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RESUMO

As ulceras orais sdo lesdes caracterizadas pela perda da integridade epitelial e exposi¢ao de
tecido conjuntivo subjacente e seu processo de cicatrizagcdo envolve uma cascata de eventos e
etapas bem estruturadas, como a inflamatéria. Nesse contexto, a interleucina-6 (IL-6) se
destaca como um importante mediador inflamatdrio e tem sua sinalizagao inibida com o uso
do tocilizumabe (TCZ), um anticorpo monoclonal que realiza o bloqueio dos receptores de
IL-6 (IL-6R). O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do tratamento com TCZ na
cicatrizagdo de tulceras traumaticas orais (UTO) em ratas. Para isso, foram utilizadas 72 ratas
Wistar fémeas, divididas em dois grupos experimentais: um tratado com solugao salina (SAL,
0,Iml/kg) e outro com tocilizumabe (TCZ, 8mg/kg) via intraperitoneal, administrado 30
minutos antes da indu¢do das UTO em mucosa jugal esquerda. A eutandsia ocorreu apos 3, 7,
14 e 21 dias, as ratas foram submetidas a analise de escalas de Grimace nos primeiros 14 dias
e no dia de eutanasia coletou-se sangue para contagem de leucdcitos e mucosa jugal esquerda
para andlise clinica e histologica. A andlise estatistica utilizou os testes ANOVA
2-way/Bonferroni e Shapiro-Wilk (GraphPad Prism 6.0 para Windows, p<0,05). Os grupos
SAL e TCZ iniciaram com a mesma area de ulcera em D3 (p=0,777), com redugdo
significativa em ambos a partir de D7 (p<0,001). Em D7, a area de tlcera foi maior no grupo
TCZ (p=0,013). O grupo SAL teve aumento de massa corporal a partir de D14 (p<0,001) e
TCZ a partir de D21 (p=0,001). O tratamento com TCZ resultou em uma menor contagem de
leucdcitos em D7 (p=0,010). O grupo SAL apresentou redugdo do escore histologico em D7
(p<0,001), e TCZ em DI14 (p<0,001) e as escalas de Grimace apresentaram-se
significativamente elevadas no grupo TCZ (p=0,025). Os grupos SAL e TCZ apresentaram
maior contagem de PMN e MN no grupo SAL em D3 (PMN: p=0,008; MN: p=0,044) e de
PMN também em D7 (p=0,018), sem diferencas nos demais periodos. A contagem de
fibroblastos foi maior no grupo SAL em D7 (p=0,005), com aumento significativo em ambos
(SAL: p<0,001; TCZ: p=0,008). Em D3, observou-se menor expressdo de TNF-a no grupo
TCZ (p=0,029). Em D7, os animais tratados apresentaram menores niveis de IL-1f (p=0,025),
IL-6 (p<0,001), iNOS (p=0,013), a-AML (p=0,014) e TGF-B (p=0,003). Além disso, o TGF-p
permaneceu reduzido em D14 (p=0,026), tornando-se superior ao grupo salina em D21
(p=0,017). Portanto, conclui-se que a inibicdo do receptor de IL-6 pelo TCZ teve um efeito

negativo na cicatrizacdo de UTO em ratas.

Palavras-chave: Receptores de Interleucina-6; Anticorpos Monoclonais; Ulceras orais;
Interleucina-6; Cicatrizacao.



ABSTRACT

Oral ulcers are lesions characterized by the loss of epithelial integrity and exposure of the
underlying connective tissue, and their healing process involves a cascade of well-structured
events and phases, such as the inflammatory phase. In this context, interleukin-6 (IL-6) stands
out as an important inflammatory mediator, and its signaling is inhibited through the use of
tocilizumab (TCZ), a monoclonal antibody that blocks IL-6 receptors (IL-6R). The aim of this
study was to evaluate the influence of TCZ treatment on the healing of oral traumatic ulcers
(OTU) in female rats. For this purpose, 72 female Wistar rats were used and divided into two
experimental groups: one treated with saline solution (SAL, 0.1 mL/kg) and the other with
tocilizumab (TCZ, 8 mg/kg) via intraperitoneal administration, administered 30 minutes
before OTU induction in the left buccal mucosa. Euthanasia was performed after 3, 7, 14, and
21 days. The rats were subjected to Grimace scale analysis during the first 14 days, and on the
day of euthanasia, blood was collected for leukocyte counting and the left buccal mucosa for
clinical and histological analyses. Statistical analysis was performed using two-way
ANOVA/Bonferroni and Shapiro—Wilk tests (GraphPad Prism 6.0 for Windows, p<0.05). The
SAL and TCZ groups started with the same ulcer area on D3 (p=0.777), with a significant
reduction in both groups from D7 onward (p<0.001). On D7, the ulcer area was larger in the
TCZ group (p=0.013). The SAL group showed an increase in body mass from D14 onward
(p<0.001), whereas the TCZ group showed this increase only from D21 (p=0.001). TCZ
treatment resulted in a lower leukocyte count on D7 (p=0.010). The SAL group showed a
reduction in histological score on D7 (p<0.001), whereas the TCZ group showed this
reduction on D14 (p<0.001), and Grimace scale scores were significantly higher in the TCZ
group (p=0.025). The SAL and TCZ groups showed higher PMN and MN counts in the SAL
group on D3 (PMN: p=0.008; MN: p=0.044), and higher PMN counts also on D7 (p=0.018),
with no differences during the remaining periods. Fibroblast counts were higher in the SAL
group on D7 (p=0.005), with a significant increase in both groups (SAL: p<0.001; TCZ:
p=0.008). On D3, lower TNF-a expression was observed in the TCZ group (p=0.029). On D7,
treated animals presented lower levels of IL-1B (p=0.025), IL-6 (p<0.001), iNOS (p=0.013),
a-SMA (p=0.014), and TGF-B (p=0.003). Furthermore, TGF-f remained reduced on D14
(p=0.026), becoming higher than the saline group on D21 (p=0.017). Therefore, it was
concluded that inhibition of the IL-6 receptor by TCZ had a negative effect on OTU healing

in female rats.
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Wound Healing.
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1. INTRODUCAO

As ulceras orais sdo caracterizadas por injirias na mucosa oral que envolvem
perda de integridade do epitélio e comprometimento dos tecidos subjacentes, € constituem
lesdes frequentes na pratica clinica odontologica. Essas lesdes podem resultar de agentes
fisicos, como traumas mecanicos, ¢ desencadeiam uma resposta inflamatéria local com o
objetivo de promover a reparacao tecidual (Landén; Stahle, 2016; Etienne et al., 2021).

O processo de cicatrizagao das ulceras envolve uma sequéncia organizada de
eventos celulares e moleculares, tradicionalmente divididos nas fases inflamatoria,
proliferativa e de remodelagdo. A fase inflamatoria inicial € essencial para a remocdo de
debris celulares e controle de agentes agressores, sendo mediada por diversas citocinas
pro-inflamatorias, dentre as quais se destaca a interleucina-6 (IL-6), que desempenha papel
central na modulagdo da resposta imune ¢ na ativagao de células envolvidas na reparagao
tecidual (Oliveira et al., 2011; Albiger et al., 2007; Su et al., 2017).

A IL-6 ¢ uma citocina pleiotrdpica que atua tanto na amplificacdo da resposta
inflamatéria quanto na regulacdo de processos como hematopoese, ativacdo leucocitaria e
inducdo de proteinas de fase aguda. Além disso, sua participacdo na migracdo celular,
angiogénese e reepitelizagdo evidencia sua importdncia no adequado andamento da
cicatrizagdo. Dessa forma, alteracdes na sua sinalizacdo podem impactar diretamente a
progressao das fases cicatriciais (Cohen et al., 1996; Hentschke et al., 2014; Schaper;
Rose-John, 2015).

Sob essa Optica, o tocilizumabe, que consiste em um anticorpo monoclonal
humanizado do subtipo IgGl, derivado do anticorpo murino PM-1, utilizado para o
tratamento de artrite reumatoide (AR) e que age inibindo a ligacdo da IL-6 aos seus
receptores, € que atua como antagonista dos receptores de IL-6, tem sido amplamente
utilizado no tratamento de doengas inflamatorias cronicas, como a artrite reumatoide. Seu
mecanismo de agdo baseia-se na inibi¢do da ligacdo da IL-6 aos seus receptores, bloqueando
suas vias de sinalizagdo e, consequentemente, modulando a resposta inflamatoria sistémica e
local (Nunes; Mesquita, 2015; Buss et al., 2012).

Apesar de seus beneficios terapéuticos em condi¢des inflamatorias, evidéncias
sugerem que a inibi¢do da IL-6 pode interferir negativamente no processo de cicatrizacao
tecidual, visto que compromete eventos fundamentais da fase inflamatéria e subsequentes

etapas reparativas. Estudos experimentais indicam que o uso de anticorpos monoclonais pode
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retardar a migracdo celular, a formacdo de tecido de granulagdo e a deposicdo de colageno,
fatores essenciais para a reparagdo adequada de lesdes (Freitas et al., 2022; Rodrigues et al.,
2020; Landén; Stahle, 2016).

Dessa forma, sabendo do amplo uso do tocilizumabe no tratamento de doencas
imuno-mediadas, além de outros anticorpos monoclonais, bem como dos efeitos adversos
gerados por esses medicamentos, como o retardo do processo cicatricial, ¢ relevante
investigar os efeitos do bloqueio do receptor de IL-6 sobre a cicatrizagdao de alteracdes orais
em tecidos moles, como tlceras, que sdo lesdes comumente encontradas na rotina
odontologica, o que pode fornecer importante suporte para condutas clinicas, tanto profilaticas
quanto terapéuticas, em pacientes que fazem uso desse medicamento. Assim, o presente
estudo tem como objetivo avaliar a influéncia do tratamento com tocilizumabe na cicatrizagao
de Uulceras traumadticas orais em mucosa jugal de ratas, buscando contribuir para a
compreensdo dos impactos desse farmaco no reparo tecidual e suas possiveis implicagdes

clinicas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia do tratamento com tocilizumabe na cicatrizacdo de ulceras

traumadticas orais em mucosa jugal de ratas.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar clinicamente a influéncia do tratamento com tocilizumabe na cicatrizagao
de tlceras traumaticas orais em mucosa jugal de ratas.

Avaliar a influéncia do tratamento com tocilizumabe no ganho de massa corporal
e sinais de sofrimento durante a cicatriza¢dao de ulceras traumaticas orais em mucosa jugal de
ratas.

Avaliar a influéncia do tratamento com tocilizumabe no perfil histomorfométrico
e imuno-histoquimico, para expressdo TNF-a, IL-1B, IL-6, iNOS, TGF-B ¢ a-AML, de

ulceras traumaticas orais em mucosa jugal de ratas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Inflamacio aguda e Interleucina 6 (IL-6)

A inflamacdo pode ser definida como a resposta de um tecido vivo vascularizado
a uma agressdo ao organismo para que esta seja combatida, visando ao reparo do tecido
atingido. Sendo assim, essa resposta pode ser provocada por agentes fisicos, por agentes
quimicos, reagdes de hipersensibilidade, pela presenga de tecido necrdtico e infecgdes
microbianas (Etienne et al., 2021; Lima, et al., 2007). A reagdo da parede dos vasos ¢ das
células do sistema imunoldgico ao fator agressor caracterizam o processo inflamatorio e sao
responsaveis por produzir fatores que, junto a proteinas circulantes no plasma, medeiam os
efeitos da inflamagao (Etienne ef al., 2021; Williams et al., 1983).

Rapidamente ap6s o estimulo, inicia-se a fase aguda do processo inflamatodrio, que
pode induzir respostas tanto locais como sistémicas, com a produgdo e ativagdo de potentes
substancias, como as proteinas de fase aguda, e na qual ha a predominancia de atuacao das
células inflamatorias da imunidade inata, como os leucécitos polimorfonucleares. Ademais, a
fase aguda da inflamacdo estd ligada a outros acontecimentos como a dilatacdo vascular,
alteragdes estruturais na parede dos vasos, permitindo a passagem de proteinas plasmatica e
leucocitos da circulagdo para o intersticio (Gilroy et al., 2004; Sibille e Reynolds, 1990,
Sampson, 2000; Broche e Tellado, 2001; Boyton e Openshaw, 2002).

Dentre as substancias produzidas durante o processo inflamatorio, estdo as
citocinas, que sdo proteinas sintetizadas por praticamente todas as células do sistema
imunologico, principalmente pelos linfocitos T CD4+. As citocinas influenciam na
intensidade, na dire¢do e no resultado de uma série de mecanismos efetores da resposta
inflamatoria. Outrossim, algumas citocinas possuem fungdes efetoras diretas e servem como
mensageiros quimicos no sistema imunologico, além de também se comunicarem com
células em outros sistemas como o sistema nervoso. Essas proteinas de baixo peso molecular
podem atuar promovendo a inflamacdo, pro-inflamatorias, ou reduzindo e limitando a
inflamacao, anti-inflamatorias, (Oliveira et al., 2011; Etienne et al., 2021).

Durante a etapa aguda do processo inflamatorio ha predominancia de diversas
citocinas pro-inflamatorias, produzidas em grande parte por fagocitos, em especial o Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a), Interleucina 1 beta (IL-1B) e a Interleucina-6 (IL-6), sendo
estas as principais responsaveis por desencadear a resposta de fase aguda (Oliveira et al.,
2011; Albiger et al., 2007; Su et al., 2017).

A IL-6 ¢ uma citocina que tem grande relevancia durante a fase aguda
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estimulando a inflamagdo, mas pode também atuar como citocina anti-inflamatoria em outros
momentos do processo. Dentre suas fungdes estdo promover a indugdo do fator de
crescimento endotelial vascular, aumentando a permeabilidade vascular e a dilatagao dos
vasos, facilitando a diapedese e passagem de liquido plasmatico contendo proteinas, o que
pode gerar edema no local da inflamacdo, a producdo de proteinas da fase aguda pelos
hepatocitos, como a proteina C reativa, estimular a hematopoese, especialmente a sintese de
neutrofilos na inflamacdo aguda, além de também estimular a ativacdo desses
polimorfonucleares e de possuir papel indireto na migracao destes leucécitos para o local da
lesdo, a diferenciacdo dos linfocitos B em plasmdcitos, a transformagdo de linfocitos T
primitivos em linfocitos T efetores, além disso, a nivel sistémico, ¢ um importante mediador
da febre, pois tem capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e alterar o valor
nominal da temperatura corporea (Oliveira et al., 2011; Cohen et al., 1996; (Takai et al,
1988; Okada et al, 1988; Moura et al., 2001).

Para que suas sinalizacdes intracelulares sejam realizadas, a IL-6 necessita de
diferentes vias: o mIL-6R, receptor que estd expresso na membrana plasmatica de algumas
células especificas (ex.: hepatocitos), e o receptor soluvel IL-6sR, encontrado em fluidos
corporais. Este Ultimo, ao unir-se a IL-6, forma um complexo que se acopla a gp130, proteina
que esta presente na membrana plasmatica de células e pertence a classe dos receptores de
citocinas, que realiza a transducao do sinal para o interior da célula, assim, caracterizando a
via de trans-sinalizagdo. No que tange aos diferentes receptores, cerca de 70% da IL-6
circulante est4 ligada ao receptor soluvel e os outros 30% encontram-se ligados ao receptor de
membrana (Hentschke et al., 2014).

Os receptores também se diferem no referente as funcdes que desempenham: o
mlIL-6R possui um carater mais anti-inflamatério, a medida que o IL-6sR tem um carater
pro-inflamatodrio, além de estar ligado com o crescimento da meia-vida da IL6, pois funciona
como um transportador, assim, intensificando a sinalizacdo dessa interleucina e,
consequentemente, seus efeitos (Hentschke et al., 2014; Schaper e Rose-John, 2015).

Assim como o receptor de IL-6, a gpl130 também possui sua forma soluvel, a
sgp130, que pode atuar como antagonista dos efeitos da IL-6, pois, ao ligar-se ao complexo
soluvel IL-6\IL-6sR, o impede de se acoplar a gp130 na membrana plasmatica celular. Dessa

maneira, regula negativamente o sinal da acao da IL-6 (Hentschke et al., 2014).
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3.2 Tocilizumabe

Os anticorpos monoclonais (mAbs) sdo imunoglobulinas produzidas contra um
antigeno especifico e possuem um sitio de ligacdo para o antigeno e outro para os receptores
das células inflamatérias que tém diversas possibilidades de aplicagdes. Esses anticorpos
possuem variadas fungdes, podendo ser usados tanto em kits de exames de diagnostico como
em fungdes terapéuticas para tratamento de doencas como osteoporose, leucemia, doengas
autoimunes, cancer de mama, entre outros (Santos et al., 2006; Lu et al., 2020; Buss et al.,
2012).

No ano de 1975, ocorreu a produgdo do primeiro anticorpo monoclonal e, desde
entdo, surgiram varias técnicas de produgdo desses anticorpos para tentar aprimora-los, como
o desenvolvimento dos anticorpos humanizados, anticorpos provenientes de espécies nao
humanas e que tiveram sequéncias de proteinas alteradas para aproximar sua semelhanca com
os anticorpos humanos, e quiméricos ¢ mAbs humanos. Visto que, os anticorpos monoclonais
murinos e os anticorpos humanos possuem diferencas, havendo alguns relatos de reagdes de
hipersensibilidade associadas ao seu uso (Buss et al., 2012).

O tocilizumabe ¢ um anticorpo monoclonal humanizado do subtipo IgG1,derivado
do anticorpo murino PM-1, utilizado para o tratamento de artrite reumatoide (AR) e que age
inibindo a ligacdo da IL-6 aos seus receptores. Esse medicamento foi desenvolvido por uma
parceria entre a companhia farmacéutica japonesa Chugai Pharmaceutical Co., Ltd., com a
Roche, podendo ser administrado via intravenosa ou subcutanea, e teve seu uso aprovado,
pela primeira vez, para o tratamento da doenga de Castleman, em 2005, no Japao (Nunes e
Mesquita, 2015).

Em abril de 2008, outras indicagdes, como artrite reumatoide, artrite

idiopatica juvenil, incluindo a forma sist€émica da doenga, também foram
aprovadas no Japdo. Posteriormente, em janeiro de 2009, teve seu uso aprovado na Unido
Europeia para o tratamento de pacientes com artrite reumatoide que apresentavam uma
resposta inadequada ou intolerancia as terapias prévias com drogas antirreumaticas
modificadoras da doenga ou inibidores do TNF-a (Nunes e Mesquita, 2015).

Sob essa perspectiva, a supressdo da atividade da interleucina-6 no organismo
pode acarretar beneficios no tratamento de estados inflamatdrios e hiper inflamatoérios, como
sugere o ensaio RECOVERY, ensaio clinico no qual adultos hospitalizados com infeccao
grave por COVID-19 no Reino Unido houve redugdo da mortalidade e da propor¢ao de

pacientes que evoluiram para ventilagdo mecanica (Recovery Collaborative Group, 2021).
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Dessarte, com a inibicdo da ligagdo da IL-6 com seus receptores, ocorre um bloqueio das
funcdes bioldgicas dessa citocina no organismo, incluindo as responsaveis por gerar os efeitos
caracteristicos da fase aguda da inflamac¢do. Recentemente, Freitas et al., 2022 demonstrou
que o bloqueio do TNF-a interfere negativamente na cicatrizagdo tecidual de tlceras orais em
ratos, deprimindo a migracdo de células inflamatorias e da colagénese, resultado semelhante
ao descrito por Rodrigues et al., 2020 avaliando ratos submetidos a exodontia e tratados com
diferentes doses de tocilizumabe. Dessa forma, visto que o tratamento com tocilizumabe
apresenta grande possibilidade de uso no tratamento de doencas autoimunes e sabendo que
ele, bem como outros anticorpos monoclonais, retardam a cicatrizagdo 6ssea e dos tecidos
conjuntivos, ¢ objetivo deste estudo avaliar a influéncia do tratamento com tocilizumabe na

cicatrizagdo de ulceras traumaticas orais em mucosa jugal de ratas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Abordagem ética, calculo do tamanho da amostra e grupos experimentais

Este estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo Etica no Uso de Animais da
Unichristus, tendo sido iniciado apenas apos aprovacdao. Todos os experimentos foram
realizados de acordo com os Principios Eticos para Experimenta¢io Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal (COBEA) com protocolo 11/23 (ANEXO).

A fim de estimar a amostra necessaria nos baseamos no estudo de Rodrigues et al.
(2020) que observou que o tratamento com tocilizumabe altera significantemente a
osteoclastogénese em ratos submetidos a exodontia em comparagdo a animais nao submetidos
(4,5+4,8 vs. 11,0+4,5) estima-se necessario avaliar nove ratas por grupo a fim de obter uma
amostra que represente com 80% de poder e 95% de confianca a hipdtese alternativa deste
estudo (teste t de Student).

Assim, ratas Wistar fémeas foram divididas aleatoriamente em dois grupos
experimentais: um grupo tratado com solucdo salina (0,1 ml / kg) e um grupo tratado com
tocilizumabe 8mg/kg (Rodrigues et al., 2020) por via intraperitonial e os subgrupos
experimentais foram distribuidos por dias de eutanésia, perfazendo um total de 72 animais. A

administracao foi feita 30 minutos antes da confec¢ao da tlcera traumatica.

4.2 Confecc¢ao da ulcera traumatica oral

Trinta minutos ap6s a administracdo do tocilizumabe ou solugdo salina foi
realizada antissepsia da mucosa oral foi realizada usando pelotas de algodao embebidas em
digluconato de clorexidina a 0,12%. A mucosa bucal esquerda foi ulcerada utilizando um
punch de 6 mm de diametro e 1lmm de profundidade e o fragmento de tecido mole foi
removido com um bisturi e ldmina no 15 (Rodrigues et al., 2020).

Os animais foram pesados no dia zero (peso inicial) e nos dias de eutanasia (3, 7,
14 e 21 dias) (peso final) da ulceragdo e apds a eutanasia as ulceras foram medidas usando um
paquimetro digital de precisdo de 0,05 mm (D = maior didmetro; d = diametro menor) e os
tamanhos das areas ulceradas foram expressos usando a seguinte formula: A=n-D -d/4
(mm?2 ) (Brizeno et al., 2016). A massa corporal foi avaliada de acordo com a seguinte

formula: peso final / peso inicial * 100 (%).



22

4.3 Analise de escores de sofrimento

Os animais eutanasiados apos 21 dias foram submetidos a andlise
comportamental. Os animais foram acondicionados individualmente em sala escura com luz
vermelha em caixa de polipropileno para armazenamento de camundongos.

Nos mesmos periodos, os animais foram pesados para avaliacdo da variagdo de
massa corporea e sera aplicada a escala de Grimace para avaliagdo de dor e sofrimento. A
escala de Grimace estabelece niveis de dor e desconforto em animais de experimentacao
dando escores que variam de O (nenhuma dor/sofrimento) a 1 (dor/sofrimento leve) e 2
(dor/sofrimento acentuado) para os seguintes parametros:

- Posi¢do dos olhos: classifica como 0 olhos bem abertos, 1 olhos meio fechados
e, 2 olhos bastante fechados e lacrimejantes;

- Posi¢do do nariz: classifica como 0 nariz ereto, 1 nariz discretamente arqueado
para superficie plana e, 2 nariz bastante arqueado para a superficie plana;

- Posicao das bochechas: classifica como 0 bochechas retilineas sem interferir na
orbita, 1 bochechas discretamente edemaciadas influenciando moderadamente na orbita e, 2
bochechas edemaciadas interferindo diretamente na orbita e no fechamento ocular;

- Posicao das orelhas: classifica como 0 orelhas eretas, 1 orelhas discretamente
arqueadas e, 2 orelhas totalmente arqueadas e em dire¢do caudal;

- Posicdo das vibrissas: classifica como 0 vibrissas homogéneas, 1 vibrissas

discretamente espacadas e 2 vibrissas bem espagadas com aumento do edema da bochecha.

Figura 1: Modelo de analise das escalas de Grimace para avaliacdo dos niveis de dor/sofrimento em animais em
experimentagdo. Fonte: Portal Nacional Centre for the Replacement Refinement & Reduction of Animals in
Research. Disponivel em: Acesso em: 16 de fevereiro de 2026.

Apos avaliagdo, os escores foram somados para obtencdo de média e construgdo da

unidade amostral.
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4.4 Processamento histologico e analise histomorfométrica

As amostras de mucosa jugal coletadas apos 3, 7, 14 e 21 dias ap6s a ulceragao
foram fixadas em formalina neutra a 10% por 24 h, desidratadas em séries alcodlicas
graduadas, diafanizadas em xilol e impregnadas com parafina. As amostras foram cortadas em
laminas de vidro com 3 pum de espessura para serem coradas com hematoxilina e eosina (HE).

As secdes foram analisadas usando um microscépio optico (BX43, Olympus®
com o software Olympus Soft Imagining LCMicro software e exportado para o Image]®), e
foram descritas as caracteristicas histologicas das ulceras e as correspondentes fases de
cicatrizagdo, pontuados em uma escala de 0 a 4, como segue: (0) auséncia de ulcera / tecido
conjuntivo remodelado (fibras de colageno maduras, homogéneas e paralelas); (1) auséncia de
ulcera / fibrose (deposi¢do notavel e difusa das fibras de coldgeno), com inflamagdo cronica
leve; (2) tlcera / fibrose, com inflamacdo cronica moderada; (3) ulcera / inflamagao cronica
(tecido de granulagdo); (4) ulcera / processo agudo (vasos dilatados e infiltrado inflamatorio
misto contendo neutréfilos) (Brizeno et al., 2016).

Para avaliar a infiltragdo de neutréfilos polimorfonucleares e células
mononucleares, cinco campos das areas ulceradas de cada amostra (coloracdo HE) foram
fotografados com uma camera (U-TV0.63XC, Olympus®) acoplada ao microscopio, as
secdes foram analisadas usando um microscéopio optico (BX43, Olympus® com o software
Olympus Soft Imagining LCMicro software utilizando ampliacdo 400 x e exportado para o
ImageJ®). Dentro de cada campo, foramescolhidos 5 campos microscopicos para contagens
do namero de neutrofilos polimorfonucleares (células com nucleo segmentado e
multilobular), células mononucleares, fibroblastos e vasos. A soma de células em 5 campos

microscopicos serd a unidade amostral (Brizeno et al., 2016).

4.5 Técnica de micro array de tecidos e ensaio imuno-histoquimico

Todas as laminas microscopicas foram analisadas e uma area circunferencial
representativa de 2 mm de diametro cada (3,14 mm2) de cada amostra e foi demarcada para a
técnica Tissue Micro Array. Os blocos de parafina foram perfurados na area demarcada
utilizando um Tissue Microarrayer (Quick-Ray UNITMA®) e foram transferidos para um
bloco receptor de parafina contendo 70 cavidades circulares do mesmo diametro (2mm).

Assim, os blocos de receptores de parafina contendo as areas de interesse das mucosas jugais
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foram cortados em sec¢des de 3 um de espessura para serem colocadas em laminas silanizadas.
As amostras foram desparafinizadas, reidratadas e submetidas a recuperacdo de antigeno
usando um tampao de citrato (pH 6,0). Para inativar a peroxidase enddgena, as amostras
foram incubadas (30 min) com H202 a 3% em solugdo tampao de fosfato (PBS), lavadas em
PBS e incubadas durante a noite com anticorpos primdrios direcionados contra TNF-a (1:150,
monoclonal, Abcam®), IL-1 (1:200, monoclonal, Thermofisher®), IL-6 (1:100 Abcam®),
INOS (1:200 Thermofisher®),TGF-B (1:300 ABclonal®) e a-AML (pronto para uso Dako®).

Apos incubagdo com o anticorpo primario por tempo determinado por testes
pilotos, as laminas foram lavadas (PBS) e incubadas com sistema Envision (Dako®) por 30
minutos e, apds lavagem, a revelacdo foi realizada por meio de incubagdo com 3,3’-
Diamino-benzidina (DAB) (Abcam®) e a contracoloracdo com hematoxilina de Harris 7%
por 10 segundos. Apds coloracdo e contracoloracdo, as laminas foram lavadas em agua
corrente, desidratadas, diafanizadas e montadas com Entellam®21. Secgdes paralelas de
controle negativo foram tratadas com diluente de anticorpo em vez de um Ab primario.

Para analise das imunomarcag¢des, as laminas foram scaneadas por meio de um
scanner de laminas (Motic DSAssistant(Motic VM V1 Viewer 2.0®) e as fotomicrografias
foram exportadas para o software QuPath® para contagem do numero de células

imuno-positivas.

4.6 Analise sanguinea

Ap0s anestesia com xilazina (10mg/kg) e quetamina (90mg/kg), foi coletado 2mL
de sangue pelo plexo retro-orbital para analise hematoldgica e imediatamente armazenado em
eppendorfs, contendo 0,2mL de solugdo 1% de 4acido etileno-dimanino tetra-acético (EDTA)
dissolvido em solucdo salina estéril 0,9%. Posteriormente, sobredose de xilazina (30mg/kg) e
quetamina (240mg/kg) foi adicionalmente administrada para eutanasia.

Para contagem total de leucécitos foi manipulado individualmente de cada animal,
20ul de sangue juntamente com 380ul da solucdo de Turk, colocados em eppendorfs e
submetidos ao vortex. Posteriormente, o resultante foi colocado em uma camara de Neubauer

e contabilizado os leucdcitos totais presentes nos quadrantes das extremidades da camara

(Goes et al., 2014).
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4.7 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, expressos
em forma de média e erro-padrao da média e comparados por meio dos testes ANOVA-2-way

seguido dos pos teste de Bonferroni (GraphPad Prism 6.0 para Windows, p<0,05).
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5 RESULTADOS

Os grupos SAL e TCZ iniciaram em D3 com a mesma érea de ulcera (p=0,777) e
mostraram redu¢do significativa a partir de D7 (p<0,001). Porém, em D7 a area de ulcera foi
significantemente maior no grupo TCZ comparado ao grupo SAL (p=0,013). Nos demais dias

nao houve diferenca significativa entre os grupos (Tabela 1).

Tabela 1: Parametros clinicos e escores histologicos em ratos submetidos a ulceragdo em mucosa jugal e

tratados ou ndo com tocilizumabe.

Tempo (dias) p-
3 7 14 21 Valor
Area da tilcera (mm?)
Salina 16.68+1.194 1.43+1.004° 0.00+0.004¢ 0.00+0.00%° <0.001
TCZ 17.4142.194 6.17£1.27% 0.09+0.094¢ 0.00+0.00% <0.001
p-Valor 0.777 0.013 1.000 1.000
Variacao de peso (%)
Salina 97.36+0.75*  102.30+£0.50**  103.30+1.19%°  108.10£1.85% <0.001
TCZ 98.75+0.40%  97.22+1.93% 104.20+0.82%*  109.60+2.964° 0.001
p-Valor 0.121 0.030 0.518 0.710
Leucograma (células/ml)
Salina 4900+91742 7156+£9304° 41936814 3864+6574 0.025
TCZ 43924820 329044408 3569+89542 3839494342 0.874
p-Valor 0.689 0.010 0.597 0.984
Escores histolégicos (0-4)
Salina 3.5(3-4)™ 2(1-3)* 1(0-1)*° 0(0-1)*° <0.001
TCZ 4(3-4) 3(1-3)% 0.5(0-3)* 0.5(0-3)*° <0.001
p-Valor 0.640 0.142 0.696 0.163

*p<0,05, teste ANOVA-2-way/Bonferroni (médiatEPM) ou Kruskal-Wallis/Dunn ¢ Mann-Whitney [Mediana
(Minimo — maximo)]). Letras maiusculas diferentes = diferenca significante entre os grupos;

Letras minusculas diferentes = diferenca significante entre os periodos de avaliagao.

Da mesma forma, a variagdo de massa corporal iniciou negativa em ambos 0s
grupos sem diferenca estatistica (p=0,121) em D3, mas em D7 o grupo TCZ apresentou
menor area de tlcera comparado ao SAL (p=0,030). Em D14 (p=0,518) e D21 (p=0,710) nao
houve diferenca entre os grupos. O grupo salina apresentou aumento da massa corporal a
partir de D14 (p<0,001) e o grupo TCZ a partir de D21 (p=0,001) (Tabela 1).

A contagem total de leucécitos foi semelhante em D3 (p=0,689) nos dois grupos

de estudo, mas em D7 o grupo TCZ apresentou menor leucograma médio comparado ao SAL
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(p=0,010). Em D14 (p=0,597) e D21 (p=0,984) nao houve diferenga entre os grupos. O
aumento da contagem de leucocitos ao longo do experimento ocorreu apenas no grupo SAL
em D7 retornando aos niveis basais logo em D14 (p=0,025). A contagem de leucdcitos nao
variou significantemente no grupo TCZ (p=0,874) (Tabela 1).

Nao houve diferenca significativa nos escores histologicos da ulceras dos animais
em nenhum dos quatro dias de experimento. A maior parte dos animais comegou o estudo
com escore 4, porém enquanto o grupo salina apresentou reducdo significativa para 2 ja a
partir de D7 (p<0,001) o grupo TCZ apresentou reducdo significativa apenas em D14
(p<0,001) para uma mediana de 0,5 (Tabela 1).

Com relacdio a andlise comportamental, os escores de Grimace foram
discretamente maiores no grupo TCZ em D1 mas nado diferiram significativamente entre os
grupos em nenhum dos dias avaliados. Em ambos os grupos houve reducdo significativa a
partir de D3 (p<0,001), mas a é4rea sob a curva média de comportamento de cada animal foi
significativamente maior no grupo TCZ (p=0,025), indicando um pior padrdo comportamental

(Tabela 2).

Tabela 2: Escores de Grimace em ratos submetidos a ulceragdo em mucosa jugal e tratados ou ndo com

tocilizumabe.

Tempo (Dias)
1 2 3 4 5 6 7 8-14 p AUC

Grimace

Salina 0.29+0.18%  0.29+£0.18%*  0.1440.14** 0.00+0.00*" 0.00+0.00*° 0.00+0.00** 0.00+0.00*® 0.00+£0.00*° <0.001 0.25+0.25
TCZ 0.75+0.25%  0.25+£0.16**  0.13£0.13** 0.00+0.00*" 0.00+0.00*° 0.00+0.00* 0.25+0.16*° 0.00+£0.00*° <0.001 1.08+0.37
p-Valor 0.170 0.870 0.959 1.000 1.000 1.000 0.972 1.000 0.025

*p<0,05, Friedman/Dunn ou Mann-Whitney (médiaxtEPM). Letras maitsculas diferentes = diferencga significante

entre os grupos; Letras mintisculas diferentes = diferenca significante entre os periodos de avaliaggo.

Quanto aos parametros histologicos, a contagem de PMN foi significativamente
maior no grupo SAL em D3 (p=0,008) e em D7 (p=0,018) quando comparado ao grupo TCZ.
Em D14 (p=0,359) e D21 (p=0,841) ndo houve diferenca entre os grupos. O grupo SAL
apresentou reducdo significativa de PMN a partir de D14 (p<0,001) ao longo dos dias do
estudo, enquanto o grupo TCZ apresentou reducdo significativa ja em D7 (p=0,003). A
contagem de células mononucleares (MN) foi maior no grupo SAL em D3 (p=0,044), sem

diferenca entre os grupos em D7 (p=0,741), D14 (p=0,698) e D21 (p=0,510). Observou-se
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reducdo significativa ao longo dos dias no grupo SAL (p=0,002), enquanto no grupo TCZ nao
houve variagao significativa (p=0,083) (Tabela 3).

SAL

TCZ

Figura 2: Perfil histologico em ratos submetidos a ulceragdo em mucosa jugal e tratados ou ndo com

tocilizumabe. Coloragdo com Hematoxilina-eosina; microscopia Optica; ampliacao = 400x; barra preta: S0pm.

Com relagdo aos fibroblastos/miofibroblastos, ndo houve diferenga entre os
grupos em D3 (p=0,1852), D14 (p=0,789) e D21 (p=0,860), porém em D7 o grupo SAL
apresentou maior contagem celular comparado ao TCZ (p=0,005). Ao longo dos periodos
experimentais, ambos os grupos apresentaram variagdo significativa (SAL: p<0,001; TCZ:
p=0,008), com aumento expressivo em D7 no grupo SAL e aumento mais discreto e tardio no
grupo TCZ. Em se tratando do numero de vasos, ndo houve diferenga significativa entre os
grupos em nenhum dos periodos avaliados, nem varia¢do significativa no decorrer dos dias do

experimento dentro de cada grupo (p>0,05) (Tabela 3).

D3 7 _ D14 D21

SAL

TCZ

Figura 3: Perfil de imunoexpressdo para TNF-o em ratos submetidos a ulceragdo em mucosa jugal e tratados ou
ndo com tocilizumabe. Imuno-histoquimica, microscopia Optica com coloragdo de DAB-hematoxilina;

ampliacdo = 400x barra preta: S0um.



Tabela 3: Parametros histologicos em ratos submetidos a ulceragdo em mucosa jugal e tratados ou ndo com

29

tocilizumabe.
Tempo (dias) p-
3 7 14 21 Valor
PMN
Salina 38.50+8.67 4 20.80+7.614 1.14+£1.144° 0.17£0.174° <0.001
TCZ 9.00+3.88 B 0.83+0.54 8 0.13+0.134° 0.13£0.134° 0.003
p-Valor 0.008 0.018 0.359 0.841
MN
Salina 134.204+33.204 48.63+11.824° 37.71£12.294° 24.83£9.164° 0.002
TCZ 46.60+8.33 B 42.83+11.874 32.38+6.58 4 18.57+£3.424 0.083
p-Valor 0.044 0.741 0.698 0.510
Fibroblastos /
Miofibroblastoms
Salina 84.00+16.56 370.10+48.36""  225.10+25.48""  219.40+38.88"  <0.001
TCZ 111.204£9.50% 175.70£11.76%  215.40+£24.87*°  228.00+28.86° 0.008
p-Valor 0.1852 0.005 0.789 0.860
Vasos
Salina 3.00+1.58% 5.5041.56% 4.71+0.814 3.14+0.944 0.448
TCZ 3.00£1.074 4.50+0.894 6.50+1.46% 5.00+1.58% 0.373
p-Valor 1.000 0.621 0.324 0.348

*p<0,05, teste ANOVA-2-way/Bonferroni (médiatEPM). Letras maitsculas diferentes = diferenga significante

entre os grupos; Letras mintisculas diferentes = diferenca significante entre os periodos de avaliaggo.

Na andlise de TNF-0, o grupo salina apresentou redu¢do significativa ao longo do

tempo (p<0,001), enquanto o grupo TCZ também demonstrou varia¢do significativa

(p=0,017). Em D3, os niveis foram maiores no grupo salina (p=0,029) (Tabela 4).
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TCZ

Figura 4: Perfil de imunoexpressdo para IL-6 em ratos submetidos a ulceracdo em mucosa jugal e tratados ou
ndo com tocilizumabe. Imuno-histoquimica, microscopia Optica com coloragdo de DAB-hematoxilina;

ampliacdo = 400x barra preta: S0um.

Com relacdo a expressdo de IL-18 o grupo TCZ demonstrou menor expressao em
D3 que o grupo salina (p=0,029) e, enquanto no grupo salina houve reducao ja a partir de D14

(p<0.001) no grupo TCZ a reducdo desse marcador s6 ocorreu em D21 (p=0.009).

SAL

TCZ

Figura 5: Perfil de imunoexpressdo para IL-1B em ratos submetidos a ulceragdo em mucosa jugal e tratados ou
ndo com tocilizumabe. Imuno-histoquimica, microscopia Optica com coloragdo de DAB-hematoxilina;

ampliacao = 400x barra preta: S50pm.

Em relacdo a IL-6, o grupo salina apresentou aumento significativo em D7
seguido de reduc¢do nos periodos subsequentes (p<0,001), enquanto o grupo TCZ apresentou
menor variagdo ao longo do tempo (p=0,018). Em D7, os niveis de IL-6 foram

significativamente maiores no grupo salina (p<0,001) (Tabela 4).
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SAL

TCZ

Figura 6: Perfil de imunoexpressdo para iNOS em ratos submetidos a ulceragdo em mucosa jugal e tratados ou
ndo com tocilizumabe. Imuno-histoquimica, microscopia Optica com coloragdo de DAB-hematoxilina;

ampliacdo = 400x barra preta: S0um.

A expressdao de INOS foi significativamente inferior no grupo TCZ em D7
(p<0.001). No grupo salina houve aumento significante em D7 e retorno aos niveis basais em
D14 (p<0.001) enquanto no grupo TCZ s6 houve redugdo desse parametro, sendo este de

forma significativa em D21 (p=0.013).

SAL

TCZ

Figura 7: Perfil de imunoexpressdo para a-AML em ratos submetidos a ulceragdo em mucosa jugal e tratados ou
ndo com tocilizumabe. Imuno-histoquimica, microscopia Optica com coloragdo de DAB-hematoxilina;

amplia¢ao = 400x barra preta: S0pm.

A expressdo de a-AML apresentou aumento significativo no grupo salina em D7,
seguido de reducdo (p<0,001), enquanto o grupo TCZ mostrou variagdo mais discreta ao

longo do tempo (p=0,013). Em D7, os valores foram significativamente maiores no grupo
salina (p=0,014) (Tabela 4).
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Por fim, a imunoexpressdo de TGF-f foi significantemente menor no grupo TCZ
em D7 (p=0.003), D14 (p=0.026) se tornando superior em D21 (p=0.017). No grupo salina
houve aumento da imunoexpressao de TGF- em D14 e retorno aos niveis basais em D21
(p<0.001), enquanto no grupo TCZ ndo houve variagdo significativa na expressdo desse

marcador ao longo dos 21 dias de experimento (p=0.413).

SAL

TCZ

Figura 8: Perfil de imunoexpressdo para TGF-p em ratos submetidos a ulceracdo em mucosa jugal e tratados ou
ndo com tocilizumabe. Imuno-histoquimica, microscopia Optica com coloragdo de DAB-hematoxilina;

amplia¢do = 400x barra preta: 50pm.

Tabela 4: Pardmetros imuno-histoquimicos em ratos submetidos a ulceragcdo em mucosa jugal e tratados ou nédo

com tocilizumabe.

Tempo (dias) p-
3 7 14 21 Valor
TNFa
Salina 1120.00+121.20  860.00+111.70%* 672.00+£93.55% 327.00£75.79%  <0.001
TCZ 709.30+41.85% 722.20+113.00% 604.40+£60.124% 379.90+64.524° 0.017
p-Valor 0.029 0.412 0.543 0.605
IL-1B
Salina 671.20£175.10%  1178.00+188.60*°  551.70+£142.10%  200.60+67.614° 0.003
TCZ 455.00+£83.874° 508.20+141.20% 509.60+£62.594¢ 373.50+47.754 0.589
p-Valor 0.274 0.025 0.781 0.061
IL6
Salina 819.60+57.38%  1711.00+111.50**  587.70+102.10%*  358.40+66.65"°  <0.001
TCZ 676.80+51.58" 611.20+£65.69% 592.70+75.774 368.40+£67.954° 0.018
p-Valor 0.097 <0.001 0.969 0.918
iNOS
955.20+52.06% 989.10+92.344% 664.50£103.90%  423.80+48.88% 0,001

Salina



TCZ
p-Valor
o-AML
Salina
TCZ
p-Valor
TGF-p
Salina
TCZ
p-Valor

932.80+172.40%

0.342

292.00+£25.204°
335.00+34.93%0
0.342

205.00429.414
205.50+17.454
0.989

620.00+50.24*

0.013

624.50+79.114°
335.20+44.925
0.014

272.50+11.194
201.70+16.515
0.003

569.10+35.307°

0.723

331.10£82.56*¢
270.60+27.714%
0.500

310.00+27.444
207.404+26.515
0.026

436.60+52.40*°

0.500

188.30+£19.494¢
205.00+14.824°
0.501

164.40+18.984
242.90+£21.10%
0.017
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0,004

<0.001
0.013

<0.001
0.413

*p<0,05, teste ANOVA-2-way/Bonferroni (média+EPM). Letras maitsculas diferentes = diferenga significante

entre os grupos; Letras mintisculas diferentes = diferenca significante entre os periodos de avaliag@o.
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6 DISCUSSAO

O processo de cicatrizagdo tecidual envolve uma cascata estruturada de eventos
celulares e bioquimicos que culminam na restituicdo do tecido lesionado, podendo ser
dividido, basicamente, em trés fases: inflamatoéria, proliferativa e de remodelacao tecidual
(Wang PH et al., 2017). Dentre esses eventos, estdo as acdes de citocinas, como a
Interleucina-6 (IL-6). No presente estudo, animais tratados com tocilizumabe apresentaram
um retardo na cicatrizagdo das ulceras orais associado a reducdo da expressdao de citocinas
pro-inflamatorias e, por consequéncia, cicatriciais. O bloqueio de citocinas de fase aguda
mostram esse comportamento. Freitas et al. (2022) descreveu que o bloqueio do TNF-a
retardou a cicatrizacdo em modelo experimental similar.

Nesse sentido, a IL-6 desempenha um papel fundamental no processo de
inflamacgao e na amplificagdo da resposta inflamatoria. A IL-6 influencia na sintese de outras
citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-1B, por meio de um ciclo de feedback positivo
(Hirano, 2021), demonstrando que seu bloqueio levou a redugdo da expressdo desses dois
mediadores. A IL-6 também possui intima ligagdo com a enzima Oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS), que possui grande importancia durante o processo de inflamagdo, induzindo
a sua produgdo (Kim et al., 2025). Assim, com a inibi¢do da sinalizacdo de IL-6, hd um
prejuizo da fase inflamatdria, e, consequentemente, a fase proliferativa, que tem inicio por
volta do quarto dia ap6s a injuria tecidual, também ¢ prejudicada, visto que esta etapa depende
da ocorréncia plena e adequada da fase inflamatoria (Wang PH et al., 2017; Rodrigues et al.,
2020).

Durante o reparo tecidual, a IL-6 estd fortemente associada a expressdo de
a-SMA, principalmente em fibroblastos que se diferenciam em miofibroblastos em processos
de reparo e fibrose. Com a reducdao dos niveis de IL-6, TNF-a e IL-1B, houve retardo na
expressdao de (TGF-B) que forma um circuito de reforco mutuo em diversos contextos
inflamatorios e fibrdticos, levando a uma redugdo na expressdao de o-SMA e a diferenciagdo
miofibroblastica. Em muitos modelos, IL-6 induz a expressdo e potencializa a sinaliza¢ao de
TGF-B. O bloqueio do IL-6R com tocilizumabe, resulta em uma reducdo da ativacdo da via de
TGF-B e a-SMA, bem como suas consequéncias funcionais relacionadas a cicatrizagdo e
reparo tecidual (Luckett-Chastain e Gallucci, 2009; Zhang et al., 2005; Ruscitti et al., 2022;
Gallucci et al., 2006; Matz et al., 2022; O’Reilly et al., 2014).

A deficiéncia de IL-6 esta associada a déficit na participagdo de células, como os

leucocitos, para o local do ferimento. Dentre estas células estdo os polimorfonucleares e
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mononucleares. Sob essa oOtica, a IL-6 possui uma relagdo estreita com a sintese,
maturagdo/diferenciacdo e migragdo destes tipos celulares (Turan et al., 2018; McLoughlin et
al., 2004; Jones et al., 2006; Gabay, 2006; Aliyu et al., 2022). Desse modo, havendo um
bloqueio dos receptores de IL-6, consequentemente, hd& um prejuizo nestes processos,
culminando em uma estagna¢do da contagem destas células no grupo TCZ, enquanto, no
grupo salina, foi observado um aumento.

A IL-6 também tem importante papel na migragao e ativagdo de queratinocitos, que
irdo promover a reepitelizagdo do tecido injuriado (Veeraperumal et al., 2020), portanto, o
bloqueio desta via pode interferir em diversas fases do processo levando ao prolongamento da
ulceragdo, o que foi observado nos achados clinicos. Todos esses processos levaram a uma
deficiéncia de reparo, o que culmina com dificuldade de alimentagdo e mais sinais de
sofrimento.

Na andlise comportamental, o grupo tratado com TCZ demonstrou escores de
grimace maiores ¢ maior perda de peso comparados ao grupo salina. Portanto, o prejuizo
gerado na fase inflamatoria pelo bloqueio da IL-6, que ¢ necessaria para a restituicdo tecidual
eficaz, leva a exposi¢ao de um tecido lesionado por tempo prolongado, consequentemente,
prolongando também sintomatologia dolorosa e refletindo no comportamento dos animais
(Veeraperumal et al., 2020; Wang PH et al., 2017).

Semelhante ao encontrado no estudo de Rodrigues et al., 2020, nao houve diferenca
significativa entre os grupos em D3, visto que, apds administragdes endovenosas de
tocilizumabe, alteracdes significativas no Leucograma foram observadas entre 3 e 5 dias apds
a dose (Paccaly et al., 2020), tendo o presente estudo utilizado a via intraperitoneal, de
absor¢dao mais lenta. Porém, em D7, o grupo salina apresentou um aumento, enquanto o grupo
TCZ sustentou estes valores, em face de a IL-6 ser crucial na sintese, maturacao e migragao
de leucdcitos, como neutrofilos, mondcitos e linfocitos B (Rodrigues et al., 2020; Zhao et al.,

2014; Schiirch et al., 2014; Oliveira et al., 2011).
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7 CONCLUSAO

A inibi¢do do IL6R através do tocilizumabe interferiu de maneira negativa na
cicatrizacdo tecidual de tlceras orais traumaticas, no comportamento dos animais e no ganho
de massa corporal, impedindo o aumento da expressao de a-SMA, IL-1B, IL-6, TNF-q,
TGF-B, iNOS, do numero de leucdcitos, bem como sua migra¢do, ¢ do nimero de

fibroblastos/miofibroblastos no local da lesdo.
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ANEXOS

CEUA INSTITUTO PARA DESENVOLVIMENTO DA EDUCACAD LTDA IPADE
CENTRO UNIVERSITARIO CHRISTUS

Unichristus

Cantre Universindrbn Chriutus

Of No. 011723
Protocolo da CEUA: 011723
Pesquisador Responsével: PAULO GOBERLANIO DE BARRODS SILVA

Titulo do Projeto: INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM TOCILIZUMABE NA CICATRIZACAC
DE (LCERAS TRAUMATICAS ORAIS EM MUCOSA JUGAL DE RATAS.

Levamos @o conheciments de V. Sa que a ComissBo de Etica no Uso de Animais do Instituto

para Desenvolvimento da Educaggo LTDA - IPADE considerou APROVADO o projeto
supsacitado na reunide da dia 31 (frinta & um) de maio de 2023.

Descrigio do animal utifizado:

Espécie; Ratas (Wistar) Fémeas Mimero 72
Amastral:

Relatarios parciais e finais devem ser apresentados a0 CEUA/Instituto para Desenvalvimento da

Educagio LTDA - IPADE 2o término do estude, periodo maxima 31/062024.

Fortaleza, 31 de maio de 2023,

Olga Vale Oliveira Machado
Coordenadora
CEUAInstituto para Desenvolvimento da Educagdo LTDA - IPADE
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