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RESUMO

A matriz derivada do esmalte (EMD) € um complexo proteico de origem ectodérmica,
isolado de germes dentarios em desenvolvimento. Originalmente utilizada na
regeneracao de tecidos do periodonto, vem se mostrando um excelente recurso na
regeneracdo de outros tecidos mesenquimais como derme, tecido 0sseo e tendao.
No presente estudo, o potencial cicatrizante da matriz foi analisado
histopatologicamente em feridas cutaneas cirargicas realizadas em ratos Wistar,
eutanaziados nos dias 01, 03, 07, 14 e 21. Durante o experimento, as feridas foram
acompanhadas macroscopicamente e, a seu término, foram removidas e submetidas
ao processamento histolégico. A avaliagdo microscopica, foi observado que as
lesbes tratadas com a EMD evoluiram para o remodelamento dérmico de modo mais
eficaz em tempo e qualidade em relagdo ao grupo controle nédo tratado, a partir do 3°
dia pos-operatorio; o amadurecimento e organizacdo do colageno foi bastante
evidente a partir do 7° dia e, destaca-se que nos dias 14 e 21 o plano muscular, na
profundidade da pele, exibiu excelente regeneracdo, sendo que, também neste
periodo, o amadurecimento vascular se mostrou mais significativa nas amostras
tratadas. Além da analise histomorfométrica, foi realizada a avaliacdo da expressao
de INOS, TGF-B2 e TNF-a por imunoistoquimica. A expressao de iINOS foi
significativamente mais expressiva nas amostras tratadas, aumentando
progressivamente a partir do 7° dia pds-operatério. Os resultados sugerem que a
EMD, aplicada em feridas cutaneas cirargicas, potencializa a neoformacédo e o
remodelamento de coldgeno, amadurecimento vascular e regeneracdo muscular

possivelmente via modulac&o do oxido nitrico.

Palavras-chave: Cicatrizagcdo. Oxido nitrico. Colageno. Fator de Necrose Tumoral
alfa. Fator de Crescimento Transformador beta.



ABSTRACT

The enamel matrix derivative (EMD) is a protein complex of ectodermal origin,
isolated from the developing tooth germs. Originally used in the regeneration of
periodontal tissues, has proved to be an excellent resource in the regeneration of
other mesenchymal tissues such as dermis, bone and tendon. In the present study,
the healing potential of the matrix was analyzed histologically in surgical wounds
made in Wistar rats, euthanized on days 01, 03, 07, 14 and 21. During the
experiment, the wounds were followed macroscopically, and at its end, were
removed and subjected to histological processing. For microscopic evaluation, it was
observed that the lesions treated with EMD progressed to dermal remodeling more
effectively in time and quality in relation to the untreated control group, from the 3t
postoperative day ; the maturation and organization of the collagen was quite evident
from the 7" day , and it is noteworthy that on 14 and 21 muscle -up, the skin depth,
showed excellent regeneration, and also in this period, vascular maturation showed
more significantly in the treated samples. In histomorphometric analysis, evaluation
of INOS, TGF- 32, and TNF-a expression was performed by immunohistochemistry.
The expression of INOS was significantly more expressive in the treated samples,
increasing progressively from the 7th postoperative day. The results suggest that
EMD applied on surgical wounds enhances the new formation and remodeling of
collagen, vascular maturation and muscle regeneration possibly via modulation of

nitric oxide.

Keywords: Healing. Nitric oxide. Collagen. Tumor Necrosis Factor-alpha.

Transforming Growth Factor beta.
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1 INTRODUCAO

A matriz derivada do esmalte (EMD) é uma forma purificada de proteinas
extraidas da matriz de esmalte de suinos (Emdogain®, Straumann AG, Basel, Suica)
gue parece controlar e promover a regeneracao de uma série de tecidos de origem
mesenquimal (ASPRIELLO et al., 2011; JOHNSON et al., 2009; SAITO et al., 2010;
SCHNEIDER et al., 2011). A matriz é composta em mais de 90% por amelogenina,
tendo enamelinas como o segundo maior composto. O alginato de propilenoglicol,
utiizado como veiculo, preenche 0s pré-requisitos essenciais para facilitar a
aplicacdo da EMD no momento da cirurgia, além de permitir sua dispersao no local
aplicado (HE et al., 2005; VENEZIA et al., 2004).

A maioria dos estudos publicados sobre os efeitos biolégicos da EMD
utiliza como modelos experimental e clinico a periodontite; a inflamacédo cronica do
periodonto, formado por um grupo de tecidos mesenquimais (cemento, ligamento
periodontal e osso alveolar), sendo utilizada comumente como modelo para estudo
de reac@es inflamatdrias crénicas inespecificas (COCHRAN et al., 2003; ESPOSITO
et al., 2004; FUJITA et al., 2011; HAMMARSTROM, 1997; SAADOUN, 2008).

Nas reacoes inflamatérias cronicas, o perfil de citocinas produzidos pelas
células do infiltrado é de fundamental importancia para a evolugdo do processo
cicatricial (TAUBMAN; KAWAI, 2001).

Destaca-se aqui, o papel do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
citocina pré-inflamatéria produzida principalmente por macrofagos e em menor
propor¢cao por linfécitos e outras células com papel imunolégico (OLD, 1988). Esta
citocina esta associada a destruicdo de tecidos moles e duros por necrose, assim
como a inducdo a apoptose (SEYMOUR et al., 1996). A apoptose regula a vida
média das células do infiltrado inflamatdrio, o que € de particular importancia para a
eficiéncia da resposta do hospedeiro, assim como para o nivel de lesdo tecidual
(McCORD; EDEAS, 2005).

Outro componente diretamente associado a inflamagcdo e,
consequentemente, a evolucdo do reparo, € o 6xido nitrico (NO), um gas produzido
em resposta a diversos estimulos inflamatérios (HIROSE, et al., 2001; SHAPIRA et
al., 2000). Em niveis fisiolégicos, o NO participa da modulacdo da resposta

imunolégica do hospedeiro exercendo papel importante contra células tumorais,
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bactérias e virus. Porém, em concentracdes elevadas pode agir como uma molécula
citotoxica levando a lesdes secundarias nas areas inflamadas (BATISTA et al., 2002;
ZOCHODNE; LEVY, 2005). O papel imunomodulador pré-inflamatério do NO,
através da elevacdo dos niveis de ciclo-oxigenase 2 (COX-2) tem despertado a
atencao de alguns pesquisadores (BALIGA et al., 2005; BATISTA et al., 2002).

Outra citocina de interesse é o fator de transformacdo do crescimento
beta (TGF-B), um fator de crescimento que estimula a sintese de matriz extracelular,
além de inibir a apoptose induzida pelo TNF-a. Assim, com a aplicacdo da EMD em
culturas de células osteoblasticas MC3T3-E1 tratadas com TNF-a, a apoptose €
significativamente reduzida, resultado obtido fisiologicamente pelo TGF-$1 (HE et al.,
2005).

O efeito anti-inflamatério da EMD pode explicar a melhor cicatrizacdo de
tecidos gengivais e de feridas cutaneas (SPAHR et al., 2002). Diversos estudos
demonstraram o efeito da EMD em tecidos do periodonto com resultados
promissores. Porém, os mecanismos de agdo do tratamento com a EMD em lesfes
de tecidos moles ainda né&o foram elucidados (AL-HEZAIMI; AL-ASKAR; AL-
RASHEED, 2011; KHEDMAT et al., 2011; MIRASTSCHIJSKI et al., 2004).
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 MATRIZ DERIVADA DO ESMALTE (EMD)

A EMD é um complexo proteico obtido a partir da purificacdo da matriz do
esmalte e reproduz os eventos do desenvolvimento dos tecidos que constituem o
periodonto (JOHNSON et al., 2009; KASAJ et al., 2012).

A participacdo de proteinas da matriz do esmalte na formacao radicular foi
proposta pela primeira vez na década de 1970, incluindo iniciacdo da
cementogénese, mediacdo da adesdo entre cemento e dentina, bem como inducéo
da regeneracdo periodontal. Um produto comercial de proteinas da matriz do
esmalte foi clinicamente reconhecido em 1997 e vem sendo amplamente usado em
cirurgias periodontais (HE et al., 2005). Esta abordagem utiliza o extrato da matriz de
esmalte embrionaria, concebida com o propoésito de induzir células mesenquimais a
imitar os processos que ocorrem durante o desenvolvimento do dente e da estrutura
periodontal (VENEZIA et al., 2004).

A EMD comercial, utilizada em pesquisas experimentais e clinicas, assim
como em pacientes submetidos a cirurgia periodontal, é obtida a partir de germes
dentarios em desenvolvimento provenientes de leitdes de seis meses de idade.
Como as fases moleculares da odontogénese sdo muito semelhantes em diferentes
espécies de mamiferos, o complexo proteico ndo causa reacdes adversas em
humanos (HAGENAARS et al.,, 2004; HATAKEYAMA et al., 2003; LAAKSONEN;
SORSA,; SALO, 2010; SAADOUN, 2008; VENEZIA et al., 2004).

A doenca periodontal é causada por um processo inflamatério resultante
da interacdo entre colonizacdo bacteriana e resposta imunoldgica do hospedeiro.
Este processo € iniciado pela liberacdo de endotoxinas bacterianas que estimulam
células fixas e méveis do tecido conjuntivo da area infectada a secretarem citocinas
pro-inflamatorias e proteinases. Esta cascata de eventos resulta na inflamagéo e
destruicdo do periodonto (AL-HEZAIMI; AL-ASKAR; AL-RASHEED, 2011; FUJITA et
al.,, 2011; HAGENAARS et al., 2004; HENRIQUES et al., 2010; NOKHBEHSAIM et
al., 2011b; SAITO et al., 2008; TOKIYASU et al., 2000; ZELDICH et al., 2007a;
ZELDICH et al., 2010; ZHANG; DONG; CHU, 2010). A recessao gengival acontece
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guando a localizagdo da margem gengival esta apical em relacdo a jungdo cemento
esmalte. Clinicamente, resulta em exposi¢cdo da superficie radicular, perda gengival
marginal e gradual perda de insercdo. As causas mais frequentes da leséo
periodontal associada a infeccdo sdo ma oclusdo, acdo mecanica, mobilidade
dental, iatrogenias, deiscéncia 0ssea e insercdo alta de musculo, bridas e freios
(FUJITA et al.,, 2011; KEMOUN et al., 2011; SAADOUN, 2008; TRABULSI et al.,
2004). Estudos clinicos e com animais tem demonstrado que a EMD pode regenerar
com sucesso a estrutura periodontal (COCHRAN et al., 2003; GKRANIAS et al.,
2012).

Os fatores chave para o sucesso da regeneracdo periodontal sdo o
recrutamento correto de células para o sitio da lesdo e a producdo adequada da
matriz extracelular consistente com os tecidos presentes neste sitio: cemento,
ligamento periodontal e osso alveolar. O manejo destes tecidos tem como objetivo o
desenvolvimento de técnicas para estimulo celular especifico e consequente
reposicao dos tecidos destruidos; tal manipulacédo celular € baseada nos principios
da biologia celular, da biologia do desenvolvimento e de biomateriais.

Estudos tém mostrado que as células de derivacdo mesenquimal do
ligamento periodontal podem ser transplantadas para os defeitos nesta regido, o que
resulta em regeneracdo da matriz extracelular sem consequéncias imunoldgicas
negativas (LANG; SCHULER; NOLDEN, 1998; MALEKZADEH et al., 1998; VAN
DIJK, 1991). Os efeitos imunomoduladores das células mesenquimais do estroma
tém sido reportados recentemente e poderiam explicar esses resultados favoraveis a
regeneracdo. Além disso, a estratégia do manejo de tecidos para a regeneracao
periodontal, que expde a capacidade de regeneracdo das células mesenquimais do
estroma no periodonto é uma tese atrativa. A partir de tal proposta, a necessidade
do recrutamento de células para o sitio da lesdo é minimizada e a previsibilidade do
resultado positivo é maior (MROZIK et al., 2012).

Segundo Rincon, Haase e Bartold (2003), apesar de a EMD néo ser
considerada um fator de crescimento, apresenta propriedades semelhantes as
destas proteinas. O presente estudo comenta a respeito de alguns de seus
principios biolégicos observados in vitro e in vivo envolvendo, principalmente, a
regeneracdo de tecidos duros, porém seus mecanismos de acdo e seus efeitos na

cicatrizacdo de tecidos moles ainda néo foram totalmente elucidados.
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2.2 COMPOSICAO E VEICULOS

As proteinas da matriz do esmalte sdo produzidas pelos ameloblastos,
células ectodérmicas responsaveis pela sintese da porcdo organica do esmalte e
pelo controle de sua mineralizacdo e seu pico de atividade metabdlica ocorre
durante a fase de formacgao da coroa (campanula avancada) (NANCI, 2013). As
proteinas estruturais e determinantes de mineralizacdo secretadas pelos
ameloblastos tém correspondentes que exibem funcdes correlatas na regiao
radicular, onde tais células ndo estdo presentes. Na raiz dentaria, as proteinas da
matriz sdo secretadas pelas células da bainha epitelial de Hertwig e o complexo
proteico liberado durante a fase de rizogénese exerce importante papel biolégico
nao s6 na cementogénese, mas na diferenciacdo e no desenvolvimento estrutural do
periodonto como um todo (AL-HEZAIMI; AL-ASKAR; AL-RASHEED, 2011; ZELDICH
et al., 2007a). Destacamos aqui que, na odontogénese, o0 mecanismo de inducéo
reciproca ocorre na raiz e na coroa de modo semelhante: proteinas sintetizadas por
células de derivacdo ectodérmica induzem a diferenciacdo de células de derivacao
mesenquimal (NANCI, 2013).

As proteinas que compdem a matriz sdo hidrofébicas e caracterizadas
como amelogeninas e ndo-amelogeninas, sendo 90% delas amelogeninas. Os 10%
restantes sdo enamelina, amelina, matriz de metaloproteinase 20 (MMP-20), além
de proteinas morfogenéticas 2 e 7 (BMP2 e BMP7) (KEMOUN et al., 2011; VENEZIA
et al., 2004). Deste complexo, diversos resultados sugeriram que a amelogenina
esta associada a cicatrizacdo e a regeneracdo da estrutura periodontal, incluindo a
neoformacdo de cemento (AL-HEZAIMI et al., 2012; ASPRIELLO et al., 2011;
KEMOUN et al., 2011; LYNGSTADAAS et al., 2009; SCHNEIDER et al., 2011;
THOMA et al., 2011; ZELDICH et al., 2007a). Provavelmente, sua acdo € modular a
cicatrizagcdo tecidual reproduzindo os eventos que ocorrem durante a rizogénese
reestruturando o periodonto.

Brooks et al. (1994) desenvolveram um estudo genético comparativo
entre diversos vertebrados, humanos, ratos, camundongos, bovinos e suinos, com a
finalidade de se determinar qual a molécula fundamental para a formacédo do
esmalte. As amelogeninas sdo fortemente expressas no esmalte do 6rgdo dentario,

e demonstram grande nivel de sequéncia homédloga entre todos os vertebrados
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examinados (> 80%). Isto sugere que toda a estrutura da molécula de amelogenina
€ crucial na formacdo do esmalte e na biomineralizacdo, e as termina¢cdes amino e
carboxi sao particularmente importantes para sua funcdo, além de serem ricas em
residuos de prolina (= 30%) (LYNGSTADAAS et al., 2009).

A identificacdo das proteinas que formam o complexo da EMD culminou
com o seu desenvolvimento comercial na forma sintética ou isolada, purificada ou
em complexo, necessitando, consequentemente, de um veiculo para ser
administrado (VENEZIA et al., 2004). Originalmente, o produto comercial consistiu
em EMD e uma solucédo veiculo de alginato de propilenoglicol (PGA) manipulados
iImediatamente antes da aplicacdo. Posteriormente, foi desenvolvida a EMD gel,
distribuida ja pronta para utilizacdo (VENEZIA et al., 2004; ZELDICH et al., 2007a).
Bratthall et al. (2001), realizaram amplo estudo multicéntrico, cujos resultados
demonstraram n&o haver diferenca entre o produto original e o gel.

Dada a propriedade hidrofébica das amelogeninas, os componentes da
EMD se agregam e se tornam praticamente insoliveis em pH fisiologico e em
temperatura corporal. Desta forma, as proteinas da matriz derivada devem ser
dissolvidas em meios com pH &cido ou alcalino e em baixa temperatura
(LYNGSTADAAS et al., 2009). Uma formulagdo adequada deve ter um pH que nao
seja neutro e uma reprecipitacdo gradual da matriz quando em condicGes
fisiolégicas (SCHNEIDER et al., 2011; VENEZIA et al., 2004). Hammarstrom (1997),
usando um modelo com macacos, desenvolveu uma série de veiculos para
determinar qual seria mais eficaz na precipitagdo da EMD no tratamento da
superficie radicular. A regeneracdo do cemento e 0sso alveolar foram medidas apos
oito semanas. Os resultados mostraram que o PGA foi o mais efetivo. Tal veiculo
melhorou a precipitagdo da EMD, além de expor as células do ligamento periodontal
a agregacao de proteinas reestabelecida, levando a interacdo de matriz e células no
local da aplicacao.

O hidrogel de propilenoglicol tem se mostrado efetivo no sistema de
distribuicdo de substancias bioativas porque essas matrizes permitem um O6timo
crescimento celular e captacdo e sintese de proteinas bioativas, como a proteina
0ssea morfogenética recombinante humana 2 (rhBMP-2) e hormdnio paratireoide
(PTH). O crescimento das células nessas matrizes pode ser facilitado pela presenca
de uma sequéncia de aminoacidos: arginina, glicina e asparagina (RGD). As

sequéncias de RGD sdo normalmente encontradas em proteinas de matriz
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extracelular e participam da adesdo, migracdo e sinalizacao celular, possibilitando
sua interacdo com as integrinas, um subgrupo de receptores superficiais de células.
A possibilidade da aplicagdo da EMD com um veiculo otimizado com ou sem RGD
nao foi investigada ainda (SCHNEIDER et al., 2011).

Em estudos in vivo e in vitro, Gestrelius et al. (1997a) observaram que a
reologia tixotrépica (caracteristica de um fluido de submeter-se a uma diminuicdo da
viscosidade com o tempo, enquanto € submetido a cisalhamento constante) do PGA
permite a aplicagdo da EMD com uma formulacdo viscosa. Quando uma forga de
cisalhamento é aplicada, tal como por meio de uma seringa, a viscosidade da
formulacao diminui, o que facilita a completa cobertura da superficie radicular a ser
tratada. A viscosidade do PGA diminui sob condic@es fisiolégicas, e assim a EMD é
liberada para posterior precipitacdo sobre a superficie radicular exposta na area a
ser tratada (SCHNEIDER et al., 2011; VENEZIA et al., 2004).

Conhecer os componentes da EMD ajuda no estudo e na compreensao

de seus principios biolégicos e mecanismos de acéo.

2.3 PRINCIPIOS BIOLOGICOS DE ACAO

A doenca periodontal é causada por um processo inflamatorio resultante
da interacdo entre a colonizacdo bacteriana e a resposta imunoldgica do hospedeiro.
Este processo € iniciado pela liberacdo de endotoxinas bacterianas que estimulam
células fixas e mdveis do tecido conjuntivo da area infectada a secretarem citocinas
pro-inflamatorias e proteinases. Esta cascata de eventos resulta na inflamacéo e na
destruicdo do periodonto (AL-HEZAIMI; AL-ASKAR; AL-RASHEED, 2011; FUJITA et
al.,, 2011; HAGENAARS et al., 2004; HENRIQUES et al., 2010; NOKHBEHSAIM et
al., 2011a; SAITO et al., 2008; TOKIYASU et al.,, 2000; ZELDICH et al., 2007a;
ZELDICH et al., 2010; ZHANG; DONG; CHU, 2010).

Os fatores chave para o sucesso da regeneracdo periodontal sao o
recrutamento correto de células para o sitio da lesdo e a producdo adequada da
matriz extracelular consistente com os tecidos presentes neste sitio: cemento,
ligamento periodontal e osso alveolar. O manejo destes tecidos tem como objetivo o

desenvolvimento de técnicas para estimulo celular especifico e consequente
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reposicao dos tecidos destruidos; tal manipulacéo celular € baseada nos principios
da biologia celular, da biologia do desenvolvimento e de biomateriais.

Em estudo in vitro, um pequeno estimulo e uma proliferacdo periférica de
linfécitos sdo demonstrados (NIKOLOPOULOS; PETEINAKI; CASTANAS, 2002).
Como resultado da estimulagdo de lipopolissacarideos e peptideoglicanos em
células sanguineas periféricas, o nivel elevado de citocinas pro-inflamatorias como
TNF-a é reduzido na presenga da EMD (MYHRE et al., 2006).

As prostaglandinas (PGs) sdo moléculas pleiotropicas e afetam muitos
processos fisioldgicos, participando de muitas doencas. Na doenca periodontal, por
exemplo, as PGs sdo secretadas em grande quantidade e contribuem para o
processo inflamatoério, assim como fazem a mediacdo da inducdo da reabsorcéo
O0ssea (HOWELL; WILLIAMS, 1993; MADIANOS; BOBETSIS; KINANE, 2005). Na
fase aguda de cicatrizacdo de feridas da pele, as PGs também tém um papel
fisiologico na fase inflamatéria inicial. No entanto, uma producéo local exagerada de
PGs, devido ao trauma ou infeccdo da ferida, pode interferir na adequada
cicatrizagdo cutanea (WEINBERG et al.,, 2009). As PGs provocam mitose e
diferenciacdo nos odontoblastos e estimulam a construgcdo éssea endosteal e
periosteal, resultando em ganho 6sseo. Porém a sintese da matriz pode ser reduzida
como resultado da producéo de osteoblastos diferenciados (COCHRAN et al., 2003
KHEDMAT et al., 2011).

A prostaglandina-E2 (PGE2) tem sido documentada como agente
antiproliferativo no tecido gengival, assim como em fibroblastos de outra origem
(WEINBERG et al., 2009). A EMD ¢ utilizada clinicamente para o tratamento
periodontal no local afetado pela inflamacdo e pode consequentemente coexistir
com mediadores inflamatérios, como a PGE2 no sitio tratado, fato que pode
potencialmente interferir em sua agdo (WEINBERG et al., 2010).

Estudos tém mostrado que as células de derivacdo mesenquimal do
ligamento periodontal podem ser transplantadas para os defeitos nessa regido, o
gue resulta em regeneracdo da matriz extracelular sem consequéncias imunoldgicas
negativas (LANG; SCHULER; NOLDEN, 1998; MALEKZADEH et al., 1998; VAN
DIJK, 1991). Os efeitos imunomoduladores das células mesenquimais do estroma
tém sido reportadas recentemente e poderiam explicar esses resultados favoraveis a
regeneracdo. Além disso, a estratégia do manejo de tecidos para a regeneracao

periodontal que exp0e a capacidade de regeneracdo das células mesenquimais do
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estroma no periodonto € uma tese atrativa; a partir de tal proposta, a necessidade do
recrutamento de células para o sitio da lesdo € minimizada e a previsibilidade do
resultado positivo é maior (MROZIK et al., 2012).

Uma grande variedade de métodos e de materiais para a regeneracdo do
0sso alveolar perdido tem sido descrita. Alguns desses materiais sdo bem
documentados e tém provado sua eficacia e seguranca biolégica a longo prazo,
enguanto, por outro lado, determinadas técnicas vem sendo pesquisadas ainda para
se compreender seu principio de acdo (SCHNEIDER et al., 2011; TOKIYASU et al.,
2000). A inducdo da formacdo Ossea € um desafio na regeneracdo tecidual.
Numerosos estudos pré-clinicos e clinicos tém mostrado os efeitos positivos de
fatores de crescimento e de diferenciacdo na regeneracdo de tecidos duros, e mais
recentemente, tecidos moles (SCHNEIDER et al., 2011).

O uso de fatores proteicos derivados do esmalte para promover a
regeneracdo periodontal é baseado no conhecimento de interacGes reciprocas
epiteliais-mesenquimais e sao a base para a formacdo de varios tecidos. Como
exemplo, interacdes apropriadas entre células ectomesenquimais da crista neural e
células de origem exclusivamente epitelial resultam na formacao de esmalte e de
dentina. Muitas moléculas, associadas a bainha epitelial de Hertwig, tém sido
sugeridas como tendo um importante papel no controle do desenvolvimento da raiz,
dentre as quais se incluem a lamelina, a amelina, derivados de proteinas do esmalte
e “esmalte-like”) (TOKIYASU et al., 2000).

Proteinas da matriz orgéanica do esmalte sédo secretadas por ameloblastos
durante a formacdo da coroa, e regulam a mineralizacdo do esmalte. Foi
comprovado que varias destas proteinas sdo secretadas pelas células epiteliais
durante a rizogénese desempenhando importante papel biolégico na
cementogénese e na formacdo da estrutura periodontal. Esta descoberta culminou
no desenvolvimento da EMD e o veiculo alginato de propileno glicol (AL-HEZAIMI et
al., 2012).

A compreensdo dos processos moleculares associados ao reparo e
regeneracdo tecidual, fatores de crescimento (FCs) aplicados em superficies
radiculares ou em feridas de tecidos moles é fundamental para a modulacdo de
mecanismos de regeneracdo (ABOLFAZLI et al., 2009; ESPOSITO et al., 2004;
FUJITA et al., 2011; HAGENAARS et al., 2004; HENRIQUES et al., 2010; HOANG;
OATES; COCHRAN, 2000; JOHNSON et al, 2009; KASAJ et al, 2012
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LAAKSONEN; SORSA; SALO, 2010; NOKHBEHSAIM et al.,, 2011b; RINCON;
HAASE; BARTOLD, 2003; SAITO et al., 2008; ZELDICH et al. 2010).

O esmalte fracionado, ndo comercial, proveniente de germes dentarios de
suinos, apresentou pequena quantidade de BMP (IWATA et al., 2002) e TGF-1
(KAWASE et al., 2001), porém, a maioria dos estudos atribuiu os beneficios da EMD
as proteinas especificas da matriz do esmalte (KAWASE et al., 2001). Através de
varias técnicas tem sido demonstrado que a EMD ¢é absorvida tanto pela
hidroxiapatita e pelo colageno quanto pela raiz exposta. Tal absor¢cdo forma um
complexo esférico, e quantidades residuais permanecem detectaveis no sitio tratado
por duas semanas, como foi demonstrado com Gestrelius et al. (1997a). Esse
parece ser um periodo suficiente para permitir a recolonizacdo por células do
ligamento periodontal e células mesenquimais indiferenciadas. Estes dados foram
confirmados por estudos dos mesmos autores quando a microscopia eletrbnica de
varredura do dente tratado pela EMD, extraido em diferentes intervalos de tempo por
duas semanas apos a cirurgia, demonstrou uma colonizacédo progressiva de células
semelhantes morfologicamente a fibroblastos, o que ndo foi observado no grupo
controle, sem o tratamento com EMD (GESTRELIUS et al., 1997a). Mais
recentemente, analises imunoistoquimicas demonstraram que a EMD permanece
presente em molares extraidos de ratos ap0s quatro semanas da sua aplicacao
(HAMAMOTO et al., 2002; SCULEAN et al., 2002).

Kim, Tominaga e Tanaka (2005), ndo encontraram nenhum efeito da EMD
sobre o crescimento de fibroblastos e osteoblastos provenientes de ratos em meio
de cultura incluindo EMD com 10% de soro, porém observaram um aumento dose
dependente da quantidade dessas células com a aplicacdo da EMD. No seu trabalho
in vivo, foi injetado EMD/propilenoglicol (EMD/PG) e os autores optaram pelo uso da
EMD e ndo da EMD gel por ndo se conhecer até entdo os constituintes da EMD gel
(KIM; TOMINAGA; TANAKA, 2005).

EMD possibilita a melhora da proliferacdo de fibroblastos do ligamento
periodontal, tanto quanto o aumento da producdo de proteinas e colageno e da
mineralizagdo, mas ndo de células epiteliais. Isso aumenta a producédo total de
proteinas pelas células do ligamento periodontal e promove a formacéo de nédulos
mineralizados das células do ligamento periodontal. Em contraste, a EMD nao tem
efeitos significativos na migracdo ou adeséo e distribuicdo das células do ligamento

periodontal (GESTRELIUS et al., 1997b). Por microscopia eletronica de varredura,
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foi demonstrado que a EMD parece aumentar a adesao dos fibroblastos do
ligamento periodontal em superficie de raizes comprometidas e, mais
especificamente, esta funcdo de adesado celular foi atribuida a amelogenina; tal
fungdo explica parcialmente o efeito da terapia com EMD na regeneragao
periodontal (HOANG et al., 2002).

Destaca-se que as células envolvidas na regeneracdo periodontal
respondem a EMD de maneiras diferentes. A taxa de adeséo, a producéo de fatores
de crescimento (TGF-B1, IL-6, PDGF-AB), o indice de proliferacdo e o metabolismo
celular mesenquimal no ligamento periodontal humano em cultura aumentaram
significativamente na presenca de EMD (LYNGSTADAAS et al, 2009). Em
contraste, EMD aumentou a secrecdo de adenosina monofosfato ciclico (CAMP) e
fator de crescimento derivado de plaguetas AB (PDGF-AB) em culturas de células
epiteliais, mas inibiu seu crescimento. Este achado sugere que EMD favorece o
crescimento de células mesenquimais ao invés do crescimento de células epiteliais.
Além disso, foi mostrado que a EMD parece exibir um efeito citostatico sobre as
células epiteliais em cultura (GESTRELIUS et al., 1997b; KAWASE et al., 2001). Isso
pode explicar o efeito bioldégico da EMD de regeneracéo tecidual guiada, observado
in vivo, somado a um possivel papel preventivo na mecanica de membranas de
barreira (HOANG et al., 2002).

Avancos no isolamento e sintese de fatores de crescimento e polimeros
biodegradaveis possibilitaram maior indice de sucesso na manipulagcédo de tecidos
como cartilagem e 0sso, entre outros. Dada sua origem mesenquimal, o periodonto
€ considerado um excelente sitio para tais procedimentos nos casos de perdas
teciduais em lesbGes causadas pela periodontite (ESPOSITO et al., 2004).

Dada a capacidade da EMD de regeneracéo tecidual, ndo se pode deixar
de ressaltar sua importancia na reabilitacdo de lesdes odontolégicas com destruicao
e perda de tecidos, como a doenca periodontal.

A aplicacao tépica da EMD em bolsa periodontal foi capaz de aumentar a
expressao de VEGF no tecido gengival, apesar de ainda nédo ser claro como ocorre
a estimulagéo da producéo desse fator de crescimento (ASPRIELLO et al., 2011).
Sakoda, Nakajima e Noguchi (2012) hipotetiza que a EMD pode estimular a
producao de VEGF através de fibroblastos gengivais humanos.

Os fibroblastos do ligamento periodontal humano (HPLFs) assumem um
papel de grande importancia no processo de cicatrizacdo de feridas que se segue a
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doenca periodontal ou um trauma dental, incluindo avulsdo do dente. Fatores de
crescimento tém sido amplamente investigados quanto ao crescimento e/ou
diferenciacdo das células do ligamento periodontal. Porém, o leque de
especificidades funcionais compromete sua aplicacdo clinica (KHEDMAT et al.,
2011). Uma observacéo clinica comum quando a EMD ¢ utilizada para a cirurgia de
regeneracdo periodontal € a grande rapidez da cicatrizacdo de feridas e a
minimizacao de sintomas pos-cirargicos, como a dor.

Estudos in vitro de células do ligamento periodontal demonstraram que a
EMD estimula a proliferacéo celular, sintese de fatores de crescimento como TGF-1
VEGF, moléculas da matriz, células de ligacdo e mineralizacdo (GESTRELIUS et al.,
1997a; HOANG; OATES; COCHRAN, 2000; OKUBO et al., 2003).

Em seu estudo, Fuijita et al. (2011), relataram que a eficacia da EMD nos
procedimentos de regeneragdo periodontal tem evoluido de forma bem sucedida
com um recobrimento saudavel e desenvolvendo gengiva ceratinizada.

A partir deste principio, surgiu a necessidade de se compreender
especificamente a acdo da matriz nos tecidos moles de um modo geral, seja mucosa
bucal, em reconstituicdo de sua matriz extracelular e revascularizagéo, bem como
em outras perdas teciduais em mucosas e pele.

Apesar de a utilizacdo da EMD experimental e clinicamente ser ampla
para regeneracao de tecidos do periodonto e para tecido 6sseo, seus efeitos sobre o
processo cicatricial em tecidos moles vém sendo incipientemente pesquisado.
Estudos tém demonstrado que a amelogenina promove a cicatrizagao e regeneracao
de estruturas de suporte dos dentes, incluindo cemento (ESPOSITO et al., 2004;
SCHNEIDER et al., 2011). Porém, observou-se que o tratamento de feridas epiteliais
padronizadas com EMD promoveu o fechamento da ferida em menor tempo quando
comparado com feridas que foram apenas suturadas (AL-HEZAIMI; AL-ASKAR; AL-
RASHEED, 2011).

De modo interessante, destacam-se diversos relatos na literatura (HE et
al., 2005; LYNGSTADAAS et al.,, 2009; RINCON; HAASE; BARTOLD, 2003;
WENNSTROM; LINDHE, 2002) nos quais 0s pesquisadores observaram
secundariamente regeneracao de tecidos moles nas &reas de acesso cirdrgico para
aplicacdo da EMD com o objetivo de reconstituicdo de tecidos duros dentérios, como

cemento e 0sso alveolar.
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2.4 INFLAMACAO E REPARO DE TECIDOS MOLES

Inspirados por observagdes clinicas em cirurgias orais, varios
investigadores estudaram o efeito da amelogenina na cicatrizacdo de feridas
cronicas e agudas em pele (HAGENAARS et al., 2004; LYNGSTADAAS et al., 2009;
WENNSTROM; LINDHE, 2002). Dessa forma, torna-se fundamental para se
compreender os efeitos da EMD no tecido cutaneo, conhecer em quais camadas a
pele é dividida. Na regido mais superficial encontra-se a epiderme com tecido
gueratinizado. Logo abaixo se encontra a derme papilar, seguida pela derme
reticular 1 e Il e a regido subcutanea, onde se encontra o plano muscular
(AARESTRUP, 2012).

O primeiro estudo que demonstrou que amelogeninas estimulam a
cicatrizacdo de feridas em pele mostrou que o tecido de granulacao na ferida tratada
com EMD foi significantemente maior, e o preenchimento dessa ferida e a re-
epitelizagcdo em toda sua profundidade progrediu quase duas vezes mais rapido na
presenca de EMD (MIRASTSCHIJSKI et al., 2004). Foi observado neste estudo que
no local da aplicacdo da EMD a amelogenina estimulou a angiogénese através da
inducdo da secrecdo de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), PDGF,
MMP-2. Isso suporta a ideia de que amelogenina em geral trabalha estimulando
células mesenquimais a expressar fatores que s&o importantes na cicatrizagao,
crescimento e regeneracao da pele.

A cicatrizacdo das lesGes cutaneas assépticas é caracterizada pela
deposicao de matriz e remodelacdo da leséo inflamatoria, mas qual a intensidade da
inflamac&do € necesséria para um Otimo reparo tecidual ainda é desconhecido
(NOKHBEHSAIM et al., 2011b).

Leucacitos polimorfonucleares (PMNs), em sua maioria neutroéfilos, séo as
primeiras células para defesa do hospedeiro contra lesGes assépticas iniciais e
simples, bem como aquelas causadas por bactérias e seus produtos. PMNs séo
células fagocitarias numericamente predominantes encontradas na circulacéo
periférica, compondo de 50 a 70% do total da populacéo de células do sangue. Em
tecidos moles, PMNs migram continuamente dos vasos sanguineos pelo tecido para
0 sulco gengival, marcando tipicamente 90% das células do sulco gengival. No

sulco, as PMNs, presumidamente, protegem a estrutura periodontal dos constituintes
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da placa dental. A formagdo do biofilme no dente inicia a elaboracdo de varias
substancias que atraem PMNs para o sitio da inflamacdo por quimiotaxia. Na
atividade fagocitaria, a sintese e liberacdo de superoxido (O27) é a maior requisicao
para morte oxidativa microbiana por PMNs. Além disso, PMNs séo a principal fonte
de MMP-8, colagenase do hospedeiro que media a degradacdo do tecido colageno
no periodonto inflamado. A MMP-8 € liberada durante a degranulacédo do lisossomo
durante a fagocitose ou por desintegracdo (necrose) dos PMNs (KARIMA; VAN
DIKE, 2012).

O impacto da EMD na inflamacéo e cicatrizacdo de feridas cutaneas tem
sido um ponto controverso. Parkar e Tonetti (2004) demonstraram que em células
mesenquimais do ligamento periodontal de humanos, EMD inibe a expressdo de
genes envolvidos nos eventos iniciais da inflamac&o na cicatrizacdo de feridas,
enquanto os genes que codificam o crescimento e as moléculas que promovem a
reparacao sao estimulados.

A cicatrizacdo sem complicacbes € reportada frequentemente apos a
aplicacdo da EMD e o efeito antimicrobiano do veiculo PGA pode ser uma das
causas. Um numero de razdes para essa observacdo tem sido sugerida, incluindo
efeitos anti-inflamatério e antimicrobianos (LYNGSTADAAS et al., 2009).

Andlises imunoistoquimicas do periodonto para osteopontina e colageno
tipo | e Ill revelaram que o tratamento com EMD resultou em uma maior expressao
de colageno e um rapido desenvolvimento de tecido conjuntivo durante uma fase
inicial de cicatrizacao de feridas (SCULEAN et al., 2003). O tratamento do ligamento
periodontal e fibroblastos gengivais com EMD mostrou melhorar o processo de
preenchimento da ferida in vitro (HOANG; OATES; COCHRAN, 2000; RINCON;
HAASE; BARTOLD, 2003).

2.5 POSSIVEL PAPEL DA EMD COMO MEDIADORA DA INTERACAO ENTRE
TIPOS CELULARES DE ORIGEM DIFERENTE

De acordo com a teoria classica da rizogénese e da estrutura periodontal,
a bainha epitelial de Hertwig induz células mesenquimais da papila dental a formar

um manto de predentina antes de se desintegrar e deixar a superficie radicular.
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Como resultado da apoptose da bainha epitelial de Hertwig durante o processo
embrionario, a barreira fisica formada entre as células mesenquimais do foliculo
dental e a formacédo de dentina se desintegra. As células mesenquimais que se
expuseram a dentina formada s&o induzidas a se diferenciar em cementoblastos,
responséveis pela cementogése. O processo de deposi¢cdo de cemento é um pré-
requisito para a formacéo tanto do ligamento periodontal quanto do osso alveolar
(AL-HEZAIMI; AL-ASKAR; AL-RASHEED, 2011; VENEZIA et al., 2004).

Tal mecanismo de interacdo reciproca é observado no desenvolvimento
embrionério e também nos processos cicatriciais. A resposta normal de cicatrizagdo
comeca no momento em que o tecido é lesionado. O contato das plaquetas com o
colageno exposto provoca a liberacdo de fatores de coagulacdo bem como fatores
de crescimento e citocinas como o PDGF e TGF-B. Apés hemostasia, 0os neutrofilos
iniciam a fagocitose e, como parte desta fase da resposta inflamatoéria, o0s
macrofagos déo continuidade a esta fagocitose, além de liberar mais PDGF e TGF-
B. A partir dai fibroblastos migram para iniciar a fase proliferativa e depositam uma
nova matriz extracelular. A nova matriz de colageno entdo se organiza na fase final
da remodelacdo (DIEGLMANN; EVANS, 2004).

Os mecanismos envolvidos na cicatrizacdo cutanea na presenca da EMD
ainda ndo foram totalmente esclarecidos, mas tem sido mostrado que a aplicacao
local do produto estimula a angiogénese pela inducdo da secrecéo de VEGF, PDGF
e MMP2. De forma geral, a amelogenina estimula células mesenquimais a expressar
fatores importantes para a cicatrizacéo, crescimento e regeneracao (KAWASE et al.,
2001).

A EMD tem demonstrado ser consideravel promessa para a regeneragao
de defeitos periodontais quando aplicada na superficie radicular durante a cirurgia
periodontal, restaurando a funcdo do ligamento periodontal, cemento e 0sso
alveolar. Sabe-se que a EMD atua na formacdo de vasos sanguineos, tecidos de
granulacdo e acelera a cicatrizacdo de feridas, além de interferir na producéo de
inmeras citocinas e fatores de crescimento (ASPRIELLO et al., 2011).

Apesar de diversos estudos registrarem na literatura resultados positivos
associados a aplicacdo da EMD na regeneracao periodontal, 0 mecanismo de acéo
biolégica pelo qual a EMD influencia a cicatrizacdo ainda ndo € totalmente
esclarecido (AL-HEZAIMI; AL-ASKAR; AL-RASHEED, 2011; ASPRIELLO et al.,
2011; HAGENAARS et al., 2004; KASAJ et al., 2012; MIRASTSCHIJSKI et al., 2004;
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NOKHBEHSAIM et al., 2011b; SAKODA; NAKAJIMA; NOGUCHI, 2012; SCULEAN
et al., 2003).

2.6 CITOCINAS E FATORES DE CRESCIMENTO

Entre os mediadores inflamatorios encontra-se o TNF-a, citocina
conhecida por sua acdo pro-apoptotica em varios tipos de células, incluindo os
fibroblastos. A acao pro-apoptética do TNF-a € iniciada pela ligagdo ao seu receptor
(TNFR1), que estimula a montagem das proteinas associadas a morte e
subsequente ativacdo das proteases como cisteina, que fazem a media¢do da morte
celular (ZELDICH et al., 2007b). A capacidade da EMD de inibir apoptose induzida
por TNF-a corrobora a observacéo de ter um efeito similar as células osteoblasticas
MC3T3-E1 (HE et al., 2005). A nocgéo de que prevenir a sinalizacdo do TNF-a pode
minimizar os efeitos prejudiciais da inflamagcdo na gengiva ou na estrutura
periodontal ja foi sugerida (GRAVES; COCHRAN, 2003). Além do efeito mitogénico
da EMD nos fibroblastos gengivais, observou também que a EMD promove saude
gengival, prevenindo a morte das células em resposta aos mediadores inflamatorios
(ZELDICH et al., 2007b).

Myhre et al. (2006) testaram sangue de humanos com lipossacarideos e
pepitideoglicanos incubados com diferentes concentracdes de EMD ou um analogo
de cAMP. Seus resultados mostraram uma liberagdo atenuada de TNF-o e IL-8,
enquanto a liberagdo de IL-10 ndo foi alterada. Os resultados sugeriram que a EMD
limita a liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias induzidas por lipopolissacarideos e
peptideoglicanos no sangue humano. Khedmat et al. (2011) mostraram que a EMD
ndo promove a secre¢cdo de TNF-a e IL-1B, porém ela aumenta a atividade
fagocitaria dos macréfagos. Este estudo demonstra, ainda, que a EMD acelera a
cicatrizacao de feridas melhorando o curso da cicatrizacao.

TGF-B tem um papel central na cicatrizagao de feridas e suas isoformas
foram identificadas (CONDE et al., 2011; NOKHBEHSAIM et al., 2011b). O TGF-32
esta relacionado com a resposta inflamatoéria e subsequente cicatrizacdo durante o
processo de cura em feridas (CONDE et al., 2011). TGF-B1 facilita a migracao de

gueratondcitos da ferida e com sucesso na reepitelizacao e estimula os fibroblastos
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a depositarem novas proteinas da matriz extracelular que suporta células e vasos
em crescimento (NOKHBEHSAIM et al., 2011a).

As funcbes semelhantes do TGF-f e das BMP foram encontradas em
vérias fracbes da EMD (SUZUKI et al., 2005). Além disso, a EMD tem mostrado
aumentar a sintese de fatores de crescimento como TGF-1 (OKUBO et al., 2003;
PARKAR; TONETTI, 2004). Foi sugerido que o cemento e as atividades de
osteopromocdo da EMD sé&o induzidas pelo menos em parte por fatores de
crescimento (TAKAYAMA et al., 2005).

Achados in vitro mostraram que EMD modula uma variedade de tipos
celulares, dental ou ndo, de diferentes formas: o aumento dos niveis de cCAMP e
inducéo da sintese e secrecédo de TGF-B e IL-6. Em cultura de células do ligamento
periodontal e fibroblastos gengivais, estimula a proliferacdo de pré-osteoblastos e
diferenciagdo de osteoblastos imaturos (GESTRELIUS et al., 1997b;
LYNGSTADAAS et al., 2009).

A angiogénese é um processo de muitas fases, envolvendo degradacéao
proteolitica da matriz, migracdo, proliferacdo, alinhamento e formacédo tubular por
células endoteliais vasculares e maturacdo dos vasos recém-formados. Mais
estudos sdo necessarios para afirmar que EMD tem a habilidade de estimular um
espectro inteiro de processos molecular e celular que resultem na formacao de
novos vasos sanguineos (THOMA; COCHRAN, 2010).

O VEGF promove a cicatrizagdo de feridas regulando a permeabilidade
vascular, o fluxo das células inflamatérias para o sitio da injuria, migracdo e
proliferacdo de células endoteliais pré-existentes, e o recrutamento de células
derivadas da medula Ossea, progenitoras de endotélio. VEGF parece ter um
importante papel na remodelagéo 6ssea, atraido células endoteliais e osteoclastos e
estimulando a diferenciacdo de osteoblastos (NOKHBEHSAIM et al., 2011a). O
VEGF estimula a proliferacdo e migracdo de células endoteliais e tem efeito na
permeabilidade vascular quando ja existem microvasos, o que ocorre nas fases
iniciais da reparacgao da ferida, teoricamente seguida da deposicao de matriz rica em
fibrina, necessaria para a migracao celular.

Um dos mecanismos que tem sido propostos para a regulacdo da
cicatrizacdo da pele é a expressao de oOxido nitrico sintase induzido (INOS) neste
tecido. O INOS é produzido por uma variedade de células, incluindo musculos
esquelético e liso, fibroblastos e células epiteliais. O impacto do NOS na reparacéo
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da ferida pode ser atribuido a suas influéncias funcionais na angiogénese,
inflamacao, proliferacéo celular, deposicdo e remodelacdo da matriz (AL-HEZAIMI;
AL-ASKAR; AL-RASHEED, 2011).

Apesar de evidéncias cientificas demonstrarem o sucesso do uso do
Emdogain® em tratamentos periodontais, seu mecanismo de acdo em tecidos moles
permanece obscuro. Para o perfeito entendimento desta terapéutica, faz-se
necessaria a utilizacdo de modelos experimentais em animais, ja que o tecido
gengival é muito fino, o que torna dificil a obtencdo de uma quantidade suficiente de
tecido gengival como amostra, sendo necessario apenas para examinar a reacao do
tecido a EMD (KIM; TOMINAGA; TANAKA, 2005). Assim, a pele do dorso de ratos
vem sendo usada em alguns experimentos com o objetivo de avaliar, através desse
modelo, a expressdo de citocinas e mediadores inflamatérios que poderiam estar
envolvidos no mecanismo de agéo (KIM; TOMINAGA; TANAKA, 2005).
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3 HIPOTESE

A aplicacdo da matriz derivada de esmalte (EMD) favorece a cicatrizacao
de feridas cutaneas cirargicas em ratos Wistar, permitindo melhor vascularizacdo e
melhor qualidade de matriz extracelular em menor tempo de evolugéo, em relacdo a

feridas nao tratadas com o produto.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da matriz derivada do esmalte (EMD) (Emdogain®) na

cicatrizacdo de feridas cutaneas cirtrgicas em ratos Wistar.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Comparar a evolucdo clinica do processo de cicatrizacdo entre as
feridas cutaneas cirargicas tratadas com EMD;

« Avaliar histopatologicamente e histomorfometricamente a é&rea
cicatricial por quantificagdo da celularidade do infiltrado inflamatério e seccdes
vasculares nas areas em cicatrizagao;

» Avaliar os efeitos da EMD sobre a expressao de TNF-a, TGF-B e iINOS
in situ;

« Comparar os resultados obtidos com aqueles provenientes de
amostras tratadas com solucéo salina (Grupo controle).
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5 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido em cooperacdo com a Faculdade de
Ciéncias Médicas e da Saude de Juiz de Fora — Suprema e com o Centro de
Pesquisas S&o Leopoldo Mandic, Campinas, S&o Paulo onde foram delineados os
procedimentos operatérios experimentais. O experimento foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Juiz de
Fora, sob parecer n°® 064/2012 (Anexo A).

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados no experimento ratos Wistar (n = 25), com 6 a 8
semanas de idade, pesando de 250 g a 300 g, pertencentes a colonia da
Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram mantidos no biotério da
Suprema — Faculdade de Ciéncias Médicas e da Saude de Juiz de Fora em uma
sala com temperatura controlada (x 23 °C), e alojados em gaiolas individuais com
maravalha em um ciclo de luz de 12:12 (luzes acesas as 6:00), com racao peletizada

e agua ad libitum, onde foi realizada a confeccao cirurgica da lesao.

5.2 CONFECCAO CIRURGICA DA LESAO

Para realizagdo da ferida cirirgica, os animais foram anestesiados com
ketamina e xilazina (ket-a-XYL®, Agrovetmarket, Brasil) via intramuscular, nas doses
de 40 e 15 mg/kg respectivamente. Os mesmos foram colocados em decubito
ventral com as pernas fixadas a uma placa cirirgica e a regido dorsal foi
tricotomizada apos desinfeccdo com alcool a 70%. Com utilizacdo de laminas
cirirgicas n® 15c (Lamedid®, Barueri, Brasil), foram confeccionadas duas incisées
bilaterais e paralelas ao eixo central e longitudinal do dorso, com 4,0 cm de

comprimento até o tecido subcutaneo em profundidade incluindo a fascia muscular
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subjacente. As incisfes que se localizaram a esquerda constituiram o grupo teste

(Emdogain®) e a direita, o grupo controle (solucéo salina) (Figura 1).

Figura 1. Imagem representativa das incisdes paralelas no dorso do
animal.

Nas feridas de teste foi aplicado em dose Unica 0,7 ml de Emdogain® na
apresentacdo gel 30 mg/ml (instituto Straumann, AG, Basel, Suica), dentro das
bordas da incisdo, enquanto o grupo controle recebeu mesma quantidade de
solucdo salina. A seguir, as bordas foram fechadas com suturas simples
interrompidas (Nylon 6-0, Techno Fio®, Goiania, Brasil). A distancia entre as
perfuragbes da agulha ao longo da lesdo foi de aproximadamente 3 mm.
Imediatamente apds a sutura, foram colocados sobre as incisbes, respectivamente
nos grupos teste e controle, uma camada de gel e solugcdo salina, durante cinco
minutos. Apés o procedimento, os animais foram dispostos em gaiolas individuais.
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Os animais passaram pelo procedimento cirdrgico em dias diferentes.
Foram subdivididos em subgrupos (n = 5), determinados pela data da confeccdo da
lesé@o e todos os animais do experimento foram eutanasiados no 22° dia (Tabela 1),

por questao operacional.

Tabela 1. Divisdo dos grupos de acordo com o periodo de cicatrizacdo

Grupos Tempo Pés-cirdrgico n
I 21 5
Il 14 5
1] 7 5
v 3 5
V 1 5

5.3 ACOMPANHAMENTO MACROSCOPICO DAS FERIDAS

As feridas foram avaliadas macroscopicamente e fotografias digitais foram
realizadas antes da eutanasia, com a utilizacdo de camera de alta resolucao (Canon,
Japéao) com foco fixo.

Os animais foram avaliados no 1°, 3°, 7°, 14° e 21° dias de pdOs-operatério,
através da andlise macroscopica da presenca de tecido de granulacdo, reducédo da
area da lesao, crosta e coloracdo da lesdo, comparando grupos teste e controle.

5.4 EUTANASIA E OBTENCAO DAS AMOSTRAS CUTANEAS

Ao 22° dia do inicio do experimento, todos os animais sofreram eutanasia
por aprofundamento anestésico com ketamina e xilazina, dobrando a dose utilizada
para a confeccao cirdrgica da lesé@o. Foi realizada excisao do tecido incluindo 0,5 cm
de pele adjacente as bordas da ferida em cicatrizagdo bem como todo o tecido

cicatricial em profundidade, tanto da ferida tratada quanto da ferida néo tratada. As
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amostras teciduais excisionadas foram fixadas em formol 10% (pH 7) por periodo

minimo de 24 horas, antes de seguirem para processamento histolégico.

5.5 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

O material foi colocado em cassetes e submetido a seis banhos em alcool
de 95% para ser desidratado. Em seguida, passou por trés banhos de xilol para ser
diafanizado. Logo apos, passou por dois banhos em parafina a 48 °C. A inclusédo do
material foi feita em recipientes contendo parafina liquida a 50 °C. Os blocos de
parafina foram cortados no micré6tomo modelo CUT 4060 da marca Slee Mainz
(Mainz, Alemanha) para a obtengao dos cortes do material com espessura de 4 pum.
A “pesca” foi realizada em recipiente com agua a 50 °C, evitando a ocorréncia de
microdobras, com a lamina mergulhada na agua para coletar os cortes. A secagem
foi realizada em estufa a 70 °C.

Depois de confeccionadas as laminas histoldgicas, 50 foram separadas
para realizagdo da coloracdo de rotina com hematoxilina e eosina (HE) e 150 foram
destinadas a realizacdo de imunoistoquimica, sendo estas ultimas silanizadas.

A coloracao de rotina (hematoxilina e eosina) (LUNA, 1968) foi utilizada
para avaliagdo morfoldgica dos cortes histoldgicos, na qual os nicleos coram-se em
azul escuro (basofilicos) e o citoplasma em réseo (eosinofilicos).

Para a coloracao foi realizado o seguinte protocolo:

« Trés banhos em xilol para desparafinizagdo por cinco minutos cada;

« Trés banhos em &lcool 95% por cinco minutos cada;

« Lavagem da lamina em 4gua corrente durante trés minutos;

« Coloracédo pela hematoxilina (corante basico) durante cinco min;

« Lavagem da lamina em agua corrente durante cinco minutos;

» Coloracéo, pela eosina (corante acido) durante dois minutos;

« Lavagem rapida em agua;

« Trés banhos em alcool 99,5% para desidratacdo do corte por dois
minutos cada;

» Dois banhos em xilol, trés minutos cada.
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Apds coloracdo foi feita a montagem final utilizando-se Entelan® e

laminula.

5.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA DESCRITIVA

A partir da andlise das amostras coradas por HE foi realizada a descricédo
microscopica geral da area em cicatrizagdo. A avaliagdo foi realizada por dois
diferentes observadores com experiéncia e formacdo em histopatologia,
acompanhados por alunos. Os cortes foram observados em microscopio Optico
(Zeiss, Berlin, Alemanha) acoplado a camera Axiostar Plus, em aumentos de 20x,
40x, 100x, em toda sua extensdo. A partir desta avaliagdo, foi selecionada para
captura digital (programas Axiovision e ZEN Lite 2012®, Zeiss, Berlin, Alemanha),
uma regido do corte que abrangesse todas as camadas da pele em cicatrizacdo, em
aumento de 100x, fornecendo assim uma observacdo panoramica da regido em
reparo.

A descricdo histopatolégica realizada a partir da imagem panoramica
baseou-se nos critérios de qualidade e amadurecimento do tecido cicatricial
(organizacéo e densidade de fibras colagenas na matriz extracelular), intensidade e
celularidade do infiltrado inflamatdrio e reepitelizagdo e angiogénese.

5.7 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Para analise histomorfométrica, quatro regides ao longo da area cicatricial
foram selecionadas para captura digital em aumento de 400x (programa ZEN Lite
2012®, Zeiss, Berlin, Alemanha). As regides, sequencialmente, corresponderam a
superficie da incisdo, abrangendo a epiderme ou correspondente a sua localizagéo,
além de trés regides na derme (derme papilar, derme reticular e tecido subcutaneo
sobre a fascia muscular). As areas capturadas para histomorfometria encontram-se

destacadas na Figura 2.
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Ressalta-se que as andlises foram realizadas exclusivamente no tecido

de granulacao, excluindo-se as areas de tecido maduro correspondente a pele nao
cicatricial remanescente.
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Figura 2. Areas selecionadas para captura e realizacdo de histomorfometria. Superficie da
incisdo com epiderme e derme papilar (1); derme reticular | (2), derme reticular Il (3) e regido

profunda, subcutanea e muscular (4). Imagem realizada a partir da interface do programa
axiovision.

5.7.1 Quantificacdo semiautomatica do infiltrado inflamatorio

A contagem dos elementos celulares polimorfonucleares e
mononucleares foi realizada a partir das imagens capturadas em 400x, por meio de
selecdo manual. Foram excluidos aqueles leucocitos intravasculares e em

rolamento. Os valores absolutos obtidos em cada amostra foram somados e o
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resultado foi expresso por média aritmética simples (+ DP), assim como o total das

contagens de cada grupo.

5.7.2 Quantificacdo semiautomatica de seccdes vasculares

A partir das andlises das imagens capturadas em 400x, foi realizada
manualmente a contagem de sec¢des vasculares por campo, considerando-se um
valor absoluto por luz observada, independente do calibre e da incidéncia de corte.
Os valores obtidos em cada amostra foram somados e o resultado foi expresso por

média aritmética simples (+ DP), assim como o total das contagens de cada grupo.

5.7.3 Histomorfometria automatica da matriz extracelular colagenosa

A determinacdo da quantidade de colageno depositada na matriz
extracelular foi realizada por meio de selecdo automatica a partir do programa ZEN
Lite 2012°® (Figura 3). Os valores foram expressos em pm? e o total de cada amostra
foi somado e o resultado foi expresso por média aritmética simples (x DP), assim

como o total das contagens de cada grupo.
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Figura 3. Marcacdo automatica da area de fibras de colageno, coloracdo HE, no programa
ZEN Lite 2012®

5.8 EXPRESSAO IN SITU DE TNF-a, INOS, TGF-B2 POR IMUNOISTOQUIMICA

A imunoistoquimica foi realizada utilizando o complexo estreptoavidina-
biotina peroxidase com o sistema Starr Trek Universal HRP Detection® (Biocare
Medical, Califorinia, EUA). A técnica foi utilizada para detec¢do da expressédo de
TNF-a, INOS, TGF-B2. O método incluiu as seguintes etapas:

» Desparafinizacdo em estufa a 60 °C por 30 minutos;

» Desparafinizagdo em xilol I, II, lll, cinco minutos cada,;

* Reidratacdo em alcool 100%, 90%, 70%, trés minutos cada,

« Banho em agua destilada por cinco minutos;

« Bloqueio com perioxidase endégena (H202 + metano): dois banhos de
30 minutos cada;
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» Recuperacdo antigénica: aquecer em banho maria (95 °C) com PBS
por quarenta minutos;

* Resfriamento por 20 minutos (temperatura ambiente);

+ Banho em PBS por um minuto;

« Background sniper: adicionar quatro gotas e incubar por 15 minutos;

« Remocgéao do excesso;

* Incubacdo com anticorpo primario (Santa Cruz Biotechnology,
Califérnia, EUA) por uma hora;

+ Banho em PBS: dois banhos de trés minutos cada,

« Link Universal Trekkie: quatro gotas. Incubar por 20 minutos;

+ Banho em PBS: dois banhos de dois minutos cada;

« Trek Avidim — HRP label: estreptavidina. Dez minutos em temperatura
ambiente;

« Banho em PBS: dois banhos de trés minutos cada;

+ Betazoid DAB Chromogem: uma gota (DAB) e um ml de tampéao
substrado por cinco minutos;

« Banho em agua destilada: dois banhos de dois minutos cada;

« Banho em PBS por um minuto;

« Contra-coloracdo com hematoxilina por dois minutos;

» Banho em H204: dois banhos de doi minutos cada;

« Banho em PBS por um minuto;

» Desidratagdo em &lcool 100%: trés banhos de um minuto cada;

» Desidratacdo em xilol: trés banhos de um minuto cada,

« Montagem da lamina com Entelan® e laminula.

O controle da reacdo imunoistoquimica foi realizado comparando-se
células marcadas e ndo marcadas em um mesmo campo Microscopico.

Imagens de campos analisados foram obtidas usando o sistema de
andlise de imagem computadorizada ZEN Lite 2012®. Foi realizada captura de
imagens de todos os cortes em 400x com camera digital do microscopio Axiostar
Plus (Zeiss, Berlin, Alemanha).

A avaliacdo microscopica foi realizada por meio do programa ZEM PRO
2012® e foram consideradas positivas aquelas células com colocaracdo castanha

intracitoplasmatica. Os resultados foram expressos em média + DP.
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5.9 ANALISE ESTATISTICA

A partir do programa SPSS for Windows 16, foi utilizado o teste ANOVA
para analise de variancia, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Os resultados
referentes ao estudo e a comparacdo das variaveis envolvidas nos ensaios foram
expressos em numeros inteiros ou média + desvio padrao (DP).

Foram avaliados 5 feridas controle e 5 feridas tratadas de cada dia de pés
operatorio. Cada ferida foi analisada em 4 campos distintos por 2 observadores com
experiéncia e formagcdo em histopatologia, gerando um total de 20 campos

analisados.
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6 RESULTADOS

6.1 ACOMPANHAMENTO MACROSCOPICO DA CICATRIZACAO

Na avaliacdo macroscopica da lesdo, foi observado que as feridas
apresentaram cicatrizacdo mais rapida no grupo tratado em comparacéo aquelas do
grupo controle, sendo que diferenca foi mais evidente no periodo entre os dias 14 e
21 (Figuras 4D e 4E, respectivamente).

Nos estagios iniciais, nos dias pos-operatorios 1 e 3 (Figuras 4A e 4B,
respectivamente) foram observadas hiperemia e edema, caracteristicas compativeis
com o estagio do processo de cicatrizacdo fisiolégica, sem diferenca entre os
grupos.

Apbés o 7° dia da cirurgia as feridas do grupo tratado apresentaram
cicatrizacdo discretamente melhor que as do grupo controle com coaptacdo dos
bordos e resquicios de crosta, enquanto que no grupo controle as feridas ainda
exibiam areas hipirémicas intercaladas com formagéo de crosta umida (Figura 4C).

J& ao 14° dia p6s-operatorio observou-se retracdo maior da ferida tratada
guando comparada a ferida do grupo controle, além da persisténcia da hiperemia no
grupo controle em relacéo ao grupo teste (Figura 4D).

Apods 21 dias de pds-operatério a ferida tratada apresentou-se quase
completamente cicatrizada, ao contrario do grupo controle no qual a cicatriz ainda

era evidente (Figura 4E).
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Figura 4. Aspecto macroscopico da cicatrizacdo das feridas cutaneas cirdrgicas. Lesao
esquerda: grupo tratado; lesdo direita: grupo controle. (A) Primeiro dia apds a cirurgia. Ambas
as feridas cirlrgicas exibem bordas cruentas. (B) Terceiro dia ap0s a cirurgia. Observam-se
bordas mais coaptados no grupo tratado. (C) Sétimo dia ap6s a cirurgia. Destaca-se a crosta
mais imatura na ferida ndo tratada. (D) Décimo quarto dia ap6s a cirurgia. Observa-se maior
retracdo da ferida no grupo tratado. (E) Vigésimo primeiro dia apés a cirurgia. A linha cicatricial
€ evidente no grupo controle enquanto ha cicatrizacdo quase total do grupo tratado.

6.2 ANALISE HISTOPATOLOGICA DESCRITIVA E HISTOMORFOMETRIA

O numero de vasos neoformados no grupo controle e tratado foi
semelhante nos estagios iniciais de cicatrizacdo. No entanto, ao 3° dia de pos-
operatorio os vasos do grupo tratado eram mais maduros quando comparados ao
grupo controle (Figura 5C). Ao sétimo dia de pds-operatdrio a angiogénese foi mais
evidente no grupo tratado em relacdo ao grupo controle, apresentando um maior
namero de vasos neoformados (Figura 5D). Apds 14 dias da cirurgia a formacao

vascular se mostrava muito mais evidente no grupo tratado.



predominio de neutréfilos (setas azuis), intensa angiogénese (asterisco) e formacgéo fibrinosa
(cabeca de seta). Grupo controle. Terceiro dia pés-operatdrio. (B) Observa-se angiogénese (X)
e fibras colagenas (setas). Grupo controle. Sétimo dia pos-operatério. (C) Infiltrado inflamat6rio
com predominio de linfdcitos (setas), angiogénese (asterisco) e formacao fibrinosa (cabeca de
seta). Grupo tratado. Terceiro dia p6s-operatério. (D) Observam-se vasos neoformados mais
maduros em relacdo as amostras ndo tratadas (X) e fibras coldgenas mais densas (setas).
Grupo tratado. Sétimo dia pos-operatério. Coloragdo por hematoxilina e eosina. Aumento
original de 400x.
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Foi evidente a prevaléncia da formacdo de novos vasos sanguineos no
grupo tratado quando comparado ao grupo controle, sendo esta diferenca

minimizada ao 21° dia de pos-operatorio (Grafico 1).

Grupos

B Grupo Cortrole
[[] Grupo Expetimertal

Quantidade de vasos/icampo microscopico

dias

Grafico 1. Quantidade de secc¢Bes vasculares por campo microscépico. Foi observada diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) no 14° dia de pds-operatério. Resultados expressos em média
aritmética.

O processo de cicatrizacdo das feridas cutaneas foi melhor no grupo
tratado quando comparado ao grupo controle em todos os tempos de pds-operatorio,
exceto ao 1° dia, no qual a cicatrizagdo em ambos 0S grupos apresentava aspectos
semelhantes e consistentes com a fase inicial da cicatrizacao fisiologica.

Foi possivel observar que ndo houve diferenga significativa na contagem
de leucdcitos entre 0s grupos, tratado e controle em nenhum tempo de cicatrizacao
(Grafico 2).
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Grafico 2. Quantidade de leucécitos por campo microscépico. Nado foi observada diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos. Resultados expressos em média aritmética.

No dia 3 de pdés-operatério foi observada uma maior cobertura superficial
pelo codgulo no grupo tratado em relacdo ao grupo controle, além da maior
presenca do infiltrado inflamatorio no grupo tratado (Figura 6D).

Ao 7° dia de poOs-operatério as bordas epiteliais e as camadas dérmicas
do grupo tratado se mostravam mais estaveis enquanto, no grupo controle as feridas
ainda eram preenchidas por tecido cicatricial imaturo. O tecido de granulagéo das
dermes papilar e reticular estava denso e mais maduro no grupo tratado, nao
havendo diferenca no grau de reepitelizacdo entre os grupos, tratado e controle.
(Figura 6B e 6F, respectivamente).

O tecido subcutaneo do grupo controle ao 14° dia apresentou maior
desorganizagdo do plano muscular. Foi possivel observar reepitelizacdo e formagéo
de queratina em ambos 0S grupos, porém a organizacdo da arquitetura celular era

maior no grupo tratado, além de evidente maior maturacdo da camada subepitelial
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no grupo tratado quando comparado ao grupo controle (Figuras 6C e 6G,
respectivamente).

Apbés 21 dias de pbs-operatério, ambos 0s grupos apresentavam
reepitelizacdo e formacdo da camada de queratina semelhantes, porém no grupo
tratado foi possivel notar a formacdo de anexos epidérmicos, ao contrario do grupo
controle. Ainda observaram-se fibras musculares evidentes e organizadas no grupo

tratado quando comparado ao grupo controle (Figuras 6H e 6D, respectivamente).

N

Figura 6. Corte histolégico de amostra cuténea de ratos Wistar. (A) Observa-se menor cobertura
superficial de coagulo. Grupo controle. Terceiro dia p6s-operatdrio (B) Observa-se reepitelizagao.
Grupo controle. Sétimo dia pos-operatério. (C) Nota-se menor fechamento da ferida. Grupo
controle. Sétimo dia poés-operatorio (D) Observa-se formagdo de camada muscular. Grupo
controle. Vigésimo primeiro dia pds-operatério. (E) Nota-se maior cobertura superficial de coagulo.
Grupo tratado. Terceiro dia pos-operatorio. (F) Observam-se bordas epiteliais e camadas da derme
mais estaveis. Grupo tratado. Sétimo dia pos-operatério. (G) Destaca-se maior fechamento da
ferida. Grupo tratado. Décimo quarto dia pés-operatorio. (H) Destaca-se formagdo de anexos
epidérmicos na éarea cicatricial e camada muscular mais organizada e madura. Grupo tratado.
Vigésimo primeiro dia pés-operatério. Coloragcdo por hematoxilina e eosina. Aumento original de
100x.

A analise automética da deposicéo de colageno na matriz extracelular foi
semelhante em ambos os grupos nos dias 3 e 7, quando gradualmente, as amostras
provenientes do grupo teste exibiram aumento dos feixes de colageno. Este
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aumento foi visivelmente expressivo entre os dias 7 e 14. A partir deste dia,
observou-se discreto aumento no grupo teste (do dia 14 para o dia 21) e pequena

reducao no grupo controle (no mesmo intervalo de tempo) (Figura 7).

Figura 7. Imagem de corte histolégico corado em HE. Destaca-se a formacéo de colageno na
area cicatricial. Aumento original de 400x.

A area de deposicdo de feixes de colageno, em um?, encontra-se

representadas no grafico 3.
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Gréfico 4. Area de colageno por um?. Foi observada diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos nos dias 14 e 21 pds-operatério (p < 0,05). Resultados expressos em média
aritmética.

6.3 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Ao 7° dia, 20% das células inflamatérias estavam marcadas positivamente
para iINOS no grupo controle e, no grupo tratado, 70% destas células estavam
marcadas positivamente pela expressao de iNOS. J4 ao 14° dia, a marcagdo para

INOS foi de 20 e 80% para os grupos controle e tratado, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Expressdo positiva de iINOS (seta preta) e células inflamatdrias ndo marcadas
positivamente para iNOS (seta azul). (A) Grupo controle. Sétimo dia pds-operatério. (B) Grupo
controle. Décimo quarto dia pds-operatério. (C) Grupo tratado. Sétimo dia pés-operatdrio. (D)
Grupo tratado. Décimo quarto dia pés-operatério. Aumento original de 400x.

Observou-se através da andlise imunoistoquimica maior expressdo de
INOS no grupo tratado quando comparado ao grupo controle, sendo essa diferenca

significativa nos dias 3, 7, 14 (Gréfico 4).
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Grafico 5. Quantidade de células que expressaram positivamente iINOS por um?2. Foi
observada diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) ao terceiro, sétimo e décimo
quarto dias de pés-operatério. Resultados expressos em média aritmética.

No dia 7, 60% das células inflamatérias estavam marcadas positivamente
para TGF-f2 no grupo controle, enquanto 80% destas células eram marcadas
positivamente no grupo tratado. Ja no dia 14, 80% das células estavam marcadas

positivamente para TGF-$2 no grupo controle e 90% no grupo tratado (Figura 9).
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Figura 10. Expressao positiva de TGF-B2 (seta preta) e células inflamatérias ndo marcadas
positivamente para TGF-B2 (seta azul). (A) Grupo controle. Sétimo dia pds-operatério. (B)
Grupo controle. Décimo quarto dia pés-operatério. (C) Grupo tratado. Sétimo dia pos-
operatorio. (D) Grupo tratado. Décimo quarto dia pés-operatério. Aumento original de 400x.

A analise imunoistoquimica para TGF-f2 ndo mostrou diferenca
significativa entre os grupo tratado e controle em nenhum tempo de pds-cirurgico
(Gréfico 5).
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Gréafico 6. Quantidade de células que expressaram positivamente TGF-2 por campo microcépico.
N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos. Resultados

expressos em média aritmética.

Foi realizada ainda a analise imunoistoquimica para deteccdo de TNF-a

(Figura 10).
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Figura 11. Imagem representativa de corte histolégico marcando a expressdo positiva (seta
preta) para TNF-a e células inflamatérias ndo marcadas positivamente para TNF-a (seta azul)
através do processo de imunoistoquimica. Aumento original de 400x.

A analise imunoistoquimica revelou diferenca estatisticamente
significativa na expressdo de TNF-a (p = 0,022) do dia 3 para os dias 7 e 14 (p =
0,06 e p = 0,043, respectivamente), entretanto, os dias 7 e 14 ndo se diferenciam
entre si (p > 0,05). Nao foi encontrada diferenga estatisticamente significativa entre
0s grupos nos periodos de tempo analisados, apesar de ser observada modulacao
da expresséao desta citocina no grupo tratado a partir do dia 7 e mais evidente no dia
14 (Grafico 6).
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Grafico 7. Numero de células que expressaram positivamente TNF-o por campo microscopico.
N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) quando comparados o0s
intervalos de tempo entre 0s grupos. Resultados expressos em média aritmética.
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7 DISCUSSAO

A EMD gel, através de vérios estudos, se mostrou eficiente na
cicatrizacdo de tecidos moles (AL-HEZAIMI et al., 2012; MIRASTSCHIJSKI et al.,
2004). No presente estudo, foi avaliada a efetividade da EMD gel na cicatrizacdo de
feridas cuténeas cirtrgicas em ratos Wistar nos dias 1, 3, 7, 14 e 21 de pds-cirlrgico,
Foram observadas as camadas epitelial, derme papilar, dermes reticulares | e Il e
tecido subcutaneo, incluindo o plano muscular. Ratificando resultados de estudos
anteriores, foi observado que a EMD gel acelera a cicatrizagdo de tecidos moles
(MIRASTSCHIJSKI et al., 2004). Notou-se que a EMD gel aumentou a quantidade
de tecido de granulacédo além de acelerar a completa reepitelizacdo de formacéo de
anexos epidérmicos.

Os resultados do presente estudo demonstraram que no periodo préximo
ao dia 7 até o dia 14 houve significativa deposicdo de coldgeno em ambos os
grupos, porém destacadamente mais intensa no grupo tratado. Entre os dias 7 e 14
houve estabilizacdo da quantidade depositada, sugerindo que, apdés alta atividade de
sintese, a matriz extracelular entrou em sua fase de remodelamento. Observa-se
gue a deposicdo de colageno independe dos niveis de TGF-$2 nas amostras
estudadas, sugerindo que a EMD gel estimula a sintese da matriz extracelular por
outra via.

Fibroblastos migram para iniciar a fase proliferativa da cicatrizacdo e
depositam uma nova matriz extracelular. A nova matriz de colageno entdo se
organiza na fase final da remodelacdo (DIEGELMANN; EVANS, 2004). Nos
primeiros dias de poés-operatério ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre 0s grupos, entretanto existiu diferenca estatistica em funcdo do
tempo dentro do mesmo grupo, durante todo o periodo pds-operatério. O colageno
tipo | predomina na matriz extracelular de humanos além de predominar também no
periodonto (SCHROEDER, 1986).

Mirastschijski et al. (2004) avaliaram o tempo de cicatrizacdo em feridas
circulares com 2 cm de diametro e espessura total na pele de coelhos e observaram
gue a cicatrizacdo ocorreu duas vezes mais rapida no grupo tratado com EMD gel
quando comparada ao grupo controle. Os pesquisadores ainda notaram maior

formacao e resisténcia do tecido de granulacdo no grupo tratado, assim como menor
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formacdo de cicatriz, mais rapido fechamento da ferida com cobertura epitelial e
maior maturidade da arquitetura do tecido cicatricial no grupo tratado quando
comparado ao grupo controle, mostrando uma cicatrizacdo avancada no primeiro
grupo (MIRASTSCHIJSKI et al., 2004). Na pesquisa de Mirastschijski et al. (2004) a
analise histopatoldgica ocorreu apenas ao 28° dia de pds-operatério, enquanto no
presente estudo esta avaliagdo aconteceu ao 1°, 3°, 7° 14° e 21° dias de pos-
operatorio. Além disso, nesta pesquisa a EMD gel foi aplicada tanto entre as bordas
da ferida quanto topicamente, apés a sutura.

A absorcao tanto pela hidroxiapatita e colageno, quanto pela raiz exposta
da EMD gel no tratamento periodontal forma um complexo esférico que permanece
detectavel no sitio tratado por até 4 semanas apoés a aplicacdo (HAMAMOTO et al.,
2002; SCULEAN et al., 2002). Porém, ndo se sabe por quanto tempo as proteinas
da EMD gel permanecem dentro da ferida cutanea, sendo que a aproximagao dos
bordos da ferida e sutura podem ter atuado como fator de protecdo para sua acao
prolongada nas camadas mais profundas do tecido.

Em outros estudos, observou-se que a aplicacdo topica da EMD gel
acelerou a cicatrizagdo de tecidos, além de reduzir o desconforto do pés-operatorio
(LYNGSTADAAS et al., 2009; WENNSTROM; LINDHE, 2002). De acordo com
Weinberg et al. (2010), a EMD gel induz a proliferacdo de células fibroblasticas e
aumenta o recrutamento de células mesenquimais, porém tem efeito citostatico para
células epiteliais, ao contrario dos resultados do presente estudo que mostrou a
cicatrizagcéo acelerada em tecido cutaneo tratado com EMD gel.

Sabe-se que a EMD gel aumenta a angiogénese, formacao de tecido de
granulacao e proliferacdo de fibroblastos através de VEGF, PDGF, IL-6 e MMP-2
(LYNGSTADAAS et al., 2009; MIRASTSCHIJSKI et al., 2004; SUZUKI et al., 2005).
Além disso, promove maior propagacdo e proliferacdo de células epiteliais
acarretando na cicatrizacdo mais rapida (AL-HEZAIMI et al., 2012;
MIRASTSCHIJSKI et al., 2004). Tal afirmacéo foi ratificada no presente estudo no
qual, a partir do dia 7 observou-se maior fechamento da ferida no grupo tratado
guando comparado ao grupo controle. Ao avaliar todos os periodos de poés-
operatdrio tanto no grupo tratado quanto no controle, foi possivel notar que todas as
camadas da pele apresentaram maturidade e organizagdo da sua estrutura, mais

precoce no grupo tratado.
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A EMD gel auxilia na cicatrizacdo devido ao seu efeito antibacteriano
(ARWEILER et al., 2002; NEWMAN et al., 2003; SCULEAN et al., 2001; VOWDEN et
al., 2006). Parkar e Tonetti (2004) relataram o efeito anti-inflamatorio da EMD gel a
partir da diminuicAo de genes inflamatérios enquanto genes relacionados a
moléculas que promovem o reparo e o crescimento aumentam. No presente estudo
nao foi encontrada diferenca significativa na expresséo de TGF-2 entre oS grupos
tratado e controle.

A EMD gel desencadeia a expressao de varios fatores envolvidos no
processo de cicatrizagdo, crescimento e regeneragdo por células mesenquimais
(LYNGSTADAAS et al., 2009; RESELAND et al., 2006).

Para uma boa cicatrizacéo € preciso a formacao de tecido de granulacéo,
0 qual depende da angiogénese que se mostra de grande importancia para tal
processo. VEGF é um fator de crescimento diretamente relacionado a neo-
angiogénese e a modulacdo do recrutamento e atividade dos osteoblastos e
osteoclastos. Aléem disso, estimula osteoblastos através da modulacdo de outros
fatores osteoindutores como TGF-B1, fator de crescimento semelhante & insulina 1
(IGF-1) e fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF-2) (CARANO; FILVAROFF,
2003). Foi observado, imunoistoquimicamente, que a expressdo de VEGF e a
densidade dos vasos aumentou significativamente nas bolsas periodontais tratadas
com EMD gel apés 48 horas da sua aplicacdo (ASPRIELLO et al.,, 2011). Os
resultados histolégicos do presente estudo mostraram que o sitio tratado com EMD
gel teve um incremento da angiogénese, principalmente no dia 14 de pds-operatorio.

TGF-B2 é uma citocina pleiotropica que estimula a regulacdo da funcéo
vascular, hemostasia, facilita a migracdo de queratinécitos da ferida e, além de uma
reepitelizacdo bem sucedida, estimula os fibroblastos a depositarem novas proteinas
da matriz extracelular que suportam o crescimento celular e de vasos na
angiogénese (NOKHBEHSAIM et al., 2012). O presente estudo mostrou maior
namero de células marcadas positivamente para TGF-2 no grupo tratado, porém a
diferenca entre este grupo e o grupo controle n&o foi estatisticamente significativa.

O INOS apresenta um importante papel no reparo tecidual participando da
angiogénese, proliferacdo celular, deposicdo de matriz e remodelacdo, sendo
sugerido como um dos fatores relacionados a cicatrizacdo da pele e do muasculo
(FILIPPIN et al., 2011; PAULSEN; WURSTER; NANNEY, 1998). Al-Hezaimi et al.
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(2012) avaliaram os efeitos da EMD gel em feridas cutaneas no dorso de
porquinhos-da-india ao 5°, 20° e 35° dias de pés-operatdrio. A avaliacdo histologica
dos pesquisadores revelou um maior fechamento da ferida nos sitios tratados com
EMD gel, além de maior formacdo e organizacdo de tecido conectivo e plano
muscular, sugerindo que a modulagéo dos niveis de iINOS poderiam ter promovido a
cicatrizacao.

Até este momento, o presente estudo foi o Unico que avaliou
imunoistoquimicamente os niveis de INOS no tratamento de feridas cutdneas com
EMD gel, sugerindo que o aumento dos niveis de INOS auxiliam na reducdo do
tempo de cicatrizacao destas feridas.

TNF-ao é uma citocina pré-inflamatéria que induz a apoptose de
osteoblastos e também reduz a producéo de colageno tipo | (CHUA et al., 2002). A
EMD gel demonstra propriedades anti-inflamatorias e, no sangue, a liberacdo de
TNF-a € reduzida pela presenca de EMD gel (MYHRE et al., 2006). No presente
estudo, a expressdo de TNF-a foi avaliada in situ. Foi avaliado o niumero de células
gue expressaram TNF-o em todos os periodos de pdés-operatério. Notamos que,
apesar da reducédo da expressdo de TNF-a no grupo tratado em relagdo ao grupo
controle, a diferengca ndo foi estatisticamente significativa entre 0os grupos em
nenhum periodo de cicatrizacdo. Porém a diferenca foi significativa entre os tempos
de pés-operatério em ambos 0s grupos.

Dentre os mediadores inflamatoérios periodontais, o0 TNF-a. é a citocina
onipresente, conhecida por sua acdo pro-apoptética em varios tipos celulares,
incluindo fibroblastos (REID; LOUIE; HELLER, 1994; WAJANT; PFIZENMAIER,;
SCHEURICH, 2003; WALLACH et al., 1997). Além do efeito mitogénico da EMD gel
em fibroblastos gengivais (ZELDICH et al., 2007b), observou-se que a EMD gel
previne a morte celular em resposta a mediadores inflamatérios (ZELDICH et al.,
2007a). A prevencdao da sinalizacdo do TNF-a pode minimizar os efeitos prejudiciais
da inflamacéo gengival e promover a cicatrizacdo (GRAVES; COCHRAN, 2003).

No presente estudo, o tratamento com a EMD gel foi eficaz no controle
dos niveis de TNF-a in situ a partir do dia 7 até o dia 14, e, apesar de ser observada
maior expressao desta citocina no grupo néo tratado, ndo foram observadas

diferencas significativas de tempo analisados.
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Al-Hezaimi et al. (2012) observaram ainda uma relacdo da aplicacédo da
EMD gel com a maturidade e organizacdo do plano muscular. O presente estudo
mostra esta estabilidade do plano muscular encontrada no grupo tratado. Ao 14° dia
de cicatrizacdo foi possivel notar no grupo tratado uma maior maturidade e
organizagcdo do plano muscular no grupo tratado quando comparado ao grupo
controle. A diferenca entre os dois grupos se mostra ainda mais evidente ao 21° dia
de cicatrizacdo. Dessa forma, observa-se que nas amostras do presente estudo a
EMD gel atuou positivamente na cicatrizacdo nao apenas da pele, mas também do
plano muscular, induzindo a sua regeneracao. Sugere-se entao, a partir da presente
pesquisa, que a EMD gel induz a sintese de fatores envolvidos na formacdo de
fibras musculares, incluindo o iINOS, abrindo portas para novos estudos que possam

pesquisar esta atuacao.
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8 CONCLUSAO

A EMD gel melhorou e acelerou a cicatrizacdo de feridas cutaneas nas
amostras do presente estudo, inicialmente potencializando a angiogénese e a
deposicao de colageno, modulando a producdo de NO via INOS em fase mais tardia
do reparo.
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PRO-REITORIA DE PESQUISA/UEIE = ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL
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Abstract

Background: Enamel matrix derivative (EMD) is a protein extract originally
applied to regenerate lost periodontal tissues. Recently, EMD has also been
used for soft tissue wound healing. However, detailed information on the effects
of EMD during the healing phases of soft tissue wounds is needed. Methods: In
the present study, we conducted a time-course histological analysis of the
effects of EMD on the healing process of soft tissue wounds. Two 4.0 cm-long
parallel incisions extending to the muscular layer were made on the back of the
Wistar rats. EMD was applied in the left incision and saline solution was applied
in right incision. The rats were euthanized 1, 3, 7, 14, and 21 days after
wounding and the healed area was removed for histomorphometrical and
immunohistochemical analyses. Results: Macroscopically, the experimental
wounds healed faster and better than the control wounds. Histological analysis
revealed that the healing process of the experimental wounds was better at all
time-points staring at day 3. The number of iNOS positively-stained
inflammatory cells was superior in the experimental group than in the control
group at days 7 and 14, and the difference in the number of TGF-B1 positive
cells was less pronounced between the experimental and control groups.
Conclusions: These results indicate that EMD accelerates and improves the
healing process of skin wounds, by affecting the organization and maturation of
all the skin layers reducing the inflammatory response and increasing
angiogenesis.

Keywords: enamel derivative matrix, regeneration, immunohistochemistry
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Background

The regeneration of tooth supporting tissues lost by periodontal disease
has been an important goal of periodontal treatment [1]. Several approaches
have been classically proposed to achieve this goal including the use of grafting
materials and barrier membranes [1]. More recently, biologic mediators, such as
enamel matrix derivative (EMD), have also been applied for periodontal
regeneration [2,3,4). EMD was originally described as a protein extract capable
of regenerating root cementum and consequently promoting the formation of a
new periodontal ligament and alveolar bone [2,3,5,6]. In fact, a number of
animal and clinical studies have demonstrated that EMD can successfully
regenerate lost periodontal tissues in intrabony defects, class Il furcation
defects, and dehiscence defects [1,2,7,8]. Furthermore, EMD has been
combined with coronally advanced flap for root coverage procedures, and
recent evidence has demonstrated that this combined approach yields
predictable long-term results [9,10]. In addition to the regenerative effects of
EMD on the periodontal tissues it has been described that EMD gel application
has a positive effect on post-operative symptoms and soft tissue healing
[11,12). When compared to other surgical regenerative procedures, EMD
application results in less pain and post-operative swelling [1,12,13], which
could be attributed to the anti-inflammatory effects of EMD [14], since EMD
down-regulates the expression of genes involved in the early inflammatory
phases of wound healing [15). Likewise, the anti-inflammatory effect of EMD
could explain the improved healing of gingival tissue and skin wounds [16,17].
Another possible mechanism behind the healing effects of EMD is that it

stimulates angiogenesis by inducing secretion of vascular endothelial growth
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factor (VEGF), and other molecules involved in the healing process such as
platelet-derived growth factor (PDGF), intefleukin6 (IL-6) and matrix
metalloproteinase-2 (MMP-2) [11,18,19]. Apparently, these beneficial effects of
EMD in wound healing induce a faster healing as demonstrated in animal skin
wound healing models, when EMD application resulted in faster wound closure
as control wounds [19,20]. EMD has also been used in the healing of venous
leg ulcers and hard-to-heal wounds in humans subjects promoting a significant
reduction in ulcer size and pain, compared to control wounds [19,21,22,23]
suggesting that EMD acts as a temporary scaffold for cellular adherence, which
in turn stimulates cell functions related to wound healing process such as
migration, proliferation, and synthesis of mediators that regulate the wound
healing processes.

Although a few studies have addressed the beneficial effects of EMD on
skin wound healing, a histological time-course analysis of the healing process
has not been conducted. Furthermore, the assessment of the overall quality of
the healed tissue is lacking. Thus, in the present study, we applied a rat skin
wound healing model to investigate morphological changes throughout the
healing process, to conduct morphometrical evaluation of the healed tissue, and

to assess the quality of the newly formed tissue.

MATERIALS AND METHODS
Surgical wound procedure

The experiments were conducted under a protocol approved by the
Institutional Animal Research and Care Ethics Committee at the Juiz de Fora
Federal University (Juiz de Fora, Minas Gerais, Brazil) 064/2012, and Centro de
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Pesquisas Sao Leopoldo Mandic (Campinas, S3o Paulo, Brazil) 2010/0214.
Wistar rats (n = 25), weighing 250-300g were used in this study. A combination
of ketamine and xylazine (ket-a-xyl®, Agrovetmarket, Brazil) was intramuscularly
injected to anesthetize the rats in doses of 40 and 15 mg/kg, respectively. The
surgical area was disinfected with 70% alcohol and two 4.0 cm-long incisions
extending to the muscular layer, bilateral and parallel to the spinal cord, were
made on each animal, with #15c surgical blades. The wounds were randomly
assigned for the experimental group (EMD gel group) or control group (saline
solution group). In the experimental group, EMD gel (0.7 mi, Institute
Straumann, AG, Basel, Switzerland) was delivered inside the wound edges,
whereas in the control group saline solution was used. The incisions were then
closed using simple interrupted sutures (Nylon 6-0). Immediately after suture,
EMD gel and saline solution were placed over their respective incisions for 5
minutes. Care was taken to avoid cross contamination during this procedure.

Animals were caged individually after surgery to avoid damage to the
wounds. Five rats were assigned to each of the following subgroups, where T
represents treated group and C represents control group:

T1 and C1: euthanasia at 1 day post-op;

T3 and C3: euthanasia at 3 days post-op;

T7and C7: euthanasia at 7 days post-op;

T14 and C14: euthanasia at 14 days post-op;

T21 and C21: euthanasia at 21 days post-op

At the time of sacrifice, animals were euthanized by deepening
anesthesia with a combination of ketamine and xylazine that was used for the
confection of the wounds.
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Macroscopic Evaluation

Wounds were evaluated macroscopically and digital photographs with
high resolution camera (Canon, Japan) were taken, before the euthanasia,
using fixed focus. The animals were analyzed at the 1", 3", 7" 14" and 21"
days of postoperatively by macroscopic analysis of the presence of granulation
tissue, reduction of the lesion area, crusts and color of the lesion, compared test
and control groups.

Histopathological and morphometric study

After the macroscopic evaluation, the skin, including at least 1 cm of
tissue adjacent to the incisions, was harvested for histopathological
examination. Each specimen was cut in two parts, and half of those were
processed according to standard histological protocols, sectioned, stained with
hematoxylin-eosin (HE), and observed under a light microscope (Zeiss
(Hallbergmoos, Germany). The following histological structures were
investigated: the demmis (creation of fibrin network, presence of leukocytes,
tissue macrophages, migration, proliferation and orientation of fibroblasts,
creation of new extracellular matrix [ECM], neoangiogenesis, and the muscle
layer alone). The histological structures and processes were semi-quantitatively
evaluated in coded slides.

Photomicrographs were taken using the ZEN lite computer system
(Zeiss, Berlin, Germany).The following parameters were evaluated histologically
and morphometrically: 1. new blood vessel formation; 2. quantification of the
inflammatory infiltrate; 3. quality and maturation of the healed tissue
demonstrated by the density and organization of the collagen fibers.

82



179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

154

195

196

197

198

199

200

201

202

203

The routine staining (hematoxylin and eosin — HE) (Luna, 1968) was
used for morphological assessment of histological sections, the nuclei stained in
dark blue (basophilic) and cytoplasm in pink (eosinophilic). The analysis was
performed by two different observers with experience and training in
histopathology. Sections were analyzed on Zeiss microscope (Hallbergmoos,
Germany) in increments of 20x, 40x and 100x, along its entire length. From this
assessment, was selected to capture through the program ZEN lite in 100x and
40x magnification, the area comresponding to the surgical wound healing, taking
care to cover all cutaneous layers and subcutaneous sample.

In the area of initial capture, we selected four areas in each specimen for
digital capture 20x magnification, using ZEN lite computer system (Zeiss, Berlin,
Germany) coupled to an optical microscope and digital camera, following the
standardization of regions in all sections: edge of the open wound or re-
epithelized surface and sub epithelial granulation tissue; granulation tissue
adjacent to regions of the papillary dermis and reticular dermis; granulation
tissue adjacent to the deep reticular dermis; and granulation tissue adjacent to
the subcutaneous tissue.

Immunohistochemistry

An analysis of the levels of transforming growth factor (TGF-B) and
inducible nitric oxide synthase (iNOS) was performed to evaluate the possible
influence of the EMD gel on the cellular composition of the wounds. The method
usedinvolved the following steps: a) deparaffinization in an oven at 60°C (30
min); b) deparaffinization in Xylene, tree times (5 min each; c) rehydration of the
cuts in alcohol 100%, 90% and 70% (3 min each); d) wash withdistilled water
(5min); e) blockage of endogenous peroxidase, two times (30 min each); f)
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antigen retrieval: warm bath (95°C) with PBS (40 min), g) cooling (room
temperature) (20min):h) wash withphosphate buffered saline (PBS) (1 min); i)
Background Sniper (15 min); j) removal of excess; k) incubation with a primary
polycional antibody forone hour — iNOS and TGF-B(Santa Cruz Biotechnology,
California, USA; dilution 1:100); I) wash in PBS, two times (3 min each); m)
(incubation with Universal Link Tekkie (20 min); n) wash in PBS, two times (2
min each); o) Trek Avidin — HRP label: streptavidin at room temperature (10
min); p) wash in PBS, two times (3 min each); q) Betazoid DAB Chromogem — 1
drop of DAB and 1 mi of substrate buffer (5 min); r) wash with distilledwater, two
times (2 min each); s) wash with PBS (1 min); t) contrast with hematoxylin
(2min); wash with distilled water, two times (2 min each); u) wash with PBS (1
min); v) dehydration in alcohol 100%, three times (1 min each); w) dehydrationin
xylene, three times (1 min each); x) assembly of the slide with Entelan®and a
coverslip.

A count of the number of inflammatory cells stained positively for anti
TGF-B1 antibody or iNOS antibody per microscopic field 40x and 100x original
magnification was performed. The results were expressed as percentage of
positive inflammatory cells per microscopic field.

The control of immunohistochemical reaction was obtained by comparing
cells labeled with inlabeled in the same field. Images of the fields analyzed were
obtained using the ZEN lite computerized image analysis system (Axiostar
Zeiss, Carl Zeiss, Hamburg, Germany).

Statistical Analysis
Results regarding the study and comparison of variables involved in the

assays were expressed in whole numbers or mean + standard error for in
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vitro.When these numbers were distributed as independent samples for in vitro
assays, variance analysis (ANOVA) was used. A significance level of 0.01 (p
less than 0.01) was accepted; therefore the limit of 1% probability of error was
established. To perform the calculations, the computer program GraphPad
Prisma of GraphPad software was used.

RESULTS

Macroscopic evaluation

The macroscopic aspect of the experimental and control wounds were
different, since the experimental wounds healed faster than the control wounds
and this difference was clear at days 14 and 21 (Figure 1 D and E respectively).
At earlier stages, days 1 and 3 (Figure A and B respectively) this difference was
not noticed, however, the experimental wound appeared slightly better healed
than the control wound at day 7 (Figure 1 C).

The first and third days after surgery (Figure 1 A and B) no macroscopic
difference between the wounds of the control group and the treated group was
observed. Both groups showed hyperemia and edema, consistent with
physiological healing process at this stage. There was no difference in the
extent of the injury.

On the seventh day after surgery, while the control group had wound
crust evident, in the treated group was observed better coapted edges and
lower crust area (Figure. 1 C). Already, on the 14™ postoperative noticed a
minor shrinkage of lesion and hypercromia was higher in control group
compared to the treated group that showed greater wound retraction and
absence of hypercromia. The wound treated with EMD showed a flatter scar

(Figure 1 D). In the 21" day after surgery there was an almost complete healing
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of the treated wound, whereas in the controigroup, the wounds still had pink
color and a linear area not epithelized (Figure 1 E).
Histopathological and morphometric study

The amount of newly formed blood vessels was similar in control and
experimental groups at initial stages of wound healing, however, the newly
formed vessels of the treated at day 3 exhibit more maturity(Figure2 D).At day
7, it was observed that the angiogenesis was more evident in the treated
samples (Figure 2 E), whereas at day 14, new blood vessel formation was
significantly greater in the experimental group than in the control group (Figure
2 F and C respectively).It was evident the prevalence of new blood vessel
formation in the treated group compared with the control group (Figure 3).

The healing process of the experimental wounds was better at all-time
points with the exception of day 1, demonstrated a similar healing aspect of
both groups. At day 3, it was observed greater superficial clot coverage of the
wounded area and the presence of a more pronounced inflammatory infiltrate in
the experimental group (Figure. 2 D).Leucocyte counting revealed that there
were no significant differences between the experimental and control groups at
any time-points (Figure 4).

At day 7, the epithelial borders and dermal layers of the experimental
group were stable, whereas in the control group the wounds were still filled with
a more immature healing tissue. The granulation tissue in the papillary and
reticular dermis is denser and more organized in the experimental group (day
7)(Figure 5 F). No differences were observed in the degree of re-
epithelialization of the healing area At day 14, the subcutaneous tissue in the

control group depicted more disorganization of the muscular layer (Figure 5 C).
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Both groups presented re-epithelialization with keratin formation, however, the
experimental group showed slightly better cellular/architectural organization and
an evident greater maturation degree of the sub-epithelial layer(Figure 5 G). A
clear maturation of scar dermis (sub epithelial and deep) in samples from
treated group was observed when compared to control group at day 14(Figure 5
G and C respectively).

At day 21, newly formed epithelial tissue with superficial keratin
formation can be observed in both groups. In the experimental group, the initial
formation of epithelial attachments can be seen, whereas that cannot be
observed in the control group (Figure 5 H and D respectively). The muscular
fibers in the experimental group are more evident and organized as compared
to the control group(Figure 5 H and D respectively).

Immunohistochemistry

Immunohistochemical analysis revealeda higher number of INOs
positively-stained inflammatory cells in the experimental group at days 7 and
14, as compared to the control group (Figure 6).

Quantification of positive cells showed that, at day 7, 20% of the
inflammatory cells in the control group were positive for INOS, whereas, 70% of
those cells were positive in the experimental group Similarly, at day 14, 20% of
the inflammatory cells were positive for iNOS in the control group, and 80% of
those cells were positive in the experimental group(Figure 7).

On the other hand, the difference in the number of TGF-B1positive cells
was less pronounced between the experimental and control groups at days 7

and 14 (Figure 8).
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At day 7, 60% of the inflammatory cells were positive for TGF-81 in the
control group, and 80% of those cells were positive in the experimental group,
whereas at day 14, the percentage of positive cells was 80% and 90% for
control and experimental groups, respectively (Figure 9).

DISCUSSION

Several reports have demonstrated that EMD gel is capable of markedly
improving soft tissue healing [19,20]. In the present study we further explored
the soft-tissue healing capacity of EMD gel and performed a time-course
analysis of the healing process of different soft tissue layers in an animal model.
Our results confirm previous findings that EMD gel treated soft tissue wounds
heal much faster with minimal post-operative inflammatory response [19]. We
observed that EMD gel treatment increased the amount of granulation tissue
and accelerated the time to complete epithelialization by the third day of
treatment. Mirastschijski et al. [19] showed that the healing time of circular full-
thickness 2-cm skin wounds in rabbits was twice as fast when treated with EMD
gel, associated with more granulation tissue formation, which also appeared
more resistant. They also observed that in the EMD gel - treated group, it was
observed less scar formation, earlier epithelial coverage, more mature scar
tissue architecture reflected by regression of blood vessels, meaning an
advanced healing [19]. Histopathological examination was only performed 28
days after therapy, whereas in our study the histological response was
monitored throughout the entire experiment and since we observed an
improved healing of the wounds much earlier than 28 days, no analysis at that
time-point was performed. This difference in the speed of healing may be

explained by the type of skin wound created; i.e., in our study we made an
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incision, whereas Mirastschijski [19] and co-workers removed a circular portion
of the skin including the epithelium. Another interesting aspect regarding the
incisional wound used in our study is that EMD gel was applied underneath the
wound edges. Although we do not know for how long EMD gel related proteins
remained inside the wound, it is likely that the approximation of the incision
edges by suturing served as a protective factor for EMD gel to act longer in
deeper layers of the tissues. Nevertheless, it is noteworthy that, regardiess the
wound type, EMD gel is capable of accelerating the healing process in both
incisional and excisional wounds.

Topical application of EMD in soft tissue wounds has been shown to be
beneficial for healing. It has been reported in a number of studies that EMD gel
accelerates wound healing with reduced pain and exudate in different wound
types [11,12] including in large wounds such as hard-to-heal ulcers in human
subjects [21,23,24]. Besides applying EMD gel into the wounded area, we also
applied EMD gel topically onto the sutures. However, the fact that EMD powder
induces proliferation of fibroblastic cells, enhances mesenchymal cell
recruitment, and at the same time is cytostatic for epithelial cells is puzzling
[25]. Obviously, the faster wound closure cannot be explained by the direct
inhibitory effects of EMD gel on epithelial cells, but possibly by an indirect effect.
It is known that EMD gel enhances several processes associated with wound
healing such as angiogenesis, granulation tissue formation and proliferation of
fibroblasts, in part by stimulation of VEGF, PDGF, IL-6, and MMP-2 [11,18,19].
Therefore, EMD gel promotes a faster formation of the foundation for the spread
and proliferation of epithelial cells, which in tum results in a faster wound

closure. In fact, in the present study we could observe especially from day 7 a
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much higher number of completely closed wounds as compared with the control
group, and that is in line with other studies that also observed faster wound
closure after EMD gel therapy [19,20]. By analyzing different time-points
throughout the healing process, we could observe that, in the EMD gel treated
wounds, all the skin layers presented an organized and mature structure much
sooner than the control wounds. According to the hypothesis presented above,
this faster tissue maturation is directly related to an improved and faster wound
closure.

A proposed mechanism for the healing effects of EMD is that it has an
important anti-inflammatory effect since it down-regulates inflammatory genes,
whereas genes related to repair and growth molecules are up-regulated [15]. In
the present study we observed that EMD gel may also significantly modulate
the levels of TGF-B around the wound sites and thereby promoting healing and
tissue regeneration. Although an absolute explanation for the effects of EMD gel
on soft tissue wound healing has yet to be established, all the findings of
previous studies and ours put together, may partially explain the wound healing
effects of EMD gel on soft tissues. EMD gel is suggested to trigger
mesenchymal cells to express important factors behind healing, growth and
regeneration processes [26,27]. That would probably lead to angiogenesis
stimuli and production of VEGF, PDGF,MMP-2. EMD is also helpful for healing
due to its inherent anti-bacterial capacity [28,29,30,31].

Angiogenesis is one essential component of a normal wound healing and
repair and assists the granulation tissue formation, which is essential for wound
closure. VEGF is related to that neoangiogenesis and also modulates the

recruitment and activity of osteoblasts and osteoclasts and stimulates
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osteoblasts by up-regulating other osteoinductive factors, such as TGF-f1,
Insulin Growth Factor 1 (IGF-1), and fibroblast growth factor (FGF-2) [32,33]
immunohistochemically observed that VEGF expression and micro vessel
density was statistically enhanced in periodontal pockets treated with scaling
and root planning following 48 hours of EMD gel application. Our results
histologically support their findings since we also observed that sites treated
with EMD gel also increased neoangionesis. However, in our study that effect
was only evident at days 7 and 14. Differences in the models (human vs rats)
and evaluation methods (immunohistochemistry vs histology) might, at least
partially, explain that discrepancy.

Our immunohistochemical results also showed that inflammatory cells
were positive for TGF-B1 with higher numbers, although nor statistically
significant, for the experimental sites. TGF-B1 is a pleiotropic cytokine, which
has been demonstrated to regulate a wide array of biological process. It plays a
major role in the regulation of vascular function, hemostasis, facilitates
migration of wound keratinocytes and, thereby, successful reepithelialization,
stimulates fibroblasts to deposit new extracellular matrix proteins, which
supports cell and vascular in-growth neoangiogenesis [34]. It has been show a
positive correlation with EMD and increased expression of TGF-31 [18,35). Our
results are in line with this possible positive correlation with increase TGF-$1
and neo blood vessel formation, also partially explaining the faster healing of
the EMD-treated sites.

It has been suggested that one of the factors related to skin and muscle
healing is the expression of INOS, which seems to have important role on all

aspects of tissue repair (angiogenesis, cell proliferation, matrix deposition, and
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remodeling) [36,37). Al-Hezaime et al. [20] histologically evaluated the “wound
gap” on incisions in the back of guinea pigs treated or not with EMD. In all time
points (5, 20 and 35 days) it was observed a statistically smaller gap in the
treated sites, and also, through time they noted that in the test group the
formation and organization of the connective tissue and muscle layer was
better. At the end of the experimental time, over 50% of sites of the test group
were completely closed. They hypothesized that EMD gel might modulate the
level of NOS around wounded area promoting healing. The present study, as
far as we are concerned, is the first study to show immunohistochemically an
increase in the INOS modulation on EMD gel-treated skin wounds, increasing
the body of evidences suggesting that EMD gel foster and improves soft tissue
healing. Our study is also in line with the previous study [20] in regards muscle
formation. At day 14 of healing, the muscular layer was better organized in the
EMD gel-treated group than in the control group. Furthermore, at day 21 a
striking difference was observed between those two groups in regards to
muscle formation, maturation and organization. Although we did not investigate
any possible explanation for these findings, it is conceivable that EMD gel
induces the synthesis of factors involved in muscle formation, including INOS.
CONCLUSION

Topical application of EMD gel did not influence the inflammatory
infiltrate in the leukocyte count, but acted by increasing angiogenesis and
granulation tissue, with consequent improvement in tissue repair. EMD-therapy

improves and accelerates the healing of skin wounds.
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Figure Legends

Figure 1; Macroscopic analysis; A — 1 day of post op. B — 3 days of post op. C —
7 days of post op. D — 14 days of post op. E — 21 days of post op. Left injury is
the experimental group and right injury is the control group. Macroscopic aspect
of the experimental and control wounds. Difference was clear at days 14 (D)
and 21 (E).

Figure 2; Microscopic image —inflammatory infiltrate; In control (A) and treated (D)
samples of 3 days of post op was observed fibrinous deposition (arrow head),
consistent with the repair period. However, the inflammatory infiltrate of control group
(A) exhibit a predominance of polymorph nuclear leukocytes (neutrophils) (blue arrow)
while the treated samples (D) mononuclear leukocytes (lymphocytes) (black arrow)
predominate. The newly formed vessels (asterisk) of the treated samples (D) show
more maturity. The depth of dermis of the 7 days of post op of the treated group (E)
was still filled with weaker scar tissue (ZJ). Granulation tissue in the papillary dermis
and reticular dermis is more mature, less buky and collagen (arrows), denser and
more organized when compared with the control group (B). Noted most obvious
angiogenesis (X) in treated samples (E). The subcutaneous tissue of the control group
of the 14 days of post op (C) is more swollen and disorganized muscle layer (arrows)
compared with the samples of the treated group of the 14 days post op (F). Was
observed the apparent maturation of the scars dermis — sub epithelial and deep - in
samples form treated group (C) compared to those of control group (F) at this stage

of repair. Original magnificence 400x.

Figure 3; Section of vessels; Count of section of vessels per microscopic field
with original magnification 400x. ANOVA shows differences between the groups
on day 7 of post op, however it was significant on day 14 of post op. p<0, 01

Figure 4; Leukocyte count; Leukocyte count per microscopic field with original
magnification 400x. There was no difference between control and treated
groups, just differences over time. P<0, 01

Figure 5; Microscopic image - wound closure; The healing process of the
experimental wounds was better at all time points with the exception of day 1.
There was greater surface coverage by clot as well as best filling in wound
inflammatory in treated samples at 3 days of post op (E) compared to those of
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control (A). Similarly, the subcutaneous tissue of the treated samples (E)
appears more stable. The epithelial edges and dermal layers of the treated
samples of 7 days of post op (F) were stable when compared with the samples
from the control group (B). Epithelization with keratinization was observed in
samples from both groups of 14 days of post op, however noted discrete best
cytoarchitectural organization of treated samples (G) compared to those of the
control group (C). It was observed in both samples of 21 days of post op re
epithelization with superficial keratinization, however, the samples from the
treated group (H) shows evidence of early reconstitution of epidermal
appendages while the same did not occur in the control samples (D). Such
regeneration was also observed in the subcutaneous layer (H). Although in the
samples from the control group (D) the muscle fibers were in rebuilding
anatomical integrity, in the samples of the treated group (H) it was more
prominent. Original magnificance 200x.

Figure 6; Immunohistochemistry of — INOS; Immunohistochemistry of INOS: A —
7 days of post op, control group; B — 14 days of post op, control group; C — 7
days of post op, experimental group; D — 14 days of post op, experimental
group. An increased of inflammatory iNOS positive cells in 7 and 14 days in the
treated wounds evidenced when compared to control wounds. In detail:
inflammatory cells expressing iINOS (black arrow) and inflammatory cells with
negative expression (blue arrow). Original magnificence 400x. In detail original
magnificence 1000X.

Figure 7; iINOS expression; iNOS expression cells count per microscopic field
with original magnification 400x. The ANOVA shows differences between
groups and between time, p<0.01. Except among the groups on the first day.

Figure 8; Immunohistochemistry of — TGF-$; Immunohistochemistry of TGF-3: A
— 7 days of post op, control group; B — 14 days of post op, control group; C -7
days of post op, experimental group; D — 14 days of post op, experimental
group. An increased of inflammatory TGF- positive cells in 7 and 14 days in
the treated wounds evidenced when compared to control wounds, but with no
significance. In detail: inflammatory cells expressing TGF- (black armow) and
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inflammatory cells with negative expression (blue arrow). Original magnificence
400x. In detail original magnificence 1000X.

Figure 9; TGF- B expression; TGF-B expression cells count per microscopic

field with original magnification 400x. The ANOVA shows no difference between
the groups, but the time influenced the variable studied p<0.01.
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