam a ativagdo e transloca¢ao nuclear dos fatores de transcri¢ao Proteina
Ativadora (AP)-1 e Fator Nuclear kB (NF-xB), respectivamente, culminando na produgdo de
citocinas pro-inflamatérias (Figura 2) (FERRAZ et al., 2011; MOLTENI; GEMMA;
ROSSETTI, 2016).

Figura 2 — Ativacdo do TLR4 através da via dependente de MyD88
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Fonte: Adaptado de LU; YEH; OHASHI, 2008.

A ativagdo da via independente de MyD88 ocorre nos endossomos e € preciso que
ocorra a internalizacdo do dimero TLR4/MD2. Apos essa etapa, sdo recrutadas as proteinas
Adaptador Indutor de Interferon (IFN)-B Contendo Dominio TIR (TRIF) e a Molécula
Adaptadora Relacionada ao TRIF (TRAM). Depois disso, o TRAF3 ¢ ativado, estimulando a
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translocagdo nuclear do Fator Regulador de IFN 3 (IRF3), mediada pela Quinase 1 de Ligacao
TANK (TBK) e IKKg¢, levando a produgdo de IFNs do tipo I (Figura 3) (FERRAZ et al., 2011;
MOLTENI; GEMMA; ROSSETTI, 2016).

Figura 3 — Ativagdo do TLR4 através da via independente de MyD88
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Ambas as vias ativadas pelo TLR4 podem ativar diretamente a via do NF-xB,
levando a ativagdo de mediadores como 6xido nitrico, TNF-a e IL-1P, e consequentemente,
aumentando a atividade fagocitaria de macrofagos e outros fagocitos teciduais locais (NEAL et
al.,2013; XU et al., 2018). Além dessas citocinas, outras também sdo estimuladas pelos TLR4,
como IL-6, IL-10 e IL-12 (ROSSOL et al., 2011).

Em relagdo as citocinas ativadas pelo TLR4 e seus papéis no processo inflamatorio,
o TNF-a ¢ produzido principalmente por monécitos e macrofagos ativados, € nestes, atua
aumentando sua atividade fagocitaria e antimicrobiana pela via classica de estimulo de
fagocitose. Além disso, TNF-a induz diversas moléculas de adesdo nas células endoteliais,
como E-selectina, Molécula de Adesao Intercelular-1 (ICAM-1) e Molécula de Adesdo a
Células Vasculares-1 (VCAM-1) que, por sua vez, recrutam leucdcitos para atuacido durante a
fase inflamatoria. IL-1P também ¢ expressa por mondcitos e macréfagos em reposta ao LPS,

através da ativagdo por TLR4. Ainda, IL-1B ¢ capaz de estimular a produ¢do de IL-6 e promover
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migracdo de neutrofilos maduros e células progenitoras da medula 6ssea para o sitio

inflamatério (ROSSOL et al., 2011).

2.3 Alogliptina

O benzoato de Alogliptina ¢ um farmaco ndo covalente a base de quinazolinona,
que atua como inibidor seletivo reversivel da DPP-4, através da formagdo de ligacdes nao
covalente com o sitio catalitico dessa enzima. Foi desenvolvido pela Takeda Inc (Japao) e
aprovado para uso pela Food and Drug Administration em 2013 (SAISHO, 2015). No Brasil,
foi aprovada em maio de 2016 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e seu
nome comercial é Nesina® (ANVISA, 2016).

A Alogliptina ¢ o medicamento de primeira escolha em caso de pacientes
intolerantes a metformina, ou em associacdo com este farmaco, quando a metformina de uso
isolado ndo proporciona resultados favoraveis no tratamento do DM tipo 2 (MARINO; COLE,
2014; KEATING, 2015). Seu mecanismo de acdo consiste na inibi¢do da DPP-4, de maneira
dose-dependente. A DPP-4 atua na rapida degradacdo dos hormonios incretinas Peptideo Tipo
Glucagon 1 (GLP-1) e Polipeptideo Insulinotropico Dependente de Glicose (GIP) (KEATING,
2015). Esses hormdnios sdo responsaveis por estimular a secrecao de insulina dependente de
glicose das cé€lulas B pancredticas, € o hormonio GLP-1, também, € responsavel pela inibi¢do
da secrecdo de glucagon dependente de glicose. Com a inibi¢do da enzima DPP-4 pela
Alogliptina, a atividade dos hormdnios GLP-1 e GIP ¢ mantida, e isso culmina na diminuigado
dos niveis séricos de glicose (TA et al., 2010; YABE; SEINO, 2016).

Em relacdo a farmacocinética, a Alogliptina ¢ rapidamente absorvida por
administracdo oral, tendo biodisponibilidade de 100%, e atinge sua Concentracio Maxima
(Cmax) no plasma em um tempo médio de 1 a 2 horas, com meia vida (t»;) de 21,4 horas, o que
permite a administragao em uma dose tnica didria (JARVIS; CABRERA; CHARRON, 2013;
MARINO; COLE, 2014). E recomendavel a dose tnica diaria de 25mg para pacientes adultos
com DM tipo 2, mas o medicamento também esta disponivel nas doses de 6,25 e 12,5 mg
(MARINO; COLE, 2014; KEATING, 2015).

Sua eliminagdo ¢ realizada, principalmente, pelos rins, que eliminam 60%-80 do
medicamento inalterado, com possibilidade de adicional secregao tubular ativa, o que implica
em ajuste de dose em pacientes com insuficiéncia renal moderada a severa. Foram detectados
dois metabdlitos menores da Alogliptina, o M-I (Alogliptina N-Desmetilada), que ¢ inibidor
ativo da DPP-4, e M-II (Alogliptina N-Acetilada), sem atividade inibitdria, que representam <
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1% e <6%, respectivamente, do composto original (JARVIS; CABRERA; CHARRON, 2013;
YABE; SEINO, 2016). Outras enzimas ja foram relatadas como contribuintes no metabolismo
da Alogliptina, como as do Citocromo P450 (CYP) CYP2D6 e CYP3A4 (KEATING, 2015).
A Alogliptina ¢ um farmaco seguro, € uma revisao de ensaios clinicos mostra que
seus efeitos adversos sdo semelhantes aos encontrados nos grupos placebo ou grupos tratados
com outro farmaco comparativo, sendo classificados como leves a moderados (JARVIS;
CABRERA; CHARRON, 2013; YABE; SEINO, 2016). Como efeitos colaterais dignos de nota,
os estudos demonstram que seu uso cronico leva ao aumento da susceptibilidade a infecgoes,
como nasofaringite e infeccdo do trato respiratorio superior (JARVIS; CABRERA;
CHARRON, 2013; SCHEEN, 2015). A Alogliptina apresenta um baixo risco de hipoglicemia,
e quando esta ocorre, sua severidade ¢ considerada de leve a moderada. Os maiores riscos de
hipoglicemia associados a Alogliptina estdo relacionados ao uso do fArmaco com outro agente

hipoglicemiante, como a Pioglitazona (KEATING, 2015).
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3 JUSTIFICATIVA

As ulceras traumaticas orais constituem lesdes de alta incidéncia na populacao. No
entanto, os protocolos de tratamento sdao variaveis nos servi¢os de estomatologia e consultorios
odontologicos, uma vez que ndo se sabe a real etiopatogénese dessas lesoes.

A resposta imune inata aos microrganismos potencialmente patogénicos ¢ essencial
para que se tenha um processo cicatricial de feridas livre de infec¢des, uma vez que o nao
reconhecimento desses microrganismos e a subsequente infec¢ao da ferida pode levar a um
aumento do periodo de cicatrizagdo.

A alogliptina ¢ um farmaco francamente utilizado no controle do diabetes mellitus
tipo 2, doenga cada vez mais prevalente no mundo todo. Porém, esse farmaco estd associado a
aumento no risco de infecgdo em mucosas por inativagao de receptores da resposta imune inata,
principalmente localizados em macrofagos. Dentre estes receptores, o TLR4 ¢ um dos
principais afetados por esse farmaco. Este faz parte de uma superfamilia de receptores da
resposta imune inata e sua ativacdo desencadeia uma cascata que culmina com ativagao de
mecanismos de defesa para impedir o desenvolvimento de processos infecciosos na superficie
das feridas. Pacientes que fazem uso de medicamentos que interfiram na ativacao do processo
inflamatério mediado por esse receptor apresentam susceptibilidade a infecgdes especificas. E
em pacientes diabéticos, em que o processo de cicatrizacao ¢ sabidamente mais lento, isso €
ainda mais grave, pois 0s prejuizos no processo de cicatrizagdo podem ser potencializados pela
medica¢do utilizada para o tratamento da doenca.

Ressalta-se que, em ulceras orais, a descontinuagao do epitélio torna o tecido
conjuntivo exposto, € a incapacidade do sistema imune de responder de forma imediata
prolonga o processo de ulceragdo e a possibilidade de infecgao.

Assim, torna-se imprescindivel entender como a resposta imune inata poderia

influenciar no reparo de ulceras orais.
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4 HIPOTESES

4.1 Hipotese nula

O tratamento com Alogliptina ndo influencia no processo de cicatrizagdo de ulceras traumaticas

orais em ratos Wistar.

4.2 Hipotese alternativa

O tratamento com Alogliptina influencia no processo de cicatrizagdo de Ulceras traumaticas

orais em ratos Wistar.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da Alogliptina no processo de cicatriza¢ao de ulceras traumaticas orais em

mucosa jugal de ratos Wistar.

5.2 Objetivos especificos

e Avaliar clinicamente a influéncia do tratamento com Alogliptina na variacdo de massa
corpdrea e na redugdo da dimensao de area de tilcera em mucosa jugal de ratos Wistar;

e Avaliar clinicamente a influéncia do tratamento com Alogliptina no comportamento animal
sugestivo de desconforto em ratos Wistar submetidos ao modelo de ulcera em mucosa jugal;

e Avaliar a influéncia do tratamento com Alogliptina na presenga de bactérias na superficie
da tlcera durante processo de cicatrizagao tecidual em ratos Wistar submetidos ao modelo de
ulcera em mucosa jugal;

e Avaliar histologicamente a influéncia do tratamento com Alogliptina nas fases de
cicatrizagdo tecidual e na contagem de cé€lulas polimorfonucleares (PMN) neutrofilos e
mononucleares em ratos Wistar submetidos ao modelo de tlcera em mucosa jugal;

e  Avaliar por meio de técnicas histoquimicas a influéncia do tratamento com Alogliptina na
deposi¢ao do coldgeno em ratos Wistar submetidos ao modelo de ulcera em mucosa jugal;

e Avaliar a influéncia do tratamento com Alogliptina na imunoexpressdo dos receptores da
resposta imune inata TLR4 e TLR2 durante processo de cicatrizagdo tecidual em ratos Wistar
submetidos ao modelo de tlcera em mucosa jugal;

e Avaliar a influéncia do tratamento com Alogliptina na imunoexpressao de TGF- e CD31
e sua influéncia no processo de cicatrizagdo tecidual em ratos Wistar submetidos ao modelo de

ulcera em mucosa jugal.
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6 METODOLOGIA

6.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Ceara, protocolado sob o CEUA n° 9982290120 (ANEXO A). O
trabalho seguiu as diretrizes ARRIVE (Animal Research: Reporting In Vivo Experiments)
cheklist (KILKENNY et al., 2010) para estudos com animais e foram adotadas condutas éticas
para minimizar seu desconforto com base nos principios dos 3R (reduction, refinement,

replacement).

6.2 Animais e calculo amostral

Esse trabalho foi desenvolvido pelo Laboratorio de Patologia Bucal (LPB) do
Programa de Pds-graduagao em Odontologia (PPGO) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

Foram utilizados ratos fémeas da linhagem Wistar, pesando entre 180 e 220 gramas.
Durante a realizagdo dos experimentos, os animais foram mantidos no biotério de
experimentaciao do Departamento de Fisiologia e Farmacologia (DFF) da UFC, abrigados a 24°
C em ciclo luz-escuro de 12 horas e com acesso a dgua e alimento ad /libitium.

Tendo em vista que em um modelo inflamatorio de resisténcia a insulina, de
Rahman et al. (2020), no qual o tratamento com Alogliptina melhorou significantemente
parametros comportamentais em ratos (1147 para 25+10), estima-se necessario avaliar seis
animais por grupo, a fim de obter uma amostra que represente, com 80% de poder e 95% de

confianga, a hipotese alternativa desse estudo.

6.3 Grupos experimentais e protocolo de inducio da ulcera

O desenho experimental contou com quatro grupos experimentais: um grupo
controle (GC) tratado com solugdo salina 0,1ml/kg/dia e trés grupos testes tratados com
Alogliptina 1mg/kg/dia (GTA1), 3mg/kg/dia (GTA3) e 9mg/kg/dia (GTA9) (BAO et al., 2014)
por via oral dissolvidos em solugdo salina equivolumétrica ao GC. De acordo com Bao et al.
(2014), as doses de 1 e 3mg/kg/dia sdo capazes de inibir a enzima DPP-4 em ratos, mantendo
os niveis normais de glicose. A dose de 9mg/kg/dia foi adicionada a fim de construir uma curva
dose-resposta. O tratamento teve inicio trés dias antes da inducdo das ulceras e foi mantido até

o dia anterior a eutanasia.
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Ap6s distribui¢do aleatdria dos animais (comando “=aleatorio ()” do Microsoft
Excel, Microsoft Oficce®), os animais foram anestesiados, por via Intraperitoneal (IP), com
quetamina 10% (80 mg/kg) e xilazina 2% (10 mg/kg). Em seguida, foi realizada a antissepsia
da mucosa, utilizando clorexidina 0,12%, e a ulcera foi induzida em regido de mucosa jugal
esquerda através de punch dermatologico (Rhosse®) com 6mm de didmetro e 2mm de
profundidade. O tecido remanescente foi excisado utilizando lamina de bisturi de Bard Parker®
convencional (adaptado de MESQUITA et al., 2020).

Durante a indu¢do da ulcera utilizou-se plastico-bolha para envolver os animais e
estes assim foram mantidos ap6s o procedimento (durante o monitoramento clinico pos-
operatdrio). Além disso, foram dispostas duas luvas de procedimento com dgua morna em cada
caixa, para que o ambiente permanecesse aquecido e fossem evitados quadros de hipotermia.
Os animais permaneceram em observagdo até recobrarem os reflexos (NEVES et al., 2013).
Nao foi necessaria alteracao da dieta nem restri¢ao hidrica no periodo pds-operatério.

Os animais foram eutanasiados 1, 3, 7 ¢ 14 dias ap6s a indugdo das tulceras

(n=6/grupo/dia), totalizando 96 animais (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo dos animais por grupos experimentais e dias de eutanasia

Dial Dia 3 Dia7 Dia 14 Total
GC n=6 n=6 n=6 n=6 n=24
GTAl n=6 n=6 n=6 n=6 n=24
GTA3 n=6 n=6 n=6 n=6 n=24
GTA9 n=6 n=6 n=6 n=6 n=24
Total n=24 n=24 n=24 n=24 n=96

GC = grupo controle (GC); GTAL = grupo teste tratado com Alogliptina 1mg/kg/dia; GTA3 = grupo teste tratado
com Alogliptina 3mg/kg/dia; GTA9 = grupo teste tratado com Alogliptina 9mg/kg/dia

Fonte: Elaborada pela autora.

6.4 Analise de desconforto

Os animais eutanasiados no 14° dia apos a indugdo da ulcera foram avaliados
diariamente quanto ao desconforto, desde o dia da inducdo da Ulcera ao dia até o dia da
eutanasia. Para isso, foram condicionados individualmente de forma aleatéria em sala escura
com luz vermelha em caixa de polipropileno para armazenamento de camundongos. Apds 5
minutos em quarto escuro, os animais foram observados por mais 5 minutos (cronometrados)

utilizando-se da escala de Grimace para classificar o nivel de desconforto, estabelecendo
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através de uma escala os escores de desconforto dos animais, de 0 (nenhum desconforto) a 1
(desconforto leve) e 2 (desconforto acentuado) para aperto orbital, protuberancia do
nariz/bochecha, posicdo da orelha e mudanca do bigode para ratos. O resultado foi expresso
como mediana (valores minimo-maximo). Ainda, foi calculada a Area Sob a Curva (AUC) para
cada animal e as AUC médias foram comparadas entre os grupos de estudo (KLUNE et al.,
2019).

6.5 Mensurac¢ao do diametro das lesdes, variacao percentual de massa corporea e indice

glicémico

Os animais foram eutanasiados com sobredose (3x a dose anestésica) de quetamina
10% (240 mg/kg) e xilazina 2% (30 mg/kg) nos dias 1, 3, 7 e 14 apds indugdo da Ulcera. Nesses
dias, ap6s eutanasia, foi coletada amostra da superficie da Ulcera/mucosa de reparo para analise
microbioldgica e a area de Glcera mensurada com um paquimetro digital (Digimess®) com
0,01mm de precisdo, sendo obtidas duas medidas (D= maior didmetro e d= menor didmetro)
para o calculo da area (A= n.d.D/4). Além disso, os animais foram pesados no dia de inducao
da Ulcera e no dia de eutanasia para calculo da variacdo de massa corpdrea (Amassa = massa final
—massa inicial). Ainda, no dia de inicio da administracdo do farmaco e nos dias de eutanasia,
50 pL de sangue foram coletados via veia caudal para controle da glicemia, utilizando um
Glicosimetro (Accu Chek®) (BRIZENO et al., 2016).

6.6 Analise microbioldgica da superficie da ulcera

A coleta de bactérias da superficie da Glcera foi realizada no dia de inicio de
administracdo do farmaco e logo ap6s eutanasia dos animais utilizando microbrushes estéreis
e individuais levemente dispostos sobre a superficie da Ulcera ou sobre o epitélio de reparo
sobre a area ex-ulcerada. Os microbrushes foram colocados em microtubos contendo 1ml de
solucdo de cloreto de sédio 0,89% tamponada (DAGISTAN et al., 2009) e as amostras
hermeticamente fechadas foram transportadas para o Laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Farmécia, Odontologia e Enfermagem (FFOE)-UFC. Os tubos foram agitados em
vortex (AP56, Phoenix Luferco®) por 1 minuto e a suspensao passou por diluicdo seriada 1:10,
1:100 e 1:1.000 em solucéo de cloreto de sodio 0,89%.

Em seguida, foi realizada a semeadura de 25uL, através da técnica de espalhamento

usando alga drigalsky em Brain Heart Infusion (BHI) &gar (Kasvi®). As placas foram
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incubadas por 48 horas, a 37 °C, para posterior contagem e calculo das Unidades Formadoras
de Colodnias por mililitro (UFC/mL).

6.7 Analise histologica

No dia de eutanasia, a regido da mucosa dos animais contendo a area ulcerada foi
coletada cirurgicamente e acondicionada em formol tamponado 10% por 48 horas para
processamento histolégico (BRIZENO et al., 2016).

Os fragmentos de mucosa fixados em formol tamponado a 10% foram analisados
macroscopicamente e hemisseccionados no maior eixo da uUlcera/tecido de reparo da area ex-
ulcerada. Posteriormente, os espécimes foram submetidos a desidratacdo em série alcodlica
crescente, diafanizagdo em xilol, impregnacdo em parafina, fundi¢cdo a 60°C e inclusdo dos
fragmentos, formando blocos a temperatura ambiente. Foram, entdo, feitas sec¢fes de 3 um de
espessura, através de um micrétomo, para montagem de lamina histologica e posterior
coloragdo com hematoxilina-eosina.

A anédlise das laminas foi realizada através de microscépio Optico, utilizando
escores de estadiamento da Ulcera, variando de 0 a 4. Foi considerado como escore 0 a auséncia
de Ulcera com tecido conjuntivo remodelado; escore 1, auséncia de ulcera com discreta/
moderada fibrose associada a inflamacéo crénica; escore 2, presenca de Ulcera com fibrose e
moderada inflamacdo cronica; escore 3, Ulcera e processo inflamatério cronico (tecido de
granulacdo); e escore 4, Ulcera e processo agudo (ectasia, vasos dilatados, infiltrado
inflamatdrio misto) (CAVALCANTE et al., 2011).

6.8 Analise histomorfométrica: avaliacao do infiltrado inflamatoério

Foram fotografados cinco microcampos proximos a regido ulcerada (trés na
superficie e dois na profundidade, totalizando 1,30 mm?) de cada lamina corada por
hematoxilina-eosina no aumento de 400x utilizando microscépio (DM2000, Leica®) com
camera (DFC295, Leica®) e software (LAS, Leica®) acoplados. Em seguida, foram contados
o total (somatorio) de células polimorfonucleares (PMN) neutréfilos e células mononucleares,
utilizando o comando Cell counter do software ImageJ® e o somatorio foi utilizado como
unidade amostral. O resultado foi expresso como média + Erro Padrdo da Média (EPM)
(BRIZENO et al., 2016).
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6.9 Analise histoquimica: avaliacido da colagénese

Para analise de colageno total foram realizados cortes de 3 um para coloragdo por
Tricromio de Masson e Picrosirius Red.

As laminas destinadas ao Tricromio de Masson, apés desparafinizagdo em estufa a
60°C por 3h, dois banhos de 5 minutos em xilol, reidratacdo em solugéo de etanol decrescente
(90%, 85% e 70%) com posterior lavagem com agua foram coradas com Hematoxilina Férrica
de Weigert por 10 minutos e lavadas em agua corrente. Posteriormente, as laminas foram
incubadas em Fucsina durante 4 minutos. Apos nova lavagem foram diferenciadas em solugédo
de Acido Fosfomolibdico por 10 minutos. Em seguida, foram coradas com Azul de Anilina
durante 10 minutos e lavadas em &gua destilada. Ap6s desidratacdo e diafanizagdo, as laminas
foram montadas com Entellan®.

Cinco microcampos de cada lamina corada por Tricromio de Masson foram
fotografados, seguindo a mesma metodologia descrita para aquelas coradas por hematoxilina-
eosina. As imagens foram exportadas para o software ImageJ® e submetidas a escalonamento
de cores (Colour function > colour deconvolution > alcian blue e H) para separacdo das
imagens em azul, vermelho e um residual de cor. As imagens azuis foram binarizadas e
submetidas a andlise do percentual de &rea marcada por colageno total (Process > Binary >
Make Binary > Analyze > Analyze Particles) (adaptado de ALVES et al., 2015).

As laminas destinadas ao Picrosirius Red, ap6s desparafinizacdo em estufa a 60°C
por 3h, dois banhos de 5 minutos em xilol, reidratacdo em solucéo de etanol decrescente (90%,
85% e 70%) com posterior lavagem com agua foram incubadas em solucdo de Picrosirius
(ScyTek®) e contracoradas com hematoxilina de Harris por 10 segundos. Cinco microcampos
de cada lamina foram fotografados, seguindo a mesma metodologia descrita para as laminas
coradas por hematoxilina-eosina. As imagens foram exportadas para 0 ImagelJ®, para analise
do percentual de &rea corada em vermelho (colageno total).

Para determinar a porcentagem de area total de colageno, a calibracdo foi feita
usando o comando Threshold command (Image > Adjust > Color Threshold) e a funcdo Red,
Green, Blue (RGB) foi ajustada nas imagens (vermelho = minimo 71, maximo 255; verde =
minimo 0, maximo 69; azul = minimo 0, maximo 92) (ALVES et al., 2015).

Em ambas as anélises, considerou-se a média dos campos avaliados, os quais foram

expressos em forma de média + EPM.
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6.10 Analise por imunohistoquimica utilizando a Técnica de Microarranjos Teciduais
(TMA - tissue microarray)

Foram utilizadas duas areas representativas (duplicata) dos blocos dos animais para a
confeccdo de blocos de TMA através do dispositivo “tissue microarrayer” (Quick-Ray
UNITMA®). Apbs confeccdo dos blocos, foram realizados cortes de 3 pum dispostos sobre
laminas silanizadas para reacdo de imunohistoquimica através da técnica da estreptavidina-
biotinilada. Apds desparafinizacéo e reidratacéo, foi feita a recuperacao antigénica com solucéo
de citrato pH 6,0 ou Tris EDTA pH 9,0. Posteriormente ao resfriamento em temperatura
ambiente, as laminas foram lavadas em Solucdo Tampé&o de Fosfato (PBS) e submetidas ao
blogueio da peroxidase endogena com peroxido de hidrogénio a 3% diluido em PBS por 30
minutos.

Apos lavagens em PBS, foi realizada a incubacdo overnight com os anticorpos
primarios para os receptores da resposta imune inata anti-TLR4 e anti TLR-2, para o fator de
crescimento anti-TGF-3 e para a molécula de adesao celular endotelial plaquetaria anti-CD31.

Na tabela 2 estdo descritos a diluicdo e controle positivo de cada anticorpo.

Tabela 2 — Especificacdo dos clones, fabricante, controle positivo e alvos dos anticorpos

primarios
Anticorpo Clone Diluicio Marca Controle positivo Alvo
Anti-TLR4  Ab22048  1:150 Abcam® Ulcera Membrana celular
Anti-TLR2  Ab213676 1:150 Abcam® Ulcera Membrana celular
Anti-TGF-p Ab92486  1:200 Abcam® Ulcera Citoplasma
Anti-CD31  Ab182981 1:1000 Abcam® Rim de rato Membrana celular

Fonte: Elaborada pela autora.

O controle negativo foi realizado suprimindo-se o anticorpo primario da reagdo em
um dos cortes. Apds lavagens com PBS, as laminas foram incubadas com o polimero HRP 1gG-
anti-rato-anti-coelho (Dako®) por 30 minutos, feita revelagdo com 3,3-diamino-benzidina
(DAB) (Abcam®), contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris por 10 segundos e montagem
com Entellan®.

A avaliagdo imunohistoquimica quantitativa foi realizada por dois observadores
diferentes para todas as laminas. Foram fotografados cinco microcampos para 0s marcadores

anti-TLR4, anti-TLR2 e anti-TGF-f, e trés microcampos para o marcador anti- CD31, seguindo
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a mesma metodologia descrita para as ldaminas coradas por hematoxilina-eosina, em regides
com maior concentracdo de células imunocoradas localizadas em tecido conjuntivo (ou tecido
de granulacdo) proximo a area ulcerada. Em seguida, foram contados o total (somatorio) de
células/vasos imunomarcados, utilizando o comando Cell counter do software ImageJ® e o
somatorio foi utilizado como unidade amostral. O resultado foi expresso como média * Erro
Padrdo da Média (EPM) (adaptado de BRIZENO et al., 2016; TEOFILO et al., 2020).

6.11 Analise estatistica

Os dados quantitativos foram expressos em forma de média e erro-padrdo e
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, e os escores da escala de Grimace e
histoldgicos expressos em forma de mediana (minimo - maximo). Os dados paramétricos foram
analisados pelo teste Analise de Variancia com dois fatores (ANOVA-2-way) seguido do pos-
teste de Bonferroni e os dados nao paramétricos e escores analisados pelo teste Kruskal-Wallis
seguido do pds-teste de Dunn.

Todas as anélises foram realizadas no software GraphPad Prism 5.0 para Windows

adotando uma confianca de 95%.
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7 RESULTADOS

Efeito da Alogliptina sobre parametros clinicos e microbiologicos da ulcera oral e variagdo

de massa corporea dos animais

Com relacdo a area de ulcera, no 1° dia ndo houve diferenca entre os grupos. No 3°
dia, o grupo GTA9 (11,8+0,8) apresentou maior média de area de Ulcera quando comparado ao
grupo controle (6,4+1,0). Bem como no 7° dia pds ulceracdo, os grupos GTA3 (5,2+1,2) e
GTA9 (5,8+1,3) também apresentaram maior média de area de Ulcera em relacdo ao grupo
salina (1,3£0,6) (p<0,001) (Tabela 3).

Com relacéo a variacdo ponderal, 0 ganho de massa corpdrea foi significativamente
inferior nos animais dos grupos GTA3 (98,9+0,8) e GTA9 (96,2+1,3) em relacdo ao grupo
salina (104,7+2,0) no 14° dia (p=0,007) (Tabela 3).

Quanto a analise microbioldgica, trés dias antes da inducdo da Ulcera ndo houve
diferenca entre os grupos. No 1° dia ap6s a ulceracdo os animais do grupo GTA9 (2,7+0,2)
apresentaram contagem de UFC significativamente maior que o grupo controle (1,2+0,3). Bem
como no 3° dia de protocolo, nos animais dos grupos GTA3 (3,6+0,3) e GTA9 (3,8£0,5), a
contagem foi significativamente superior em relacdo ao grupo tratado com solucdo salina
(2,0£0,4) (p=0,049) (Tabela 3).

Quanto a glicemia, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos ao longo do protocolo experimental (p=0,075).
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Tabela 3 — Perfil de cicatrizagdo clinica da ulcera, variacdo de massa corporea e contagem

microbiolégica da superficie da tlcera em mucosa jugal de ratos Wistar tratados com

Alogliptina
Dose Alogliptina
Salina I mg/Kg 3mg/Kg 9mg/Kg p-Valor
Area de tlcera
(mm?)
1D 9,4+0,5 12,0£2,3  12,1+1,1  12,740,9  <0,001¢
3D 6,4+1,0 6,5+1,4 6,2+0,8  11,8+0,8*
7D 1,3+0,6 2,6£1,0  5,2+1,2*%  5,8+1,3*%
14D 1,1+0,5 0,8+0,4 1,1+0,4 1,1+0,6
Massa (g)
1D 97,8+0,9 98,7+1,3 97,6+£0,6 96,7+1,0 0,007
3D 97,0+0,5 96,9+0,3 98,1+0,9  98,1+0,9
7D 101,6=1,0 98,2+0,9 100,0£1,6 98,9+1,2
14D 104,7+2,0 103,7+2,0 98,9+0,8* 96,2+1,3*
Analise
microbiologica
(logi1oUFC/mL)
D-3 1,6+0,1 2,2+0,3 1,6+0,5 1,1+0,4  0,049°
1D 1,2+0,3 2,2+0,3 2,2+0,4  2,7+0,2%
3D 2,0+0,4 2,6£0,5  3,6+0,3*  3,8+0,5*%
7D 2,1+0,3 1,8+0,3 2,4+0,6 2,1+0,6
14D 1,3+0,4 1,9+0,4 1,3+0,3 1,4+0,5

*Teste ANOVA 2-way/Bonferroni.

* p<0,05 versus Salina
Fonte: Dados da pesquisa.
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Andlise de desconforto

Nos dias 1, 2 e 5 amediana dos escores da Escala de Grimace foi significativamente
superior no grupo GTA9 (p=0,014, p=0,01 e p=0,039, respectivamente), em relagdo ao grupo
salina. No dia 3, o grupo GTA1 (p=0,012) apresentou mediana significativamente inferior em
relagdo ao grupo controle. E, nos dias 10, 12 e 14, o grupo GTA3 (p=0,005, p=0,025 e p=0,015,
respectivamente) apresentou mediana significativamente superior quando comparado ao grupo

controle (Tabela 4).

Tabela 4 — Analise de desconforto de acordo com a Escala de Grimace em ratos Wistar tratados

com Alogliptina
Dose Alogliptina
Salina 1 mg/Kg 3 mg/Kg 9 mg/Kg p-Valor

Escores Escala de

Grimace
DO 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 1,000
D1 1 (0-2) 2(1-2) 1,5 (1-2) 2 (2-4)* 0,014
D2 1(1-2) 1,5 (1-2) 2 (1-2) 3 (2-3)* 0,01
D3 2(1-2) 1 (1-1)* 2 (1-2) 2(1-3) 0,012°
D4 2(1-2) 2(1-3) 1(1-2) 2(1-3) 0,135
D5 1,5 (1-2) 2(1-2) 2 (1-2) 2,5 (2-3)* 0,039
D6 1,5 (1-2) 1(1-2) 1(1-2) 2 (1-3) 0,13
D7 1 (0-2) 1(1-1) 1(1-2) 1,5 (0-2) 0,474
D8 1(1-1) 1(1-2) 1(1-1) 1 (0-3) 0,764
D9 0,5 (0-1) 1 (1-1) 1 (0-2) 1 (0-2) 0,345
D10 0 (0-0) 1 (0-1) 1(1-2)* 0 (0-2) 0,005
D11 0 (0-1) 0,5 (0-1) 1 (0-2) 0 (0-1) 0,285
D12 0 (0-0) 0 (0-0) 1(0-1)* 0 (0-1) 0,025¢
D13 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-0) 0,554
D14 0 (0-0) 0 (0-0) 1(0-1)* 0 (0-1) 0,015

*Teste Kruskal-Wallis/Dunn.
* p<0,05 versus Salina
Fonte: Dados da pesquisa.
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Adicionalmente, quando calculada a area sob a curva para cada animal, observou-
se que o grupo GTA9 apresentou uma maior area sob a curva média do somatorio do escores

da Escala de Grimace em relacao ao grupo salina (p=0,02) (Figura 4).

Figura 4 — Area sob a curva em relacdo a analise de desconforto de acordo com a Escala de

Grimace em ratos Wistar tratados com Alogliptina
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*p < 0.05 versus Salina; (média £ EPM; Kruskal-Wallis/Dunn).
Fonte: Dados da pesquisa.

Efeito da Alogliptina sobre alteracdes histopatoldgicas de Ulcera orais

Todos os grupos mostraram reducao significante dos escores histoldgicos ao longo
do curso temporal. No 1° dia a mediana foi 4 em todos os grupos, sem diferenca entre 0s grupos
(p=1,000). No 3° dia, o grupo GTA9 apresentou mediana significativamente superior em
relacdo ao GTA1 (p=0,028). No 7° dia, o grupo GTA9 apresentou mediana significativamente
superior quando comparada ao grupo tratado com solucao salina (p=0,039). No 14° dia, o grupo
GTAZ3 apresentou mediana significativamente superior em relagdo ao GTAL (p=0,012) (Figura
5) (Tabela 5).

Os grupos controle (p<0,001), GTAS3 (p=0,002) e GTA9 (p<0,001) apresentaram
diminuicdo dos escores histoldgicos no 7° dia em relagéo ao 1° dia. Porém, no grupo GTAL essa
reducdo so foi observada no 14° dia (p<0,001) (Figura 5) (Tabela 5).
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Figura 5 — Perfil microscépico de ulceras em mucosa jugal de ratos Wistar tratados com
Alogliptina

Alogliptina (mg/Kg/dia)
Salina 7 1 R 3 _ 9

3

Fonte: Elaborada pela autora. Coloracéo = Hematoxilina-eosina; Aumento = 200x; Barra: 100 pm; Seta azul: Area

ulcerada/cicatrizada.
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Estudo histomorfométrico

Perfil celular: Contagem de polimorfonucleares neutrdfilos e mononucleares

Em todos os grupos os polimorfonucleares apresentaram maior contagem no
primeiro dia apos a ulcera¢ao e diminuigdo ao longo do periodo de protocolo. No entanto, no
7° dia os animais do grupo GTA9 (139,0+£24,8) apresentaram média significativamente inferior

quando comparado ao grupo salina (496,5+68,2) (p<0,05) (Tabela 5).

A maior contagem de células mononucleares foi observada no 3° dia em todos os
grupos. Porém, nesse mesmo dia, nos grupos GTA3 (708,7+£73,8) e GTA9 (752,8+37,7) houve
uma contagem significativamente superior em relagdo ao grupo salina (507,7+£59,5) (p=0,006)

(Tabela 5).

Andlise da deposicio de coldageno

Nao houve diferenga significativa na contagem total de coldgeno apos 7 dias da
ulceragdo. Contudo, no 14° dia o grupo GTA9 (18,242,6), na andlise por Tricromio de Masson,
apresentou redu¢do da densidade média da area de deposi¢do de colageno quando comparado
ao grupo salina (35,2+0,8) (p=0,031) (Tabela 5) (Figura 6). Esse mesmo resultado também foi
observado na analise por Picrosirius Red (p=0,032) (Tabela 5) (Figura 7).
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Tabela 5 — Escores histoldgicos, analise histomorfométrica e porcentagem da area de deposi¢ao

de colageno em ulcera induzida em mucosa jugal de ratos Wistar tratados com Alogliptina

Dose Alogliptina
Salina 1 mg/Kg 3 mg/Kg 9mg/Kg  p-Valor
Escores
histologicos
1D 4(4-4) 4(4-4) 4(4-4) 4(4-4) 1,000
3D 4(3-4) 3(3-4) 3(3-4) 4(3-4)** 0,028
7D 1(1-3)f 3(1-3) 3(1-3)* 3(2-3)*f 0,039
14D 0,5(0-3)f 0,0(0-2)f 3(1-3)**t 1(1-3)f 0,012¢
p-Valor? <0,001 <0,001 0,002 <0,001
Células PMN
1D 590,8+167,6  617,7+149,1 594,3+71,8 675,3+146,1 <0,05°
3D 5942+117,4  450,2£94,9  340,0+57,0 397,3+44,4
7D 496,5+68,2 326,8+44,9 221,0+46,6 139,0+24,8*
14D 134,5£51,7 70,4+45,6 99,6+38,8 114,3+42,9
Células
Mononucleares
1D 310,0+38,4 272,7436,1  242,6+£32,8  190,3+20,0 0,006°
3D 507,7+59,5 595,7+#51,1 708,7+73,8* 752,8+37,7*
7D 150,8+17,3 196,8+20,8  213,8+32,8  229,2421,3
14D 227,84+47,1 163,0£32,6  171,5+42,0 224,2+54,4

*Teste Kruskal-Wallis/Dunn
bTeste ANOVA 2-way/Bonferroni.

*p<0,05 versus Salina; **p<0,05 versus 1mg/kg; 1p<0,05 versus D1

Fonte: Dados da pesquisa.

Continua
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Tabela 5 — Escores histoldgicos, analise histomorfométrica e porcentagem da area de deposi¢ao

de colageno em ulcera induzida em mucosa jugal de ratos Wistar tratados com Alogliptina

Porcentagem da
area de deposicao
de colageno

(Tricrémio de

Masson)
7D 37,3£3,8
14D 35,24+0,8

Porcentagem da
area de deposicao

de colageno

(Picrosirius Red)
7D 14,8+3,1
14D 51,849,7

32,4+5,1
30,1+4,0

16,0+£3,6
36,8+2,6

34,5+4,7
24,4435

12,0+1,2
34,7+£3,7

294439 0,031
18,242,6*

10,3+2,8  0,032°
27,7+4,8*

*Teste Kruskal-Wallis/Dunn

"Teste ANOVA 2-way/Bonferroni.
*p<0,05 versus Salina; Tp<0,05 versus D1
Fonte: Dados da pesquisa.



D7

D14

47

Figura 6 — Perfil de colagénese de tilceras em mucosa jugal de ratos Wistar tratados com

Alogliptina

Alogliptina (mg/Kg/dia)

Salina _ ' ' 1 - 3 _ 9

Fonte: elaborada pelo autor. Coloragdo = Tricromio de Masson; Aumento = 200x; Barra: 100 pm; Caixa em
vermelho: Area de colagénese.

Figura 7 — Perfil de colagénese de Ulceras em mucosa jugal de ratos Wistar tratados com

Alogliptina

Alogliptina (mg/Kg/dia)
Salina 1 3 5
z i - N W 2 TR R ': . . )

_Fonte: Elaborada pela autora. Coloragdo = Picrosirius Red; Aumento = 200x; Barra: 100 pm; Caixa em azul:
Area de colagénese.
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Andlise imunohistoquimica

O pico de expressdao de TLR4 foi observado no 1? dia apos a ulceragdo em quase
todos os grupos, exceto GTA1, que ocorreu no 3° dia. Também no mesmo dia, os grupos GTA3
(332,0£114,2) e GTA9 (404,7+£129,4) apresentaram imunoexpressdo média para TLR4

significativamente inferior, quando comparados ao grupo controle (697,0£115,2) (p=0,001)
(Figura 8).

Figura 8 — Imunoexpressdo para TLR4 em mucosa jugal ulcerada de ratos Wistar tratados com

Alogliptina

Alogliptina (mg/Kg/dia)

9

Células TLR4*

0-

D7 D14

Fonte: Elaborada pela autora. Coloragdo = imunohistoquimica; Aumento = 400x; Barra: 50 um. Seta vermelha:
célula imunomarcada.
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O pico de expressao de TLR2 foi observado no 1? dia apos a ulceragdo em todos os
grupos. Nos1° e 3° dias o grupo GTA9 (525,4+82,0 e 485,0+145,6, respectivamente) apresentou
imunoexpressdo média para TLR2 significativamente inferior quando comparado ao grupo

salina nos mesmos dias (926,5+51,0 e 808,5+73,0, respectivamente) (p=0,001) (Figura 9).

Figura 9 — Imunoexpressao para TLR2 em mucosa jugal ulcerada de ratos Wistar tratados com

Alogliptina

Alogliptina (mg/Kg/dia)

by

’
Wl
LN ey )

5185

Células TLR2*

D1 D3 D7 D14

Fonte: Elaborada pela autora. Coloragdo = imunohistoquimica; Aumento = 400x; Barra: 50 pm. Seta vermelha;
célula imunomarcada.
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O pico de imunoexpressao de TGF-B foi observado no 1* dia ap6s a ulceragdo em
todos os grupos. No 3° dia, o grupo GTA9 (121,2+25,3) apresentou imunoexpressao para TGF-
B significativamente inferior quando comparado ao grupo salina (397,3+30,0). No 7° e no 14°
dia, GTA3 (173,5£16,1 e 175,5+43,6, respectivamente) ¢ GTA9 (145,0+33.,4 e 155,0+14,9,
respectivamente) permaneceram com imunoexpressao média significativamente inferior em

relacdo ao grupo controle (362,4+39,0 e 395,7£26,5, respectivamente) (p<0,001) (Figura 10).

Figura 10 — Imunoexpressao para TGF-B em mucosa jugal ulcerada de ratos Wistar tratados

com Alogliptina

Alogliptina (mg/Kg/dia)

iv

9mg/kg

Células TGF pos

D1 D3 D7 D14

Fonte: Elaborada pela autora. Coloragdo = imunohistoquimica; Aumento = 400x; Barra: 50 um. Seta vermelha:

célula imunomarcada.
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O pico de imunoexpressdo para CD31 foi observado no 1° dia para os grupos
controle e GTA9, no 14° dia para o grupo GTA1 e no 7° dia para o grupo GTA3. O grupo GTA9
apresentou imunoexpressdo para CD31 significativamente superior no 1° (107,8+£25,0), 3°
(102,0£5,7), 7° (91,6£29,2) e 14° dia (101,7+14,6) quando comparados ao grupo salina
(51,0£2,7; 26,8+ 2,0; 26,3+ 5,8 € 31,2+ 4,1, respectivamente). Ainda, o grupo GTA3 apresentou
imunoexpressao para CD31 significativamente superior no 7° (117,3£18,1) em relacdo ao grupo

controle (26,3% 5,8) (p<0,001) (Figura 11).

Figura 11 — Imunoexpressao para CD31 em mucosa jugal ulcerada de ratos Wistar tratados com

Alogliptina

Alogliptina (mg/Kg/dia)
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Fonte: Elaborada pela autora. Coloragdo = imunohistoquimica; Aumento = 400x; Barra: 50 um. Seta vermelha:
vaso imunomarcado.



52

8 DISCUSSAO

Os TLR4 fazem parte da resposta imune inata, primeira linha de defesa do
organismo frente a danos (FERRAZ et al., 2011). Em feridas, quando ha invasao bacteriana, a
principal funcao do sistema imune inato ¢ reconhecer esses microrganismos potencialmente
patogénicos e impedir que colonizem a superficie da ferida e iniciem o processo infeccioso que,
sabidamente, prejudica o processo de cicatrizagdo (OLIVEIRA; DIAS, 2012; WAGNER et al.,
2017). Taet al. (2010) observaram que a Alogliptina, contudo, parece interferir nos mecanismos
de ativagdo do TLR4, prejudicando a resposta inflamatoria mediada por ele. No presente estudo
os resultados mostram que a interferéncia da Alogliptina nas vias ativadas pelo TLR4 esté
associada a hipoexpressdo desse receptor. Esse resultado também esteve associado a
hipoexpressao do TLR2 no grupo tratado com maior dose, demonstrando que o farmaco atua
na hipoexpressdo do complexo receptor de LPS, TLR4-CD14/TLR2, prejudicando assim o
reconhecimento da endotoxina e inibindo a resposta do hospedeiro contra as bactérias gram-
negativas que colonizam a superficie da tlcera.

Quando realizada a analise macroscopica, a area de ulcera foi significativamente
superior no grupo de maior dose de Alogliptina a partir do 3° dia e isso se manteve até o 7° dia
apos ulceracdo, quando também foi observada média superior no grupo de dose intermediaria
em relacdo ao grupo controle. Esse mesmo achado ¢ refor¢cado pela analise microscopica, em
que o grupo GTA9 também apresentou escores significativamente superiores no 7° dia em
relagdo ao grupo controle. Esses resultados apontam para um atraso da cicatrizagdo, e esse
prejuizo pode estar associado a dificuldade de resposta da imunidade inata aos microrganismos
que colonizam a superficie da tlcera.

Os macrofagos residentes ou teciduais sao a principal célula da imunidade inata na
resposta a bactérias patogénicas. Sao ativados pela interagdo com os LPS bacterianos, através
da ligacdo dessas moléculas bacterianas com os TLR4 presentes em sua superficie celular.
Frente a um desafio microbiano, apds sua ativacdo, os macrdfagos liberam citocinas e
mediadores importantes para a migragao de outras células fagocitarias, como a IL-8, fator
quimiotatico para neutréfilos, recrutando estas células fagocitérias para o local da lesdo, dando
inicio, assim, ao combate aos microrganismos patogénicos (CARVALHO; NUDELMAN;
CARNEIRO-SAMPAIO, 1998; CRUVINEL et al., 2010; LORENZ et al., 2002). Contudo, Ta
et al. (2010) demonstraram, in vitro, que a Alogliptina ¢ capaz de inibir a expressao de citocinas
pro-inflamatérias por células mononucleares U937 (macrofagos) (PRASAD et al., 2020).

Resultado semelhante foi observado em outro estudo utilizando a Sitagliptina, também inibidor
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da DPP-4, onde o farmaco suprimiu a expressdo de TLR-4 em macréfagos humanos (DAI et
al.,2014). Sabe-se que a inibi¢do dos macrdofagos residentes leva a um prejuizo na produgado de

citocinas e na quimiotaxia de neutrofilos (DAVIES et al., 2013).

Neste trabalho houve uma diminui¢do da imunoexpressao de TLR4 nos grupos que
receberam as maiores doses de Alogliptina j& no terceiro dia de protocolo, bem como do TLR2
no grupo de maior dose. Tal resultado culminou com uma diminuig¢do, ao longo do protocolo
experimental, na quimiotaxia dos neutrofilos, sendo significante no sétimo dia de experimento,
onde o grupo tratado com a maior dose do medicamento apresentou uma contagem
significativamente inferior de células polimorfonucleares em relagdo ao grupo salina. A menor
expressdao de TLR4, através da Alogliptina, pode estar associada a diminui¢do da liberacao de
citocinas pro-inflamatorias quimiotaticas para os neutrdfilos pelos macrofagos teciduais,

impedindo a chegada dos polimorfonucleares ao local da tlcera.

Os neutrofilos sdo uma das células mais importantes no combate as infecg¢des
bacterianas e sdo as primeiras células recrutadas apos uma injlria tecidual. Inicialmente, sdo
recrutados pela presenga dos Padrdes Moleculares Associados ao Dano (DAMPs), e,
posteriormente, sua quimiotaxia ¢ amplificada em resposta aos PAMPs. Sua principal fungao é
realizar o desbridamento da ferida, removendo células mortas e fagocitando bactérias
(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Sabe-se que a neutropenia leva a maior susceptibilidade
as infecgoes (WANG, 2018), reforcando o papel dessas c€lulas no combate a microrganismos

patogénicos.

A a¢do dos neutréfilos no controle de infecgdes e na cicatrizagao de feridas ainda ¢é
alvo de muitos estudos e, mais recentemente, tem sido debatida na literatura a NETose, um tipo
de morte celular dos neutréfilos, em que sdo formadas as chamadas NETs (Armadilhas
Extracelulares de Neutrofilos). Nesse mecanismo, os neutréfilos liberam sua cromatina, além
de proteinas antimicrobianas derivadas dos granulos presentes nessas células. Os
microrganismos sao entao expostos a essas proteinas e posteriormente eliminados. Estudos
anteriores observaram que nos animais cuja formagao das NETs ¢ prejudicada, maiores sdo as
chances de disseminacao bacteriana (KOVTUN et al., 2018; MORTAZ et al., 2018; WANG,
2018).

Tendo em vista a fungdo primaria dos neutrofilos, quando estes nao conseguem
debelar a colonizagdo bacteriana e combater os microrganismos ali presentes, outras células

fagocitarias sdo recrutadas da corrente sanguinea, como os monocitos, que irdo se tornar
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macrofagos inflamatdrios a fim de impedir o avango do quadro infeccioso (SILVA, 2010).
Normalmente, esses macréfagos inflamatérios migram para o local da ferida logo apos os
neutréfilos, sendo também recrutados por PAMPs e DAMPs, e exercem a funcao de fagocitose
de microrganismos e neutréfilos apoptoticos (HESKETH et al., 2017; SORG et al., 2016). No
presente trabalho, as células mononucleares mostraram um aumento no 3° dia pds ulceragdo
nos grupos tratados com as maiores doses de Alogliptina em relagdo ao grupo controle.
Provavelmente, em virtude da menor atividade dos macrofagos teciduais e consequente
diminui¢do da migragao de neutrofilos nesses grupos, rapidamente comegaram a ser recrutadas
pelas demais células residentes teciduais (mastdcitos, células dendriticas e células do estroma)
outras células fagociticas como os macrofagos inflamatorios, no intuito de compensar a fungao
fagocitaria que nao foi realizada de forma inicial pelos neutréfilos (DAVIES et al., 2013).
Contudo, a ativagdo desses macrofagos depende também do reconhecimento do LPS pelos
TLR4 (MOGHADAMM et al., 2018). Uma vez que a administragdo de Alogliptina levou a
hipoexpressao desses receptores, a ativacdo dos macréfagos que migraram para o local da lesao

pode ter sido também prejudicada.

Assim, a grande deficiéncia fagocitica pode ter contribuido para que, desde o 1° dia
apods a ulceragdo, o grupo tratado com a maior dose de alogliptina apresentasse contagem
microbioldgica significativamente superior na superficie da ulcera, mantendo-se até o 3° dia
p6s ulceragdo, quando o grupo de dose intermediaria também apresentou maior contagem de

UFC/mL em relagdo ao grupo nao tratado.

Aparentemente, com a deficiéncia na quantidade de neutréfilos induzida pelo
farmaco, e a consequente dificuldade em debelar os microrganismos existentes na superficie da
ulcera, a lesdo pode ter adquirido um carater cronico. A coloniza¢do bacteriana exacerbada ¢
um dos fatores que leva a um comprometimento do processo usual de cicatrizagdao de feridas,
contribuindo para a cronicidade, impedindo que se avance para as fases seguintes, de
proliferacdo e remodelacdo, marcadas pela atividade e proliferacao de fibroblastos e sintese de
colageno (DIEGELMANN; EVANS, 2004, BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006a;
HAN; CEILLEY, 2017).

Os macrofagos ativados sdo uma das principais células responsaveis pela migragao
de fibroblastos e expressao de fatores pro-fibréticos na area da ferida (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006b; SMIGIEL; PARKS, 2018). Contudo, para que ocorra a expressao de
fatores de crescimento, € preciso que os macroéfagos sejam ativados e transitem para o fenotipo

anti-inflamatorio e pro-reparativo, sofrendo conversdo para o tipo M2. Macrofagos M2
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participam ativamente no processo de resolucao da lesdo, sendo os responsaveis pela liberacao
do TGF-B, que ¢ fundamental para a migra¢do de fibroblastos para o local da ferida
(DIEGELMANN; EVANS, 2004), além de estimular a sintese de prolina, um aminoacido
essencial para a producdo de colageno (SMIGIEL; PARKS, 2018). Entretanto, a inibicdo do
TLR4 influencia na ativacdo dos macrofagos e consequente liberacdo de TGF-f por essas
células. No estudo de Suga et al. (2014), foi demonstrado que camundongos deficientes para
TLR4 apresentaram um menor nimero de macrofagos com expressao de TGF-§ em ferida de
pele. Em outro trabalho, observou-se que a inibicdo de TLR4 regulou negativamente a
expressao de TGF- f em modelo de cicatriz hipertréfica em camundongos (LI et al., 2019). Tais
resultados corroboram com os achados do presente estudo, no qual o grupo que recebeu a
administracio da maior dose de Alogliptina mostrou uma diminui¢do significativa da
imunoexpressao de TGF-B desde o 3° dia de experimento, e o grupo de dose intermediaria desde
o 7° dia, mantendo-se até o ultimo dia de protocolo. O TGF-B ¢ o principal responsavel pela
expressao de colageno, de modo que a deficiéncia desse fator interfere de forma direta na
colagénese (DIEGELMANN; EVANS, 2004). Como observado neste estudo, o grupo que
recebeu a maior dose do medicamento demonstrou menor deposi¢do de coldgeno, quando

comparado ao grupo controle, no ultimo dia de protocolo.

No grupo que recebeu administragdo da maior dose de Alogliptina foi observada
maior imunoexpressdo de CD31 desde o 1° dia ap6s a ulceragao até o tiltimo dia de experimento.
Contudo, o aumento da densidade vascular, no presente estudo, ndo parece estar associado a
um beneficio concreto no processo de cicatrizacdo da mucosa oral, tendo em vista o retardo
apresentado nos grupos experimentais. Ja foi demonstrado que a Alogliptina, assim como outros
inibidores da DPP-4, aumenta a densidade vascular no musculo cardiaco, embora as vias
envolvidas nesse processo ainda ndo tenham sido completamente elucidadas na literatura atual
(YAMAMOTO et al., 2015; LEI et al., 2017). Além disso, os macrofagos ativados exercem
papel importante na regulacdo da angiogénese, fazendo a regulagdo negativa desse processo.
Para tanto, secretam fatores antiangiogénicos, como a endostatina, impedindo que ocorra
vascularizagdo em excesso (DU CHEYNE; TAY; SPIEGELAERE, 2019, WILKINSON;
HARDMAN, 2020). A Alogliptina, portanto, pode ter contribuido para o aumento da expressao
de CD31 em todos os grupos tratados em virtude do prejuizo causado a ativagao dos

macrofagos, interferindo na atividade regulatéria dessas células.

O uso tnico da Alogliptina € um tratamento que nao provoca hipoglicemia, como

observado no presente trabalho, nem alteragdes significativas massa corporea (KEATING,
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2015). Porém, neste estudo, no 14° dia, os animais dos grupos que receberam as maiores doses
de Alogliptina apresentaram menor ganho de massa corporea no ultimo dia de protocolo, em
relagdo ao grupo tratado com solugdo salina. Ulceras orais sdo lesdes extremamente dolorosas,
que podem levar a um quadro de disfagia, prejudicando a ingestao alimentar (LIM et al., 2015;
KLEIN et al., 2018). Os achados deste estudo sugerem que houve um atraso da cicatrizacao
nos animais nos grupos de maior dose, o que culminou clinicamente em uma maior area de
mucosa jugal lesionada. Assim, sugere-se que, devido a dificuldade de ingestao alimentar,
houve redugdo da massa corpdrea. Além disso, os animais do grupo tratado com a maior dose
do medicamento apresentaram maiores niveis de desconforto, o que pode estar diretamente

associado ao estimulo doloroso causado pela lesdo intra-oral.

Finalmente, como demonstrado, o prejuizo da cicatrizagdo das ulceras esteve
associado a colonizagdo bacteriana na superficie da ferida. Sabe-se, que nos humanos, a
microbiota da cavidade oral ¢ representada, principalmente, por bactérias do género
Streptococcus (ARWEILER; NETUSCHIL, 2016; GERMANO et al., 2018). Em roedores,
também, sdo vistas bactérias dos géneros Streptococcus, além de Staphylococcus e uma grande

quantidade de outros cocos gram-positivos e gram-negativos (RODRIGUES et al., 2022).

No entanto, no presente estudo, ndo foram realizadas metodologias detalhadas que
possibilitassem a determinag¢do do perfil microbiologico presente na superficie das ulceras

bucais dos animais, configurando uma limitagdo desse estudo.

Pretende-se dar seguimento a esta linha de pesquisa através de trabalhos
experimentais nos quais a identificagdo microbiana seja contemplada como também a condugao

de possiveis estudos observacionais.
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9 CONCLUSAO

O tratamento com Alogliptina esta associado ao retardo da cicatrizagao de ulceras
orais, provavelmente, devido menor expressao dos receptores TLR4 e TLR2 e,
consequentemente, aumento da densidade microbioldgica na superficie da ulcera de forma

dose-dependente.
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