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RESUMO

Os maiores estimulos para o desenvolvimento dos cistos radiculares, associados aos
restos epiteliais de Malassez, sao as endotoxinas bacterianas que agem como mitdgenos e
estimulos para a produgdo de citocinas. A atuacdo de determinadas citocinas liberadas pelas

células do sistema imunolégico tem importante papel no crescimento cistico e conseqiiente

destrui¢io do tecido Osseo circunvizinho.

O objetivo desse trabalho foi determinar algumas citocinas relacionadas com processo
inflamatério e reabsorgdo ossea: GM-CSF, IFN-y, IL-3 e IL-6; no liquido e tecido de cistos

radiculares humanos, através de técnica imunoenzimatica (ELISA).

O limite de detecgo dos testes pelo ELISA variaram de 62,5 a 125pg/ml para GM-
CSF; de 9,8 a 39,1pg/ml para [FN-y; de 250 a 500pg/ml para IL-3 e de 9,4 a 18, 8pg/ml para
IL-6. Os resultados obtidos nas amostras de liquido cistico foram de 42,8% das lesGes,
apresentando GM-CSF (66 a 1180pg/ml) e 92,8%, apresentando IL-6 (47 a 4096pg/ml).
Nio foram detectadas as citocinas IFN-y e IL-3 em nenhuma amostra. Os resultados obtidos
nas amostras de tecido cistico foram de 9,8% das lesGes reativas para IFN-y (53 a 71pg/ml),
28 6% para IL-3 (277 a 713pg/ml), 86,4% para IL-6 (17 a 835pg/ml) e 95,8% para GM-
CSF (68 a 496pg/ml).

Com esse estudo, pode-se afirmar que existe a ocorréncia das citocinas IFN-y e IL-3
1o tecido de cistos radiculares, apesar de estarem presentes em baixo numero de lesGes ¢
que estdo presentes, ainda, GM-CSF e IL-6 no liquido e tecido dos cistos radiculares
humanos. Estas citocinas podem estar participando do processo inflamatério e crescimento

cistico, como também, da reabsorgdo ossea caracteristica no sitio dessas lesdes.



1. INTRODUCAO

0 cisto radicular (Kramer et al., 1992) é uma lesado
odontogénica inflamatdria periapical, caracterizada pela
presenga de uma cavidade patolbégica revestida por epitélio,

contendo, no seu interior, material liquido ou semi-sdlido.

O0s maiores estimulos para o desenvolvimento do cisto
radicular tém sido as endotoxinas bacterianas decorrentes da
infeccdo da polpa necrética e dos antigenos gerados pela

degradacdo do tecido pulpar que suscitam uma resposta
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inflamatéria, formando, inicialmente, um granuloma apical. O
processo inflamatério gerado estimularia a proliferacao dos
remanescentes epiteliais de Malassez, resultantes da
morfogénese da raiz, levando & formacdo do cisto radicular.
No seu crescimento, varios fatores tém sido implicados, entre
os quais: atividade proliferativa epitelial, desenvolvimento
de uma pressdo hidrostatica na cavidade e a reabsorgdo Ossea
na periferia da lesdo. O processo de reabsorgéo 6ssea é uma
das consegiiéncias danosas do seu crescimento, podendo ser
responsavel por fraturas patoldégicas, parestesia e perda de

elementos dentarios.

Pouco se conhece dos fatores envolvidos neste processo.
Contudo, no ambiente da inflamagao periapical, sdo
sintetizadas diferentes citocinas que, de um lado, atuam
mediando o processo inflamatério e, de outro, podem estar
associadas ao processo de reabsorcdo Ossea local. Assim, sua
presenga pode estar intimamente associada a destruigdo do

tecido 6sseo circunvizinho, tendo  papel critico no

crescimento da lesao cistica.

Dentre as citocinas identificadas em lesbes periapicais e
periodontais, nas quais a reabsorgdo Ossea caracteriza a

evolucdo da doenca, podemos citar: interleucina-1 (IL-1), IL-

4, IL-6, IL-8, I1-10, IL-12, interferon-gama (IFN-y) e fator
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de necrose tumoral o (INFa) (Formigli et al., 1995, Takeichi
et al., 1996, Gemmell & Seymour, 1998, Honma et al., 1998,
Kabashima et al., 1998) . Pretendemos identificar e
quantificar as citocinas inflamatérias GM-CSF, IFN-y, IL-3 e
I1.-6, em cistos radiculares, que tém sido assocladas ao
processo de remodelagao dssea, procurando contribuir no

aprofundamento do conhecimento do processo de crescimento

destas lesdes.



2. REVISA® BIBLIOGRAFICA

0 cisto radicular é uma das lesdes mais comuns dos
maxilares (Kramer et al., 1992). E de origem odontogénica e
inflamatéria, situada na regido periapical da raiz do dente.
Fsté caracterizada pela presenga de uma cavidade patoldgica
revestida por epitélio, contendo, no seu interior, material
liguido ou semi-s6lido. Estruturalmente, a lesdo cistica é
constituida por uma capsula, formada por tecido conjuntivo
fibroso denso, composto de infiltrado inflamatério, em geral

mononuclear, revestida, interiormente, por epitélio
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pavimentoso estratificado, n&c queratinizado, com graus

variaveis de organizacdo (Browne, 1992).

Sua ocorréncia na espécie humana tem sido relatada desde
a pré-histéria (Salama & Hilmy, 1951; Neiburger, 1377; Shear,
1983), constituindo-se, hoje-em-dia, na lesdo cistica mais

comum nos maxilares (Shear, 1983).

Tem sido considerada uma lesdo relativamente freqliente,
perfazendo, em alguns estudos, mais de 40% das K lesdes
periapicais verdadeiras (Bhaskar et al., 1966; Lalonde &
Luebke, 1968; Stapafore et al., 1990) . Estudos com
metodologia diagnéstica mais c;iteriosa tém apontado para
menores percentuais de freqiiéncia, gque ndo ultrapassam 15%
das patologias periapicais (Nair et al., 1996). Afeta,
preferencialmente, os dentes anteriores da maxila de
pacientes leucodermas do sexo masculino (Shear, 1983). Embora
apresente comportamento benigno, seu crescimento leva &
destruigao e comprometimento da integridade oOssea local. Além
disso, pode constituir-se em sede potencial do
desenvolvimento de lesdes mals agressivas, tais como, o
carcinoma epiderméide intra-ésseo (Eversole et al., 1975).
Nio raro, O cisto radicular permanece no tecido 6sseo apds a

remocdo do dente afetado, sendo referido, entdo, como cisto

residual (Sheaxr, 1983).
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Diferentes hipdteses sobre a patogénese do cisto
radicular tém sido consideradas na literatura (Shear, 1983;
Torabinejad, 1983; Hoenig et al., 1991; Browne, 1992). A mais
fregiientemente citada admite dque, inicialmente, haveria
proliferagdo dos remanescentes epiteliais de Malassez
resultantes da morfogénese radicular, presentes Jjunto a
abertura do forame periapical, formando um aglomerado celular
s6lido. Num segundo momento, em funcdo da necrose das células
centrais, dar-se-ia a formacgéo da cavidade cistica. Residuos
celulares, decorrentes da necrose central, seriam
responsaveis pelo desenvolvimento de uma pressdo osmética
diferenciada entre o meio externo e a cavidade cistica,
favorecendo a entrada de liquido para seu interior. Proteinas
do  soro (albumina e globulinas), glicosaminoglicanas,
proteoglicanas, glicoproteinas, colageno e enzimas
proteoliticas presentes na capsula e “filtradas” para o lamen
cistico contribuiriam para 2a manutencdo desta diferenga de
pressdo. A auséncia de drenagem linfatica no interior da
cavidade, favoreceria © desenvolvimento de uma pressao
nidrostatica no interior da mesma, forgando as paredes da

lesio cistica contra o tecido 6sseo circunjacente, induzindo

a ostedlise (Shear, 1983; Shafer et al., 1985; Smith, et al.,

1988; Browne, 1992).
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No processo de formagdo e crescimento da lesdo cistica, a

resposta inflamatéria parece ser fundamental. Os
constituintes celulares e os mediadores, ai liberados,
sobre o tecido

exerceriam nio s6 um efeito blastogénico

COomo também

atuariam na interface bssea,

epitelial,
favorecendo fendémenos reparadores e de reabsorcao Ossea

e

(Torabinejad, 1983; Browne, 1992) . ;é
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assume caracteristicas semelhantes aquele desenvolvido em o
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outros locais do organismo. Os fendmenos irritativos &

]

(alterativos) que inicialmente tém lugar no tecido =
periapical, estdo assoclados a liberacdo de substéncias
antigénicas teciduais e bacterianas (lipopolissacarideos,

acido lipoteicdico, peptideoglicanos), originadas no curso da

necrose e infecgdo pulpar (Shafer et al, 1985; Torabinejad,

Seltzer & Farber, 1994; Sundgvist, 1994;

1986; Browne, 1992;

Kurihara et al., 1995).

A interacdo dos antigenos com OS mecanismos de defesa do

resultam na liberacdo de mediadores -celulares e

hospedeiro,
que induzem e modulam diferentes fendmenos do

plasméticos—,
processo inflamatério na  sua fase aguda, a saber:
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade (neuropeptideos,

C3a, Cba,

histamina, peptideos fibrinoliticos, c¢ininas,

Biblioteca
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enzimas lisossomais, prostaglandinas E, leucotrienos Cy4, Dy,
E,, o6xido nitrico), gquimiotaxia para células inflamatdrias e
fagocitose (fibrinopeptideos, leucotrienos, Cb5a, C567), bem
como aqueles relacionados a fase crbnica, da qual os
fendmenos imunoldégicos participam de forma significativa.
Neste sentido, ganha realce a participagdo de diferentes
tipos de citocinas no Pprocesso de inter-ativacdo celular,
mediacdo de fendmenos imunolégicos celulares e humorais,
algumas delas com agao litica direta ou indireta sobre os

tecidos locais (Page, 1991; Torabinejad, 1994; Rubin &

Farber, 1999).

As aminas vasoativas como a histamina, liberada
principalmente por mastdécitos estimulados por antigenos
ligados a imunoglobulina IgE, causam dilatacdo capilar e
aumento da permeabilidade vascular. A ativagcdo do fator
Hageman (80 kD), no dano tecidual, ativa os sistemas
calicreina-cininas, cascata de coagulagdo e fibrinolitico. As
cininas causam quimiotaxia de células inflamatdérias e sé&o
consideradas como OS principais mediadores da dor associada a
inflamacdo. O sistema complemento, gquando ativado, libera
mediadores da gquimiotaxia, fagocitose e da permeabilidade
vascular, além de atuar sobre as paredes celulares produzindo
sua ruptura. Esse processo causa destruicédo -tecidual, dor e

edema. O acido aracdénico, quando metabolizado pelas vias da
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cicloxigenase e lipoxigenase, produz, respectivamente,
prostaglandinas e leucotrienos. As prostaglandinas,
particularmente a PGE; e a PGl estdo associadas com a
permeabilidade vascular e a ocorréncia de dor. As atividades
pbiolégicas dos leucotrienos incluem efeitos quimiotéticos
para neutréfilos, eosindéfilos e macrdfagos, aumento da
permeabilidade e liberacdo de enzimas lisossdmicas dos
neutréfilos polimorfonucleares e dos macréfagos (Torabinejad
et al., 1985; Torabinejad & Kettering., 1985; Hoenig et al.,

1991; Lerner, 1994; Torabinejad, 1986, 19%94).

A principal caracteristica da resposta inflamatdéria na
lesdo cistica é o seu carater crbnico. Este padrdo de
resposta ¢é basicamente determinado pela persisténcia do
agente agressor no ambiente periapical, em funcdao de sua
continua liberacdo a partir do conduto radicular. Utilizando
anticorpos monoclonais, Nilsen et al. (1984) identificaram a
presenga de l1infécitos T, B, células natural killer(NK),
plasmécitos e macréfagos. Os autores encontraram uma relacgéo
de 2:1 entre 0s 1infécitos T4 helper e T8 supressor. Matsuo
et al. (1992) demonstraram, através de técnica
imunohistoquimica, em tecidos de granulomas e cistos
periapicais humanos, a ocorréncia de 50% das células do
infiltrado mononuclear, apresentando imunoglobulinas (85% de

[o)

IgG, 15% de IgA e pouquissima IgM), 40% de células T (2/3 de



Gervasio 4. M_. - Revisdo Bibliogrdfica 10

CD4+ ou helper, 1/3 de Cb8+ ou célula T
citotéxica/supressora) e 10% de mondécitos ou macrdfagos.
Outros trabalhos tém identificado os linfécitos T e B como
células predominantes em lesdes periapicails humanas
(Torabinejad & Kettering, 1985; Gao et al., 1988; Kabashima
et al.,1998) desempenhando importante papel na resposta imune
especifica celular e humoral. Alavi et al. (1998) tém
observado maior proporgdo de linfécitos T helper e B em
lesdes de dentes ndo tratados em relagao as lesdes de dentes
tratados endodonticamente. Segundo os autores, a Dpresenca
destas células falaria a favor da ocorréncia de fendmenos

imunolégicos associados a progressao da lesao.

Estudando cistos radiculares, Silva (1993) encontrou uma
predomindncia de plasmécitos no infiltrado inflamatério, na
maioria das lesdes cisticas, da ordem de 36,9%. Neutrdfilos
corresponderam a 14%, linfécitos T 13%, macrdfagos 10,2% e
linfécitos B 7,2%. Foram também observadas células de
Langerhans na proporgéo de 3,9 células por campo de 250x, em
média. Os resultados indicaram a participacdo tanto da
resposta imune celular quanto da humoral na patogénese do
cisto radicular. Sugere, todavia, que a presenga de marcagdo

acentuada de células IgG positivas e marcacdo significativa

de células CD3 e CD20 positivas, levam a sSupor que a resposta
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humoral esteja predominando, induzida

celular do tipo Th».

Silva (1995)

cistico. Comenta o autor dque a presenca de

polimorfonucleares estaria relacionada & formacdo do lumen

cistico e de seu contetdo, pois sdo eles que liberam enzimas

proteoliticas, causando a lise da matriz celular de células

do meio formando exudato. Observa ainda

gue, dentre as

células identificadas, havia uma predomindncia de macrdfagos,

células de Langerhans e linfécitos T em cistos sem

proliferacdo epitelial enquanto que o Dpercentual de

plasmécitos e neutrofilos era maior no grupo de cistos com

proliferacdo epitelial significante, sugerindo dque estes

cistos estivessem em processo de crescimento mais ativo.

0 estagio de desenvolvimento cistico -atividade bioldgica
ativa ou em laténcia- pode ser importante na determinacdo do

tipo de resposta que poderia estar ocorrendo, porém né&o

existem parametros clinicos que possam expressar a atividade

biolégica das ljesdes radiculares. Nos estudos de Cury et al.

(1998) foi notado um percentual de 7,8 a 2,8% de linfbécitos

cD30* em cistos radiculares com epitélio hiperplasico,

estatisticamente maior em relagdo ao percentual de 2,5 a

1,5%, encontrado no epitélio cistico atréfico. Eles discutem

encontrou neutréfilos associados ao epitélio

neutrdfilos

por uma linhagem

/ERIDADE FEDERAL DE UBERLARERA

1

S

Biblioteca
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que, se considerarmos que estes <cistos com epitélio
hiperplasico estdo em estagio ativo de crescimento e  que
lesodes com epitélio atrdfico estejam inativas, seus
resultados estariam relacionados com O crescimento dos cistos
radiculares. Tals autores consideram que os linfdécitos Th:
sio caracterizados por alta expressdo de glicoproteinas tipo
CD30, portanto, sugerem due é resposta imune tipo Th; pode

estar associada ao crescimento ativo do cisto radicular.

Menor proporgdo de células IgE positivas tem sido
encontrada tanto em cistos como em granulomas dentarios
(Yanagisawa, 1980; Stern et al.,1981; Matthews & Mason, 1983;
Smith et al., 1987). Por outro lado, entre 2% e 5% das
células do infiltrado inflamatério sédo representadas por
mastécitos (Pulver et al., 1978; Yanagisawa, 1980; Kontiainen
et al., 1986). A presenga de mastdécitos, Jjuntamente com IgE,
indicaria um tipo de hipersensibilidade imediata

(Hipersensibilidade tipo I), nas lesOes periapicais.

Em 1979, Torabinejad & Kettering detectaram complexos
antigeno-anticorpo em 23 das 25 lesdes periapicais humanas
pesquisadas. 0Os autores comentam dJque a producdo local de
imunoglobulinas, @& presenca de complexos antigeno-anticorpo
e, por conseguinte, a atuacdo do sistema complemento podem

parcialmente explicar a produgao da injuria tecidual, através
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das reacgbes de hipersensibilidade e o crescimento gradativo
das lesdes periapicais. Os resultados indicam que as reagles
imunes poderiam ter importancia na patogénese das lesdes

periapicais inflamatdérias.

Fm sintese, pode-se notar a presenca de antigenos, IgE e
mastécitos em lesdes periapicais, desencadeando reagdes
imunolégicas do Tipo I. A presenca de complexos imunes e
fragmentos do Sistema Complemento, indicando reagbes do Tipo
IT e Tipo III e a ocorréncia de diferentes tipos de
linfécitos e linfocinas, como fator de ativagdo de
osteoclastos (OAF), sugerindo a participagdo de reagdes
imunolégicas do Tipo IV (Torabinejad, 1986; Ranney, 1991). Na
Figura 1 estéao representados diagramaticamente, os principais
aspectos interativos entre os fendmenos especificos e

inespecificos na mediacdo da resposta inflamatdéria.
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Como foi brevemente revisto, tanto o granuloma como o
cisto radicular, sdo caracterizados por uma resposta
inflamatéria rica em mediadores e células gque medeiam
fenémenos imunoldgicos. Tem sido sugerido que estes fatores
patrocinam o processo de reabsorcdo o6ssea, durante o
crescimento da lesdo (Stashenko, 1990; Hoenig et al., 1991;

Wang & Stashenko, 1993; Formigli et al., 1995; Zecchi-

Orlandini et al., 1996).

Os osteoclastos sdo as células diretamente implicadas na
reabsorcio 6ssea e os osteoblastos atuam como reguladores da
sua ativacdo. O que permite esse controle é a presenga ou nao
dos Fatores de Ativagdo dos Osteoclastos (OAF), descritos
originalmente por Horton et al. em 1972, como uma linfocina
de reabsorcdo Ossea, produzida por mondcitos, e de outras
citocinas, através de linfécitos, mondcitos ou macrdfagos,
capazes de- interferir na atividade dos osteoblastos e
osteoclastos. Nao esta claramente definido, contudo, se a

cistica promoveria a reabsorgao b6ssea ou se a

expansao
reabsorgao Ossea facilitaria o crescimento da lesdao (Lerner,
1994) .

Harvey et al. (1984) observaram, JiIn vitro, através de
radioimunoensaio, a sintese de grandes quantidades de

prostaglandinas, principalmente a PGE; e colagenase, em
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cistos radiculares. Os produtos solavelis de cultura de
células mononucleares do sangue de individuos saudaveis,
estimuladas pelo mitdgeno fitohemaglutinina (PHA),

adicionados em cultura de fibroblastos derivados de cistos

apicais, aumentaram a sintese das prostaglandinas PGE; e PGF.x

e da prostaciclina 6-Keto-PGF,aa na razdo de 10:1:5. Esta
razdio foi maior ao comparar com a de 7,5:1:2, encontrada no
meio de cultura dos fragmentos dos cistos. Isto sugeriu aos
autores «que fibroblastos da céapsula cistica seriam a

principal fonte dos fatores de reabsorcgdo Ossea.

Outros mediadores das fases efetoras do sistema  imune
especifico e inespecifico sido as citocinas. Estas proteinas
soluveils atuam em Vérios tipos celulares (pleiotropismo), com
multiplos e diferentes efeitos, por vezes redundantes. Em
geral, s&do sintetizadas em resposta a estimulos inflamatodrios
e antigénicos, atuando localmente, de modo autdécrino ou
paracrino, por meio de ligagdo a receptores de alta
afinidade, existentes nas células—alvo. Podem atuax como
fatores de crescimento, COmO elos de ligagdo entre a
imunidade especifica e & imunidade natural ou como
reguladoras da magnitude da natureza das respostas imunes por
influenciar o crescimento e diferenciagcdo de 1linfdcitos
(Abbas et al., 1995; Paul, 1998). Em se tratando das lesdes

periapicails inflamatérias, as citocinas sdo Iinvestigadas,
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principalmente quanto 4 sua participagdo no processo de

reabsorgdo Ossea.

Meghji et al., em 1989, cultivando in vitro capsulas de
cistos odontogénicos, constataram, por andlise colorimétrica,
atividade de reabsorgdo Ossea dada pela liberagdo de célcio.
Adicionalmente, avaliaram a proliferagédo de timbécitos de
camundongos (atividade tipica da interleucina 1 - IL-1),
através de contagem Dpor cintilacdo, e a proliferagao e
sintese de prostaglandina Ez por fibroblastos e osteoblastos,
respectivamente, através do teste de coloragdo com azul de
metileno e radioimunoensaio. 0s resultados fizeram os autores
sugerirem que a IL-1 (17 kD) poderia ter importante papel na
expansdo cistica por seus efeitos diretos na proliferacéo
fibroblastica e na reabsorgao bssea, e pela estimulagdo da

sintese de prostaglandina em fibroblastos estromais da

capsula cistica.

A IL-1 possuli as formas o e P com mesmo peso molecular,
porém somente 26% de seqiiéncias de aminoacidos homologas
(March et al., 1985). A II-1 é estimuladora das células T e B
e atua como mediadora de multiplos efeitos bioldgicos da
resposta imune de fase aguda como a febre, o aumento de
neutr6filos circulantes, sintese de proteinas de fase aguda,

catabolismo muscular, proliferagao de fibroblastos,
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estimulacdo da produgdo de colagenase pelos fibroblastos e
células sinoviais e produgédo de prostaglandina por alguns
tipos celulares como fibroblastos e osteoclastos. O principal
componente do fator de ativacdo de osteoclastos (OAF) foi
caracterizado  como sendo idéntico 4 monocina IL-1B
(Stashenko, 1990) e a ela estdo sendo atribuidos 60% ou mais

do total da atividade de reabsorgdo Ossea. A acédo de IL-la,

TNFa (Fator de Necrose Tumoral o), linfotoxinas (TNEB) e as
interacdes sinérgicas entre eles s&o responsavels pelo
restante da atividade do OAF (Dewhirst et al., 1985). O TNFa
e linfotoxinas séao, primariamente, mediadores citotdéxicos

produzidos por macroéfagos e linfécitos, respectivamente.

Hoenig et al. (1991) demonstraram IL-1, em quantidades
aumentadas no tecido cistico, gquando comparadas com amostras
de tecido nao inflamado. Nesse trabalho também foi observada
maior concentracdo de IL-1f que IL-la . Os autores acreditam
que a IL-1, além de estimular os osteoclastos a reabsorgéo

6ssea, através da producdo de PGE; pelos osteoblastos,
induziria os osteoblastos a produzirem colagenase, com agao

litica sobre a matriz Ossea, favorecendo o recrutamento de

células precursoras de osteoclastos.



Gervdsio, A. M. Revisdo Bibliogrdfica 19

Bando et al. (1993) estudaram, na camada epitelial da
parede cistica de 12 espécimes de cistos radiculares, a
presenga de citocinas inflamatérias e quimiotaticas, bem como
a presenca de receptores de adesdo vascular. Todas as
amostras mostraram-se positivas para IL-loe , IL-1B e IL-6.
Célulag endoteliais vasculares proximas ao epitélio cistico
também demonstraram presenca de IL-1la e IL-6 (6 e 8 amostras,
respectivamente) . Em apenas duas espécimes foram encontrados
o fator de necrose tumoral a (TNFae) e IL-8, em macrdfagos
adjacentes a camada de células epiteliais. Em todas as lesbes
houve positividade, tanto na camada epitelial da parede dos
cistos, como nos capilares proximos ao epitélio, para os
receptores de molécula de adeséo endotelial para leucdcitos
(ELAM-1) e molécula de adesdo intercelular (ICAM-1). A
sintese desses receptores & regulada por IL-1, TINF e
lipopolissacarideos bacterianos. Esses achados confirmam a
presenga de duas citocinas importantes na modulagdo da
reabsorcdo Ossea: TL-1 e IL-6. Os autores sugeriram que a
inibicdo da sintese ou da atividade dessas citocinas poderia

ser uma terapia benéfica para essas lesles.

Em 1994, Lim et al. compararam as concentracdes de IL-1
em lesbes periradiculares humanas sintomaticos e
assintomadticos e observaram alto indice de IL-1B nos dois

tipos de lesdes, sem diferencas significativas de
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concentracgao, demonstrando ser a IL-1f importante na

patogénese das lesdes.

Os osteoclastos sdo células envolvidas no processo de
reabsorcio o6ssea (Loutit, 1982; Barton & Mayer, 1989),
derivados de precursores hematopoiéticos. Submetidos a
influéncia de estimulos apropriados, O0s precursores se
diferenciam em células multinucleadas que expressam a enzima
“fosfatase acida resistente ao tartarato” (TRAP, tartrate-
resistant acid phosphatase). Formigli et al. (1995)
estudaram, do ponto de vista morfolégico e bioquimico, o
processo osteolitico em cistos radiculares humanos. Numerosas
células multinucleadas positivas para‘ TRAP foram
identificadas na extremidade de extensdes intra-ésseas da
capsula cistica e em direto contato com o tecido &sseo.
Lacunas de reabsorcdo foram vistas na superficie Ossea por
microscopia eletrénica de varredura. Adicionalmente, células
positivas para TRAP foram vistas dentro da cépsula cistica.
Altos niveis de PGEz e IL-6 foram detectadas no fluido
cistico. 0Os autores relacionaram a ativagdo osteocléastica
observada ao redor dos cistos radiculares com os altos niveis
de 1IL-6 e PGE;, poils esses mediadores sao potentes
estimuladores da reabsorgdo Ossea e sua presenga no fluido
cistico pode ser uma conseqliéncia de processos inflamatérios

e imunolégicos ocorridos na capsula cistica. Os autores
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concluiram que a reabsorgao Ossea ativa pode contribuir para

o crescimento destas lesdes nos maxilares.

Estudando a presenga de citocinas nos pProcessos
periapicais, Takeichi et al. (1996) pesquisaram IL-1, IL-6 e
TNF no fluido periapical, obtido via canal radicular.
Utilizando a técnica imunoenzimatica, os autores observaram
altas concentracgdes de IL-la, IL-1B8 e IL-6, mas ndoc de TNFa.
pPolimorfonucleares (PMNs) do fluido, isolados por gradiente
de Ficoll-Hypaque, analisados através de reacdo de polimerase
em cadeia (PCR), mostraram positividade para a expressdao de
RNAm para IL-la, IL-1B e TNFa, mas nao para IL-6. Os autores
sugerem qué a IL-6 (26 kD) do exudato periapical pode ser
derivada dos fibroblastos, macrdfagos, linfécitos T ou
osteoblastos presentes ao redor das 1lesdes ©periapicais.
Sugerem ainda gque PMNs derivados do osso alveolar podem
produzir IL-1 e TNFo nos processos inflamatdérios e estar

associados com O inicio do processo inflamatédrio e com a

reabsorcdo 6ssea 1in vivo.

Muitos dos efeitos da IL-1 sdo mediados através da
capacidade em'éumentar a producdo de outras citocinas como ©
fator de estimulacdo de colénias de granuldcitos (G-CSF),

fator de estimulacdo de coldénias de granuldcitos e macréfagos

(GM-CSF), TINFa, IL-6, IL-8, e membros homdélogos das familias
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de quimiocinas, fatores de crescimento derivados de plaquetas
e IL-11. A amplificacdo de efeitos bio;égicos pela IL-1 é
alcancada por sua habilidade em regular a expressido do
préprio receptor IL-1, do receptor de IL-2, IFN-y, IL-3 e

GM-CSF, e, conseqilentemente, a agdo sinérgica com algumas

destas citocinas (Paul, 1998).

2o estimular fibroblastos de tecido gengival humano sadio
com contetido de cistos radiculares, Honma et al. (1998)
observaram, por ensaio imunoenzimético, que esse contetudo foi
capaz de estimular os fibroblastos a produgdo de IL-6 e IL-8.
Foli também obsérvado, por hibridizagdo in situ, a expressdo
de IL-la, IL-1B, 1IL-6, IL-8 e TINF-a em macréfagos e em
queratinécitos da parede epitelial do cisto radicular. Os
autores consideraram que a IL-1 poderia estar relacionada com
a inducdo da proliferagdo de queratindcitos e fibroblastos,
ativacdo de células T e celulas B e com a sua propria
inducdo. Consideraram, ainda, que a IL-6 exerceria importante
papel na diferenciagéo de células B em plasmdécitos e a IL-8

agiria como fator quimiotdtico para neutrdfilos.

A citocina pré-inflamatdria interferon-y (IEFN-y), com 34
kD é produzida por células NK, células T CD8+ e subclasses
Th; de células T CD4+ (Paul, 1998). Foi identificada por

Kabashima et al. em 1998, em células de granulomas
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periapicais, assim como também células produzindo o6xido
nitrico induzido (iNOs). Os autores discutem que as células
produzindo IEN-y e iNOst levariam & ativagdo de macréfagos
pela indugdo de NO (fator relaxante endotelial) modulando o
grau de inflamagdo. O IEN-Y inibiria a reabsorgdo O&éssea
osteoclastica in wvitro e O aumento da concentragdo de NO
também inibiria a atividade osteocléstica. Porém, a
diminuicao da concentragdo de NO estimularia a reabsorgao

6ssea mediada pela IL-1.

Destes trabalhos, observa-se, claramente, que os estudos
tém dirigido atencao para O esclarecimento dos mecanismos
patogénicos das lesdes periapicais, em especial no processo
de crescimento destas lesdes associado & reabsorgao Ossea.
Neste sentido, outras citocinas com potencial participacgéao
nos processos de reabsorgado € remodelacdo O6ssea, tais como
IL-11, fator estimulante de coldénia de macrofago (M-CSF, CSF-
1), fator estimulante de coldnia de granuldcitos e macrofagos

(GM-CSF) e IL-3, poderiam estar presentes, participando,

direta ou indiretamente, nesses mecanismos.

Os fatores estimulantes de coldénias (CSF) fazem parte de
uma ampla classe de fatores de crescimento e diferenciacao de
células hematopoéticas. Dentre eles, ©O M-CSF, sintetizado por

macréfagos, células endoteliails e fibroblastos (ARbbas et al.,
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1995), tem efeito nas células do sistema fagocitico
mononuclear estimulando a proliferagéao de precursores de
osteoclastos em conjunto com IL—i ou IL-3 (Torabinejad,
1994). Suda (1995), a partir de um trabalho realizado com
progenitores osteoclésticos, considera que o M-CSF seja o
fator soluvel mais importante na proliferagdo, maturagdo e

sobrevivéncia dos osteoclastos.

O GM-CSF é uma glicoproteina de 22 kD, sintetizada por
linfocitos T ativados, macréfagos e fagbcitos mononucleares
ativados, <células endoteiiais vasculares e fibroblastos
(Abbas et al., 1995). Em estudos com osteoblastos murinos
Horowitz et al. (1989) observaram a liberacéo de GM-CSF,
quando essas células eram estimuladas por lipopolissacarideos
pacterianos. Em 1989 Caracciolo & Rovera testaram a
possibilidade de proliferacdo de linhagens de células
leucémicas humanas dependente de fatores de crescimento
associando IL-6 com GM-CSF, G~-CSF, M-CSF, IL-la ou IL-3. Na
linhagem “AML-193" a combinacdo de IL-6 com G-CSF, M-CSF, IL-
10 ou TIL-3 ndo demonstrou proliferacdo melhor que a
conseguida, quando  essas citocinas foram adicionadas
sozinhas, mas fol observado sinergismo da IL-6 com GM-CSF.
Esta citocina pode atuar en conjunto com a IL-6, agindo nos

processos de reabsorcido 6ssea em areas inflamadas.
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Matsushita et al. (1998) analisaram a presenga de véfias
citocinas no soro de pacientes com periodontite apical e,
chegaram a detectar, em um tnico paciente portador de varias
lesbes periapicais, 58 pg/ml de GM-CSF (citocina de dificil
detecgdo no soro). Eles discutem que o GM-CSF poderia estar

associado & etiologia da periodontite apical refratdria desse

paciente submetido a tratamento agressivo.

A IL-3, um mondémero de 20 a 26 kD derivado de linfdcitos
T cp4* (Rbbas et al., 1995), estudada por Barton & Mayer
(1989), em cultura de células de medula Ossea da tibia e
femur de camundongos, mostrou causar diferénciagéo das
células precursoras tipo osteoclastos. Assim como o GM-CSF, a
IL-3 pode ser produzida por células com perfil Th: e Th
(Mosmann & Coffman, 1989). Esta citocina tem sido implicada
na reabsorcdo Ossea que ocorre €m doencas inflamatdérias como

artrite reumatdide e periodontite (Yoshie et al., 1987;

Barton & Mayer, 1989).

Membro da familia da IL-6, a IL-11 ¢é wuma citocina
derivada de células estromais da medula Ossea (Neddermann et
al., 1996; Liu et al., 1996) . Sua acdo parece estar associlada
4 estimulacdo de progenitores hematopoéticos humanos, também,
com efeito sinérgico a outros fatores de crescimento

hematopoético como CSFs e IL-3 (Einat et al., 1996).
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Produzida pelos osteoblastos, podem ter acdo pleiotrdpica na
remodelacdo O6ssea, inibindo a atividade osteoblastica. ou
estimulando o desenvolvimento osteobléastico. (Morris et al.,

1996) .

O osso ndo é um tecido estatico, mas em continuo processo
de remodelacdo fisiolégica. Um modelo da patogenia do

processo osteolitico nas lesdes periapicais tem proposto que

as citocinas participariam, de um lado, no recrutamento,
diferenciacdao e ativagdo de osteoclastos; e, de outro, na
acdo inibitéria sobre peptideos de matriz Ossea, associados a

inducdo da neoformacdo Ossea (Stashenko, 1990).

Em resumo, a remodelacdo Ossea é um processo complexo
regulado por hormdénios sistémicos e fatores locais. A
sintese, a ativacdo e os efeitos dos fatores locais tém uma
acdo direta no metabolismo celular e modificam a replicagdo e

fungbes de diferenciacdo de osteoclastos e osteoblastos

(Favus, 1996).



3. PROPOSICAO

e Tdentificar e quantificar, comparativamente, a presenca das

citocinas GM-CSF, IFNy, IL-3 e IL-6, no liquido e tecido de

cistos periapicais de humanos.



4. MATERIAL E METODOS

A determinacdo e gquantificagdo da presenga de citocinas
no tecido e liquido de cistos radiculares foi realizada
através da técnica imunoenziméatica (ELISA). Para tanto,
estardo descritos nas linhas seguintes, o numero e tipo de
amostras utilizadas, critérios de coleta e -selegdao das
mesmas, a padronizagao do processamento das amostras de
tecido, os reagentes necessarios para a realizagdo da

técnica, bem como, sua seqliéncia.

Todo procedimento, desde a coleta das amostras até a
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obtencdo dos resultados do ensaio imunoenzimético, foi
realizado de acordo com as medidas de Dbiossegurangca em

laboratérios (Chaves-Borges & Mineo, 1997).

0 projeto de pesquisa foi desenvolvido sob prévia analise

e aprovagdo pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa

[CONEP (Anexo I)].

4.1. Casuistica

Foram utilizados 24 amostras de cistos radiculares,
extraidos cirurgicamente, dentre os quais 14 contendo liquido
na cavidade cistica e 10, sem liquido. Os pacientes foram
selecionados de acordo com OS seguintes critérios: 1) ter uma
ou mais lesdes Osseas periapicais, diagnosticadas a partir de
exame clinico em dque se constatava necrose da polpa dental e
imagem radiolucida periapical, sugerindo les&o periapical
inflamatoria (lesdo periapical verdadeira); 2) apresentar-se
em Dboas condigdes de saude, sem estar fazendo uso de
antibioticoterapia por, no minimo, 6 meses; 3) consentir em
participar da pesquisa através da assinatura do “Termo de

Consentimento” (Anexo IT).

0s pacientes foram atendidos e submetidos as cirurgias

parendodénticas no Hospital Odontoldgico da Universidade
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Federal de Uberlandia, em clinicas particulares de Uberléandia
e Itumbiara (GO). Apds a remogéo cirtrgica, as amostras foram
selecionadas com diagndstico especifico de cisto radicular,
através do exame andtomo patolégico, realizado no Laboratério
de Patologia da Universidade Federal de Uberléndia, segundo

os critérios estabelecidos pela OMS (Kramer et al., 1992).

Adicionalmente, foi constituido um grupo de 26 pacientes
com indicacdo de cirurgia para extracdo de 3° molares higidos
inclusos, para obtencdo de um pool de tecidos pulpares em que
a inflamacdo seria um evento improvavel. Estes tecidos foram

utilizados como controle negativo das amostras de tecido.

4.2. Coleta das Amostras

A coleta das amostras foi realizada no periodo de junho
de 1997 a junho de 1999. Dentre os 24 cistos radiculares,

observou-se uma variagdo no tamanho das amostras de 0,5 a

4,0cm de diémetro.

Das lesdes, foram coletados o liquido cistico por meio de

puncdo aspirativa e fragmentos teciduais “frescos” da

seguinte forma:

1. Puncédo aspirativa, utilizando-se uma seringa descartavel de
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5ml com agulha hipodérmica 25x6 ou 25x7 (Becton Dickinson,
USA), retirando-se, em uma s6 puncdo, o maior volume de
liquido possivel. As amostras nas quais estavam presentes
sangue ou | secregdo purulenta, foram submetidas a
centrifugacdo refrigerada, a 2000g por 10 minutos,
imediatamente apds a coleta, para obtencdo de sobrenadante
limpido.

2. Transferéncia imediata do liquido aspirado ou sobrenadante
para um tubo de congelamento (freezing vial, Nunc, USA) e
armazenamento a -70°C, até o momento da realizacido dos
ensaios imunoenzimaticos.

3. Remocdo de um ou mails fragmentos de tecido cistico, que
foram devidamente acondicionados em tubos do tipo’ eppendorf

(Biolog, Brasil) e armazenados a -70°C, até o momento da

-

realizacdo dos testes.

4. Fixacdo do restante da lesdo em formol tamponado a 10%, por
24 horas. Estes fragmentos foram posteriormente inclusos em
parafina para obtencdo de secgdes histoldgicas de
aproximadamente Sum de espessura e, entdo, coradas pela
técnica de hematoxilina e eosina (H/E) para confirmagdo

histolégica dos diagnésticos clinico-radiograficos das

lesdes.

Os elementos dentais utilizados para a extracédo de tecido

pulpar foram frisados na porgdo cervical sob refrigeracao,
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com disco de carborundum, imediatamente apds a cirurgia, para
obtencdo de um guia de fratura, e congelados a -70°C. Os
dentes previamente armazenados foram mergulhados em
nitrogénio liquido e fraturados na regido do guia realizado,
com auxilio de um cinzel e martelo cirtrgicos. Os tecidos
pulpareé foram colhidos com cureta odontolégica, e recortados
em conjunto formando um pool. Foram, em seguida, aliquotados
em vials com 0,06g de tecido cada. As aliquotas <foram

congeladas a -70°C e processadas no momento do ensaio.

Todas as amostras foram devidamente etiquetadas e

identificadas para melhor controle dos dados (Anexo IV).

4.3. Padronizacdo do Processamento das amostras

Para a quantificagao de citocinas no tecido cistico pelo
ELISA, houve a necessidade de transformar o mesmo em um
homogeinizado liquido, permitindo o uso da técnica escolhida.
Nesse intuito, foram utilizadas amostras de granulomas para
serem submetidas a diferentes métodos de processamento, com O
objetivo de avaliar a obtengdo do homogeinizado e a
ocorréncia de perdas possiveils protéicas no decorrer do
processamento. Cada método de processamento foi realizado com

um pool de 6 granulomas.
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A metodologia empregada seguiu parémetros previamente
descritos (Hoenig et al., 1991; Stashenko et al., 1991;
Meghji, et al., 1996; Gemmell & Seymour, 1998; Enriquez &
Riggs, 1998), com algumas modificacgdes, objetivando-se
verificar possiveis interferéncias na detecgdo do antigeno
pesquisado. Foram testadas as seguintes varidveis do
processamento: maceragao do' tecido em solugdo salina,
dissolucdo do tecido em diferentes combinag¢des com solugdes
de digestdo, uso de detergente, inibidores de proteases,
incubacdes com alterndncia de temperatura e seqiiéncia de

ciclos de sonicagdo. Essas variaveis estdo detalhadas nos

seguintes procedimentos:

4. Fragmentos de granuloma foram recortados com bisturi
(Becton Dickinson, USA), stteriormente pesados e diluidoes
na proporgédo 1:10 (0,1g de tecido em 1ml de diluente) em
solucdo salina tamponada com fosfato 0,01M, pH 7,2 (PBS) e
albumina de soro bovino (BSA - Sigma Chemical Co., USA) a
10%, contendo ou nao inibidores de proteases [50 pg/ml de

Leupeptina, 1,6mM de PMSF (fluoreto fenil-metil-sulfonil)
e 10pg/ml de Aprotinina - Sigma Chemical Co, USA].
Interferon—gama humana recombinante (rhIFN-y - R&D

Systems, USA) foi adicionado nas amostras (1,25ng/ml) para

verificacdo dos niveis de recuperacdo da citocina durante
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o processamento. As amostras foram maceradas, nos
respectivos recipientes com auxilio de instrumento de
metal cromado adaptado com extremidade ajustada ao fundo

do tubo de armazenamento, com imersao prévia em nitrogénio

liquido. Foram realizados, entao, trés ciclos de
congelamento em nitrogénio liquido (-196°C) e
descongelamento em banho-maria (37°C), para lise de
membranas celulares e liberacao do contetdo

citoplasméatico. Dai, seguiram-se 6 ciclos de sonicacgéo,
por 30 segundos cada, em recipiente com gelo, seguidos de
observagdes microscoépica, para avaliagdo do grau de
integridade celular encontrado. Finalmente, as amostras
foram centrifugadas a 2000g, por 10 minutos, a 4°C, para
separagdo dos sobrenadantes que foram coletados e
armazenados a 4°C, em tempo nao superior a 24 horas, até a

realizacdo dos ensalos.

B. Neste procedimento, ©0S fragmentos de granulomas foram

recortados como no procedimento A, diluidos em um meio
designado neste trabalho como “meio basico”, contendo 10mM
de tampao HEPES (sal sbédico - éacido N-[hidroxietil]
piperazino—N’—[2—etanosulf6nico]) em meio RPMI (com L-

glutamina e sem bicarbonato de sédio) 1640 (Gibco BRL,
USA) com 40pg/ml de gentamicina (Gibco BRL, USA) e BSA

(100pg/ml) . Foram adicionados 2ng/mL de rhGM-CSF, 5ng/ml
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de rhIFN-y, e 1,2ng/mL de rhIL-6 (R&D Systems, UsA),
500U/ml de Colagenése D (Boehringer Mannheim, Germany) e

detergente Zwittergent (100ug/ml - Calbiochem, USA),
segundo esquema demonstrado na Tabela 1. A incubagdo dos
fragmentos foi realizada com agitacdo durante 90 minutos a

37°c. Em seguida, foram adicionados inibidores de

proteases (50pg/ml de Leupeptina, 1,6mM de PMSF e 10pg/ml
de Aprotinina), mantendo-se sempre a proporgdo de 0,1lg de
tecido para <cada 1ml de diluente (1:10). Apds
homogeneizagao com pipeta Pasteur, foil realizado um ciclo
de sonicacdo de 30 segundos, em banho de gelo, seguido
pela observacdo da viabilidade celular ao microscdpio
6ptico. Em seguida, as amostras foram submetidas a
centrifugacdo a 2000g por 10 minutos, a 4°C, com

subseqiiente coleta do sobrenadante e armazenamento a 4°C

até a realizacdo dos ensaios.
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Tabela 1. Esquema do processamento das amostras de granulomas, de acordo com o
procedimento do item B.

/I 005 300 50 50 50 50 - 50
2 0,05 300 50 50 50 - 50 50
3 0,05 250 50 50 50 50 50 50
4 0,05 300 50 50 50 50 - -
5 0,05 300 50 50 50 - 50 -
6 0,05 250 50 50 50 50 0§ -

o....e INcubacio durante 90 minutos a 37°C, sob agitacio.
*  Antes de acrescentar os inibidores de proteases nas amostras I, 2 e 3, foram retirados 50ul do

homogeinizado para manter a diluicdo na proporgdo de 1:10.

C. Fragmentos de granulomas foram processados como no
procedimento B, dividindo-se © processamento em duas
etapas, conforme demonstrado na Tabela 2: Etapa I, sem a
presenca do detergente, usande ou nao a colagenase,
acrescido de meio basico e de citocinas incluindo a rhIL-3
(4ng/mL - R&D Systems, UshA) durante 45 minutos a 37°C, sob
agitacgao. Apbs homogeneizagdo com pipeta Pasteur, as
amostras foram submetidas a centrifugacdo a 10000g por 5
ninutos, a 4°C, com subseqgliente coleta do sobrenadante e
acondicionamento €em gelo para posterior dosagem das
citocinas; a Etapa II, foi realizada no precipitado

resultante da primeira fase, acrescentando-se o meio
basico, as ciltocinas, © detergente Zwittergent (100ug/ml)

e os inibidores de proteases, mantendo-se sempre a



Gervasio, 4. M. Material e Métodos 37

proporgdo inicial (1:10) da amostra. Apds constante

agitacdo de 45 minutos a 37°C, o processamento foi

concluido como no item B.

| FEtapa I 0,05 300 50 50 50 50 - ; .

I 2 005 25 50 50 50 50 50 - -
{ Ewpa [ 005 200 50 50 50 50 ; 50 50
'L, 005 200 50 50 50 50 ] 50 50
A

4.4. Processamento de tecidos cisticos e

controles

0 processamento dos tecidos cisticos foi realizado de
acordo com OS resultados obtidos nos testes de padronizacgao
do processamento de tecidos realizados nos granulomas. Apds ©
descongelamento das amostras, 0S8 tecidos <cisticos foram
recortados com auxilio de um bisturi, dividindo cada amostra

cistica em duas allquotas com 0,06g cada, em tubos tipo

eppendorf, sendo a primeira aliquota origem de duas, conforme

esquema demonstrado na Figura 2:



Material e Métodos 38

@ﬂ@@AﬁL___.;__________________—___#~?__~__~____‘___~_

processamento,

do processamento de tecidos cisticos.

Figura 2. Esquema das fases

para cada aliquota foram realizadas diferentes fases de

como descrito:

Aliquota n® 1:
ases: la e Ib

Fase I: gubdividida em duas £

Fase Ia
e Adicao de meio bésico consistindo de 10mM de tampao
HEPES em meio RPMI 1640 com gentamicina (40pg/ml) e BSA

(100ug/ml), na proporgéo de 1ml para cada 0,1g de

tecido cistico (1:10);

e Adicdo de colagenase D (400U/ml) ;

e Incubacdo de 45 minutos a 37°C sob agitacao constante;
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Resfriamento em banho de gelo;

Homogeneizagdo com pipeta Pasteur;

Centrifugacdo das amostras a 10000g por 5 minutos a
4°C;

Coleta do sobrenadante e acondicionamento em banho de

gelo até a dosagem de citocinas (amostra da “Fase Ia").

Fase Ib

Adicao de meio basico, detergente Zwittergent
(100ug/ml) e inibidores de proteases ao sedimento
originado da aliquota 1;

Incubacdo de 45 minutos a 37°C sob agitagéao cqnstante;
Resfriamento em banho de gelo;

Realizacdo de 1 ciclo de 30 segundos de sonicagao,
utilizando um sonotrodo (ponta catenoidal) adaptado
(Anexo 1IV) ao aparelho de wultra-som (desruptor de
células - Thorton, Brasil);

Centrifugacdo das amostras a 2000g por 10 minutos a
4°C;

Coleta do sobrenadante e acondicionamento em banho de

gelo até a analise de citocinas (amostra da “Fase Ib").
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Aliquota n° 2:

Fase II

e Adigao do meio basico, detergente Zwittergent
(100pg/ml) e inibidores de proteases, mantendo sempre a
proporgdo 1:10 (lml dessa mistura para cada 0,1g de
£ecido);

e Incubacdo de 90 minutos a 37°C sob agitagdo constante;

e Resfriamento em banho de gelo;

e Realizacdo de 1 ciclo de 30 segundos de sonicagdo, como
anteriormente descrito;

e Centrifugacdo das amostras a 2000g por 10 minutos a
4°c;

e Coleta do sobrenadante (amostra da “Fase II”) e
acondicionamento em banho de gelo até a anédlise de

citocinas.

Além das amostras dos cistos, foram testadas
paralelamente, amostras de granulomas, processadas da mesma
forma dgque O0S cistos, onde foram acrescentadas concentracgdes
conhecidas de rhGM-CSF, rhIEFN-y, rhil-3 e rhIL-6 e entdo
consideradas como controles positivos, para avaliar cada fase

do processamento bem em relacdo a perda protéica.
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0 processamento dos tecidos pulpares utilizados como
controle negativo foi similar ao das amostras cisticas. A
Tabela 3 demonstra o esquema de diluicdo das amostras de

tecido cistico e dos controles positivos e negativos.
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4.5. Ligquido cistico

As amostras de liquido cistico, ndo diluidas foram
analisadas sem nenhum processamento prévio, salvo a
centrifugacdo, gquando necessario, devido & presenga de

exudato purulento ou sangue.

4.6. Ensaio imunoenzimdtico (ELISA) padrdo para
detecgdo das citocinas GM-CSF, IFN-y, IL-3 e IL-6 em

tecido e liquido cistico

As amostras de tecido e liquido cisticos bem como os
controles foram analisadas para detecgdo das citocinas GM-
CSF, IFN-y, IL-3 e IL-6 por meio de um ensaio imunoenzimatico
(ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay) tipo sandwich. O
ELISA tem como principio a formacdo do complexo antigeno-
anticorpo (Ag-Ac). Num primeiro momento, ocorre a interacao
entre um anticorpo especifico (anticorpo de captura),
adicionado a uma placa de 96 pogos, com um antigeno contido
na amostra testada. Em uma segunda etapa, ocorre a
identificacdo do complexo Ag-Ac, através de um anticorpo
especifico ao antigeno pesquisado, conjugado a uma enzima
(anticorpo de detecgéo) . Em seguida, adiciona-se o substrato
com uma solucdo crombgena para a visualizacido dos resultados.

0 grau de reatividade do ensaio é analisado pela intensidade
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da coloragédo e determinado através dos valores da absorbancia

em leitor de ELISA para microplacas (Figura 3).

Figura 3. Esquema do ensaio imunoenzimatico. a: anticorpo de captura ligado ao pogo

da placa, b: adi¢io da amostra, C: processo de lavagem, permanecendo o anticorpo

ligado a0 antigeno pesquisado d: adicdo do anticorpo c}e detecgdo (secunfiério
biotinilado), e: adigdo do conjugado estreptavidina (S)—peromdase (P), I revengNao da
reacio realizada pela adigdo do substrato enzimatico (TMB) e HyO,, g adigdo do
4cido H,S0, parando a reagdo (adaptado de Aragio & Ribeiro, 1998).

Neste experimento, OS5 testes foram realizados segundo

protocolos recomendados pelo fabricante dos anticorpos (R&D

Systems, USA), com algumas mnodificacdes. Microplacas de

poliestireno de alta avidez (Corning Laboratories Inc., USA),

foram sensibilizadas com OS respectivos anticorpos de

captura: anticorpo policlonal anti-GM-CSF  (AF-215-NA -

2ug/ml); anticorpo monoclonal (mAb) anti-TFN-y (MAB285 -

dpug/ml) ; mAD anti-IL-3 (MAB203 - 8ug/ml) e mAb anti-IL-6
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(MAB206 - 8ug/ml) diluidos em PBS. As placas foram incubadas

por 18 horas, a temperatura ambiente, em camara umida.

Em seguida, as placas foram lavadas por 3 vezes em PBS
com adicdo de Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e, subsequentemente,
bloqueadas com solugdo de PBS adicionada de BSA a 1%, por 1
hora, em temperatura ambiente. Novamente, as placas foram
submetidas a trés ciclos de lavagens com PBS-T e seguiu-se a
adicdo das amostras, em duplicata, n&o diluidas para IEN-y e
II,-3 e ndo diluidas e diluidas a 1:5 para GM-CSF e IL-6.
Paralelamente, foram realizadas curvas padrdes, em duplicata,
utilizando-se para cada citocina pesquisada, a respectiva
citocina humana recombinante, em diluigdes duplas seriadas em
PBS-T + BSA 1% para o ensaio destinado as amostras de liquido

cistico, ou em meio béasico (10mM tampdo HEPES em meio RPMI
1640 com gentamicina (40pg/ml) e 100pg/ml de BSA), para as
amostras de tecidos cisticos. A concentracgdo inicial de cada
curva foi de 8ng/ml para GM-CSF e IL-3, 10ng/ml para IFN-y e
2,4ng/ml para IL-6. ApOS incubagcdo por 18 horas, em camara
tmida, a 4°C, as placas foram novamente lavadas por 3 vezes
com PBS-T, seguindo-se a adigéo dos anticorpos policlonais
secundarios biotinilados (produzidos em cabra) anti-GM-CSF,

anti-IFN-y, anti-IL-3 e anti-IL-6 humanas, nas concentragodes

de 800, 200, 2000 e 200ng/ml em PBS-T + BsSA 0,1%,
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respectivamente. As microplacas foram incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente, em cémara Umida. Procedeu-se a novas
lavagens como anteriormente descrito e adicionou-se o©
conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma Chemical Co., USA)
na diluicdo de 1:1000 em PBS-T + BSA 0,1% por 30 minutos a
temperatura ambiente. Bpbés a ultima lavagem das placas com
PBS-T por 3 vezes, adlcionou-se O substrato enzimatico
consistindo de tetrametilbenzidina-TMB (Sigma Chemical Co.,
USA) em taﬁpéo citrato-fosfato 0,1M, pH 4,5 e 0,006% de HzO:.
A reacdo foi interrompida pela adig¢do de HzS50, ZN. A leitura
foi zrealizada em 'leitor de microplacas ELISA (Titertek
Multiskan Plus MK II - Flow Laboratories, USA) com filtros de
450nm e 570nm, subtraindo-se O valor da absorbéancia obtido
com o filtro de 450nm daquele obtido com o filtro de 570nm,
para corrigir as imperfeigdes opticas da placa. Em todas as
reacdes realizadas para OS tecidos cisticos foram inclusas
amostras de granuloma onde foram adicionadas concentragdes
conhecidas das citocinas pesquisadas, servindo como controle
positivo e a amostra de tecido pulpar como controles
negativo. Para O0S ensaios com liquido cistico, o préprio
diluente da reagao serviu como controle negativo. Além dos
controles positivo e negativo para garantir a especificidade
de cada teste , foi calculado o coeficiente de variagdo inter
e intra-ensaio, para avaliar a reprodutibilidade dos mesmos.

Um esquema detalhado da reacdo estd representado no Anexo V.
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4.7. Expressdo dos resultados

Os niveis de reatividade das citocinas foram expressos
como uma relacdo entre a concentragdo protéica e o peso do
fragmento estudado. Sabendo-se que cada 0,1 grama de tecido
foi convertido em 1ml de sobrenadante, 0s valores de
absorbancia obtidos foram convertidos em pg/ml, representando
uma concentracdo relacionada & cada 0,1lg de tecido. Os
valores da absorbancia de cada teste foram convertidos a
partir dos valores de absorba&ncia das respectivas curvas
padrdes, utilizando-se O software Microplate Manager 4.0
(Bio-Rad Laboratories, Inc.). O limiar de reatividade (cut
off) das reagdes de FLISA foi determinado pelo limite de

deteccdoc de cada citocina em cada teste.

calculou-se um fator de corregdo da concentragao
encontrada para cada citocina, a partir das amostras controle
positivo, para avaliar cada fase do processamento, em relaééo
4 perda protéica. No entanto, este fator ndo foi aplicado nos
resultados finais de concentracdo de citocinas obtidas nas
amostras de tecidos cisticos, uma vez que tal fator pode ser
correlacionado, somente, a4 citocina exogenamente acrescentada
nas amostras controle positivo, refletindo .a influéncia dos

diferentes procedimentos somente sobre a proteina exdgena.
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4.8. Anidlise Estatistica

Para analisar a reprodutibilidade dos testes foram
calculados os coeficientes de variacdo inter e intra-ensaio,
considerando, como bons, O0S coeficientes menores que 20%, de
acordo com o fabricante dos anticorpos. 0Os célculos foram

realizados utilizando-se © software GraphPad Prism.

Para comparar as porcentagens positivas entre 0os
diferentes processamentos de tecido, através do teste de
hipbéteses para diferencas entre proporgdes (Teste 2),

considerando significativos todos resultados com p < 0,05,

foi utilizado o Software Bio Statistic for Windows.

0 grau de concordancia dos resultados de reatividade
entre as citocinas encontradas no tecido e liquido cistico e
a correlagdo dos niveis encontrados entre elas foram
calculados, respectivamente, pelos testes de correlagao de
Spearman € Pearson pelo programa Microsoft Excel. 0

intervalo de confianga determinado foi de 0,7 a 1,0 ou -0,7

a -0,1 com p < 0, 05.



5. RESULTADOS

5.1. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para detecgdo de

citocinas

0 limite de detecgéo encontrado para cada citocina variou
de 62,5 a 125pg/ml para CM-CSF; de 9,8 a 39,1lpg/ml para IFN-
y; de 250 a 500pg/ml para IL-3 e de 9,4 a 18,8pg/ml para IL-
6. As variacdes das curvas padrdes obtidas com as citocinas
humanas recombinantes GM-CSF, IFN-y, 1IL-3 e I1-6 foram

analisadas intra- e inter—-ensaios. Os coeficientes de
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variacdo intra-ensaio foram: 7,8 para GM-CSF; 9,3 para IFN-y;
6,2 para IL-3 e 9,4 para IL-6. Os coeficientes de variacgao
inter-ensaio forvam: 18,9 para GM~-CSF; 13,9 para IFN-y; 13,6
para IL-3 e 15,8 para IL-6. A representacdo das curvas de
cada ensaio para cada citocina estdo demonstradas na Figura 4
e a média entre as curvas € 0S desvios padrdes respectivos a
cada concentracgédo de citocinas estdo representados na Figura

5.
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5.2. Padronizacdo do processamento das amostras de

granulomas

O procedimento “a”, em que foi utilizado o PBS-BSA a 10%
como diluente das amostras de granulomas, na proporgdo de
1:10, contendo rhIFN-y e acrescentando ou ndo inibidores de
proteases, demonstrou uma perda protéica de 86,0% nas
amostras sem inibidores ¢ de 81,4% nas amostn_;as com
inibidores de proteases (Tabela 4), quando comparada a
concentracdo de citocina adicionada (exdgena). Além dessa
perda, observou-se & perda tecidual durante a maceragdo do
tecido. Apds a sonicagdo, & observacdo ao microscépio Optico

demonstrou auséncia de células integras.

Tabela 4. Niveis de thIFN-y (ng/ml) e porcentagem da perda
protéica durante 0 processamento de amostras de granulomas
humanos, de acordo com a presenga ou ndo dos inibidores de

proteases.

Com inibidores 1,25 0,233 81,4

Sem inibidores 1,25 0,175 86

0 procedimento “B”, no qual foil utilizado meio bésico
acrescido ou néo de colagenase e/ou detergente, resultou em
perdas protéicas discriminadas na tabela 5. A digestado do

tecido no meio com colagenase ou COnl colagenase e detergente
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demonstrou ser operacional e visualmente mails pratica e
eficiente que a maceragdo. NO entanto, pdde-se observar que a
presenca da colagenase foi prejudicial para todas as
citocinas analisadas, apesar de digerir melhor os fragmentos
teciduais. O uso de detergente isoladamente n&o mostrou uma
boa digestédo dos fragmentos, porém, foi bom para a detecgédo
de GM-CSF e IL-6 acrescentados. A observagao ao microscdpio

bptico, apds um Gnico ciclo de sonicacdo, demonstrou a

auséncia de células viadvelis.

Tabela 5 Niveis de citocinas (ng/ml) € porcentagem da perda proteica durante o
processamento de amostras de granulomas humanos, de acordo com a presenga ou néo de

colagenase, detergente e inibidores de proteases.

Col.

_ 0062 969

L 2704 0 0 100 0942 215
Det. . 5340 0 0 100 0.977 18,6
coLe + 0053 913 0 100 0004 997
Det. . 0,068 96,6 0 100 0,003 99,7

* Quantidade de citocina adicionada; #hGM-CSF (2ng/ml); rhIFN-y (5ng/ml); rhIL-6 (1,2ng/ml); Col = com ’
colagenase; Det = com detergente; IP = Inibidores de Proteases; + = presenca de IP; - = auséncia de IP.
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No procedimento “C”/ cujo processamento foi dividido em

duas etapas, foram obtidos 08 niveis de citocinas demonstrados

na Tabela 6. Esses resultados demonstraram que, durante a

“Etapa I”, ao usar & colagenase, houve perda protéica de 92,7%

para rhGM-CSF, 100% para rhIFN-y, 88,0% para rhIL-3 e 90,8%

para thL—G. Nas amostras em que nao foi adicionada a
para rhGM-CSF, 100%

colagenase, houve perda protéica de 48,1%

para rhIFN-y, 28% paré rhil-3 e 0% para rhIlL-6. Na “Etapa II”,
o detergente € inibidores de proteases

quando houve a adicdo d

te da etapa L ocorreu perda proteica

no sedimento resultan
para rhIFN-y de 85, 6% na amostra tratada com ¢olagenase na
primeira etapa e de 80, 8% naquela sel colagenase, mostrando-se
altamente sensivel ao proceSSamento. para as demais citocinas
nio houve uma perda protéica consideravel na etapa II. Esses

nde interferéncia da colagenase para

resultados revelaram gra
todas as citocinas analisadas € importante agao dos detergente
A Figura 6 representa 0S niveis de

e inibidores de proteases.

g en relacdo a concentracgdo de citocina

citocinas detectado

adicionada no inicio do processamento.
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Tabela 6. Niveis de citocinas (ng/ml) e porcentagem da perda protéica em amostras de
granulomas humanos sujeitas ao processamento com ou sem colagenase acrescido
‘posteriormente de detergente e inibidores de proteases.

I 2,08 0 ND 100 2,88 28 1,74 0
Col >
) 11 2,69 0 0,96 80,8 3,93 178 NA 0
Col I 0,29 83,5 ND 100 0,48 88 0,11 90,8
" 11 2.29 0 0,72 85,6 5,01 0 1,52 0
Etapa | = amostras com ou sem colagenase, sem detergente ¢ inibidores de proteases; Col - = amostra sem

colagenase, Col + = amostra com colagenase; Etapa II = Sedimento da etapa I com detergente ¢ inibidores de
proteases. ND = Nivel ndo detectado; NA = Nivel acima do maior valor da curva padrdo; * Quantidade de citocina
adicionada: *#hGM-CSF (2ng/ml); #hIFN-y (5Sng/ml); rhIL-3 (dng/ml); »hIL-6 (1,2ng/ml).

@ Ny
GM-CSF
@3
1L-6

100 -
80
60 1

40 -

204

Porcentagem (%)

Amostras

Figura 6. Porcentagem de reatividade em relagdo & concentragio de recombinante
acrescentada, nas amostras de granulomas, submetidas a duas etapas de processamento.
Na Etapa I (I) sem (Col -) ou com (Col +) colagenase e, na Etapa II, realizada no
sedimento da Etapa I (Col - ou Col +), usando detergente e inibidores de proteases (II).



Gervasio, A M.

Resultados 57

5.3. Tecido cistico

Foram analisadas 24 amostras de tecido de «cistos
radiculares, dos quais 20 foram testados para a detecgdo de
IFN-y, 21 para IL-3, 24 para GM-CSF e 22 para IL-6, de acordo
com o processamento da “Fase II”. Essa variagdo ocorreu
devido a diferenca no tamanho das lesdes, ndo tendo, algumas,
o peso suficiente para serem analisadas por todos os testes.
Assim, para rhIFN-y e rhIL-3 sé foram testadas as amostras
submetidas ao processamento da fase II. Nesta fase, os niveis
variaram de 68 a 496,3pg/ml para GM-CSF, de 53 e7lpg/ml para
IFN-y, de 277 a 713pg/ml para IL-3 e de 17 a 835pg/ml para
IL-6. A figura 7 demonstra os nivels de cada citocina

detectados nas Fases Ia, Ib e II em cada amostra.
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Figura 7. Niveis de IFN-y, IL-3, GM-CSF e IL-6 detectados em cistos radiculares humanos
submetidos as Fases I[a, Ib e 1. Os valores mostrados abaixo da linha tracejada representam o
numero de amostras cujos niveis de citocinas ndo alcangaram o limite de detecgio do ELISA
correspondente.

Ao comparar os resultados obtidos nas Fases Ia, Ib e II
do processamento das amostras testadas para GM-CSEF e IL-6,

foi observada maior quantidade de amostras reativas e com

altos niveils de citocinas na Fase II do processamento (p <
0,01 e p < 0,05, respectivamente, entre as Fases Ib e II). Os
resultados obtidos entre as Fases Ia e Ib ndo demonstraram
diferencas significativas para nenhuma das citocinas. Na
Figura 8, esta representado o percentual de reatividade de 15

amostras analisadas nas Fases Ia e Ib para GM-CSF e IL-6, de
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24 amostras analisadas na Fase II para CM-CSF e de 22

amostras analisadas na Fase Il para I1L—6.

@ GM-CSF

100 o

«®
<o

Reatividade (%)

[\
o O

Fases do processamento

Figura 8. Porcentagem de reatividade das amostras de tecidos de cistos radiculares testadas
processamento: [a (sobrenadante da Fase

para GM-CSF e IL-6 em suas diferentes fases de
Fase I com detergente ¢ inibidores de

I com uso de colagenase ), Ib (sedimento da eter,
proteases) e II (Fase II sem uso de colagenase, com detergente € inibidores de proteases).

5.4. Amostras controles

positivo testadas, pdde-

Em relacdo as amostras controle

ase I1I do

S realizados na £

se observar em todos ©OS ensaio

processamento uma perda protéica, em média, de 32% para GM-

e nenhuma perda para IL-6. Essa

CSF e IL-3, de 92% para IFN-Y

correcdo de 1,6 para GM-CSE e

perda representou um fator de

IL-3, 16,1 para IFN-y ¢ 1 para 1L-6 (Figura 9). A perda
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protéica observada para a rhIFN-y foi a mais critica entre

todas as citocinas.

Nas amostras de tecido pulpar consideradas como controle

negativo, ndo foram detectadas as citocinas IFN-y, IL-3 e

IL-6. Porém, niveis de GM-CSF foram detectados em todos os

16
GM-CSF
@D 1.3

IFN-y

Fator de Corre¢do

Citocinas

Figura 9. Média dos fatores de corre¢do das amostras controle positivo para GM-CSF,
IFN-y, IL-3 e IL-6.

ensaios (111, 113 e 105pg/ml), embora proéximos ao limite

deteccdo (62,5pg/ml).

de
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5.5. Liquidos cisticos

Entre as 14 amostras de liquido cistico analisadas, foram

detectados niveis de citocinas variando de 47,2 a 4096pg/ml

para IL-6 em 13 amostras (92,8%) ¢ de 66 a 1180pg/ml para GM-

CSF em 6 amostras (42,8%) . 11,-3 e IFN-y ndo foram detectadas

em nenhuma amostra analisada, considerando o limite de

deteccido de cada ensaio. Os niveis reativos das citocinas GM-

CSF e IL-6, detectados nas amostras de liquido cistico estéo
l4

representados na Figura 10.

10000

100

Concentagdo (pg/ml)

1 -

GM-CSF IL-6

Fioura 10. Niveis reativos de GM-CSF e IL-6 em liquidos cisticos .
g .

A porcentagem de reatividade de amostras de liquido e

tecido cisticos submetidas ao processamento da Fase Il para
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as citocinas GM-CSF, IFN-y, IL-3 e IL-6 estd representada na
Figura 11 e a Tabela 7 discrimina a reatividade de cada
amostra. Poéde-se observar nas amostras de liquido cistico
maior numero de amostras positivas para IL-6 (92,8%) que para
GM-CSF (42,8%) com diferenca significativa (p = 0,008) e
nenhuma amostra positiva para IFN-y e IL-3. Nas amostras de
tecido, o percentual de positividade foi baixo para IL-3
(28,6%) e menor ainda para IFN-y (9,8%). Diferentemente do
ligquido, foi detectado, no tecido cistico, maior quantidade
de amostras positivas para GM-CSF (95,8%) que IL-6 (86,4%),
porém sem diferencas significativas. Os percentuais de
reatividade no ligquido e tecido cisticos representam
diferencas estatisticamente significativas somente para GM-

CSF e IL-3 com p = 0,0007 e p = 0,03 respectivamente.

100 IFN-y
IL-3
(§ GM-CSF
o 80 - @ IL-6
)
B
o 60
o
.-
2
45 40
O
o
20

Liquido Tecido

Citocinas

Figura 11. Porcentagem de positividade para GM-CSF, IFN-y, IL-3 e IL-6 das amostras de
liquido e tecido (Fase II) de cistos radiculares humanos.
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Tabela 7. Distribuigdo das amostras de liquido e tecido cisticos, reativas e
ndo reativas para as citocinas GM-CSF, IFN-y, IL-3 e IL-6.

Amostras GM-CSF IFN-y IL-3 IL-6

Lig Tec. Lig. Tec. Lig. -Tec. Lig. Tec.
1 ° ° o) o o) ° °
2 o ° e} o o) ° P
3 o ° o o) o) o} ° °
4 o o o o) o) o] ® o)
5 ° ° o o o . ° 'Y
6 e} ° o} ° o} 'Y o .
7 ° ° o) e} o) o ° °
8 O ® o} O O o} ® ®
9 o) o o o o o) ° °
10 o} ° o o o) o ° ®
11 ° ° o o] o) o) ° °
12 ° ° o o o) e} ° °
13 o] ° o o o o ° ®
14 ° ° o - o ° ° -
15* - ° - - - - - °
16 - ° - o - - °
17 - ® - ° - ] - °
18 - ° - - - - - o
19 - ° - o - o) - o)
20 - ° - - - - - -
21 - ° - o] - o) - *
22 - ° - o - o - .
23 - . - o] - ° - °
24 - ° - o - o - °

* As amostras cisticas de niimero 15 a 24 nio apresentavam liquido em suas cavidades.
O nio reativo ® reativo - ndo realizado Liq. amostra de liquido Tec. amostra de tecido
Os niveis de GM-CSF, IFN-y, IL-3 e IL-6 demonstraram que,
de acordo com a analise de correlagdo de “Pearson”, né&o
existe correlagdo entre eles e, de acordo com o teste de

correlacdo de “Spearman”, nenhuma concordancia.



6. DISCUSSAO

1ho objetivou & deteccdo das citocinas

O presente traba

GM- :
CSF, IFN-y, IL-3 € 11,-6 em 24 cistos radiculares humano
SI

a 2 . s
través de ensalo 1munoenzlmat1co (ELISA) . Para tanto, fo
’ ram

des com amostras de tecido e liquido e 10

consideradas 14 1les
foram obtidos ap

s amostras de liquido cistico
r

lesd
es das quails enas fra £
d gmentos teciduais

Os resultados evidenciaram, na
um percentual de 42,8% das lesbes apresentando GM-CSF (66
a

1180pg/ml), 92,8% reativas para 1-6 (47 a 4096pg/ml) . N&
. Na&ao

reativos para IFN-y e IL-3. Os

£ . e , .
oram identificados niveis
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resultados obtidos nas amostras de tecido cistico foram de
9,8% das lesdes reativas para IFN-y (53 a 7lpg/ml), 28,6%
para IL-3 (277 a 713pg/ml), 86,4% para IL-6 (17 a 835pg/ml) e
95,8% para GM-CSF (68 a 496pg/ml). Nio observamos uma
concordancia de positividade para as diferentes citocinas
pesquisadas entre as amostras de tecido e liquido cisticos.
Da mesma forma, ndo pudemos identificar qualquer associacio
significativa entre os niveis de reatividade das citocinas

pesquisadas.

A opcgdoc pela utilizagdo do ELISA, neste trabalho, foi
feita considerando a possibilidade de identificarmos, por um
mesmo método, as citocinas que admitidamente, estariam
presentes nas células e dispersas pelo tecido cistico, bem
como aquelas presentes no liquido cistico. Adicionalmente,
este método permitiu a quantificacgao das citocinas, através
da conversio dos valores de absorbancia em concentracdo, por
meio de uma curva padrdo desenvolvida a partir de diluigées

pré-conhecidas de citocinas recombinantes (Paul, 1998).

Como o ELISA é realizado em placas com amostras no estado
liquido, houve, inicialmente, a necessidade de promover a
extracdo das citocinas pesquisadas dos tecidos cisticos

colhidos.



Discussdo 66

Gervésio, A. M.

Uma preocupagao presente durante a elaboracgéao do

protocolo de pesquisa foi a de evitar possiveis perdas

protéicas durante a manipulagdo do tecido cistico.

Teoricamente, a obtencdo da amostra liquida com os antigenos
7

teciduais (citocinas), seria alcancada através da manipulacgéo

dos fragmentos objetivando a dissociacdo tecidual e a ruptura

celular.

Tdealmente, as amostras de tecido, bem como as do liquido
ea p

i aborda I
cistico deveriam ser coletadas a partlr de uma g
’ e

cl v Ati r espaco de
irtirgica relativamente atraumatica, € no mMeno P
14

7 14

5r i a do tecide. A
favorecesse uma satisfatodria preservagao

ria na obtencédo de amostras

observacdo destes cuidados importa

dias ou meses apbs © processamento

6timas para o ensalo

.
1 U.a. - 7

informagdes sobre uma

iores
literatura consultada, maio

objetivos
metodologia  queé atendesse, amplamente,  a0S8 5

expostos.

(1991), pesquisando IL-1 em

A propdsito, Hoenig et al.

FLISA, utilizou um protocolo de

. z o
cistos radiculares atraves d

i . i i almente, a

i j U.idO d

sSoni (] me (@] (1 g mento. S i I
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apés cada ciclo mencionado (5 no total), os autores coletavam

o sobrenadante e promoviam a dosagem da citocina. O resultado

final foi dado pela soma das dosagens realizadas em cada um

dos 5 ciclos previstos. Segundo os autores,  estes

procedimentos evitariam a degradagao protéica que

naturalmente ocorreria durante os ciclos de congelamento e

descongelamento. Contudo, nio fizeram mengdo a nenhuma forma

de controle do processamento desenvolvido, colocando em

davida, a qualidade dos dados obtidos.

Procurando uma melhor praticidade no processamento, menor

tempo de exposigdo das amostras a temperatura ambiente, maior
protéica, foram testadas, em

rendimento e menor perda

amostras de granulomas acrescidas de concentracgdes conhecidas

de citocinas .recombinantes, algumas variaveis como: uso de

solugbes para dissociagéao tecidual como EGTA [ethylene

glycol—bis(ﬂ—aminoethyl ether)—N,N}N’,N7—tetraacetic acid]
mente congeladas

e/ou tripsina, trituragéo das amostras previa

em nitrogénio liquido com grau e pistilo, ¢€ variacdo no tempo
de incubagéo das amostras em diferentes misturas de digestéao

( H,0 e/ou tripsina e/ou EGTA, PBS com BSR a 1% € inibidores

de proteases, dentre outras) . Embora nao demonstrados, ©OS
resultados destes testes foram insatisfatérios. Tanto o EGTA

como a tripsina, com Ou sem incubacédo overnight, promoveramn

uma boa dissociacdo tecidual semy contudo, favorecer &
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inas em nivels aceitaveis. A trituragao

deteccdo das citoc
manual com dgrau € pistilo foi eficiente na dissociacéo

celular. Contudo, perdeu em

tecidual e na ruptura

praticidade, favorecendo uma perda consideravel das amostras

Sl tamanho e volume, visualmente constatados, que
interfeririam, significativamente, DO rendimento final do
sobrenadante.

0 uso da colagenase também tem sido considerada
objetivando melhorar @ dissociacgéao tecidual, tanto em
procedimentos classicos de cultura de células (Gemmel &

Seymour, 1998) como na facilitagao da extracdo de citocinas
4
1991) . Na primeira proposta, & colagenase

(Stashenko et al.,
facilitaria a desagregacao tecidual, liberando um maior
numero de células viaveis para cultivo. Estas celulas, num
segundo momento, seriam expostas @ antigenos bacterianos, e
as citocinas dal secretadas seriam mensuradas nio sobrenadante
da cultura. NesteS casos, @& colagenase nao parece ter
interferido com © resultado final da concentragao de
citocinas, Ja due€ estas apareceriam no sobrenadante da
cultura apds a 1avagem da colagenase acrescentada.

Por outro lado, stashenko et al. (1991), analisando
s com doenga periodontal, por

eis de IL1B, TNFa

tecidos gengivais de paciente

. sas iv
ensaio imunoenzimaticos detectaram altos &
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e ILla. Segundo os autores, © extrato tecidual para este

experimento foil obtido com uma mistura de digestdo, contendo

colagenase. Entretanto, nao foi encontrada nenhuma mengdo a

possibilidade de interferéncia deste processamento com o

resultado final da concentragdo protéica expressa.

No presente experimento, pudemos observar, a semelhanca

dos autores mencionados, que a colagenase contribui

Significativamente para uma melhor dissociagdo tecidual. N&o
obstante, as amostras testadas com adigdo da colagenase

resultaram em uma perda protéica final da ordem de 85,5 a

100% (Tabela 6).

Além da colagenase, gtashenko et al.(1991) utilizaram na

mistura de digestado © detergente gwitergent. Esse detergente

& zuiteridnico, ou seja, possul cargas aniénicas e catidnicas

podendo interagir com as prbprias proteinas, com capacidade

a membrana das células, sem promover a

de solubilizar

formacdo de agregados protéicos insoluveis. O uso desse

detergente colaborou com a lise celular e liberacdo das

ulares tanto para O trabalho de Stashenko

citocinas intracel

et al. (1991) como RO presente experimento, resultando um

percentual de perda protéica nulo ou quase nulo para GM-CSF e

IL-3, de 21,5% para 11.-6 ¢ de 80,8 a 100% para IEN-Y (tabelas
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5 e 6). Esses percentuais, excluindo os do IFN-y, foram

considerados razoaveis ao compard-los com a agdo da

colagenase.

Tem sido observado © uso de inibidores de proteases
(leupeptina, aprotinina e PMSF) para a conservagao de
proteinas na obtencdo de extratos antigénicos (Scott et
al.,1987; Enriquez & Riggs, 1998; Souza, 1998). Desta forma,
os inibidores foram utilizados no presente experimento para
garantir uma melhor conservagdao das citocinas durante o
processamento tecidual. O uso desses inibidores de proteases
juntamente com o detergente (Fase II realizada nos tecidos
cisticos) foi satisfatdrio na detecgdo das citocinas, excecdo
feita para IFN-y. Todos os processamentos testados ndo foram
ideais para a deteccdo desta citocina. Pelo fato de o IFN-y
ser uma citocina altamente sensivel a esses processamentos,
seria aconselhavel um estudo mais apurado desta metodologia,

procurando pesquisar outros tipos de inibidores de proteases,

além dos utilizados, mals eficazes na inibic&o da proteédlise.

Pdde-se observar nas Tabelas 5 e 6 que algumas amostras,
nas quais foram adicionados detergente e/ou inibidores de
proteases na auséncia de colagenase, mostraram-se com niveis

de citocinas (GM-CSF, 1IL-3 e 1IL-6) superiores aquelas

e

i = o i e
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concentracdes previamente adicionadas. Esses achados poderiam

ser explicados, pela presenca de resquicios das citocinas

recombinantes acrescentadas na primeira etapa do

processamento ou pela existéncia de concentracdes
!

detectéaveis nos granulomas previamente ao acréscimo

mencionado.

NZo obstante a deteccgdo de niveis reativos de citocinas

nas amostras agui testadas, € prudente considerar dque estes

iveis podem nao refletir a real concentragdo presente nas
niv

stras Neste sentido, deve-se salientar as proprias
amo .

limitacdes do teste ELISA empregado, cujo resultado positivo

ou negativo para determinada amostra, esta associado ao

limite de deteccao de cada teste. como exemplo do exposto,

tes para 11-3, cujos valores

citamos ©s resultados dos tes

foram limitados a concentragdes acima de 250pg/ml,

Consideravelmente altas quando comparadas aquela indicada

elo fabricante (30pg/ml) . Possivelmente, O percentual de
1S

amostras de tecido cistico positivas para IL-3 (28,6%)
poderia ser maior se © limite de deteccdo do teste fosse

melhorado Entretanto, nio foi possivel reproduzir, em nenhum

dos ensaios desenvolvidos, O limite de detecgdo referido pelo

fabricante (Anexo VI). Assim, admitimos para discusséo, como

iveil ' ituados
resultados positivos, apenas ©0S nivelis reatlvos S

acima daqueles determinados pelo 1imite de detecgao dos
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nossos ensaios. Isto ndo significa, necessariamente, dque néao
haja presenca de uma determinada citocina na amostra testada,
mesmo que em concentragdes minimas, gquando os resultados

estiverem abaixo do limite de deteccdo previsto.

Mesmo que seja prudente ter estas considera¢des em mente
na analise dos resultados, Jjulgamos gque nossos achados
refletem aqueles da literatura, obtidos por métodologia
diversa daguela aqui empregada. Kabashima et al.(1998)
observaram uma expressdo, aparentemente baixa, de células
positivas para IFN-y (3,1% das células mononucleares) em
granulomas periapicais. Nossos resultados sugerem auséncia ou
uma concentracdo baixa de IFNy nas amostras examinadas
(tecido e 1liquido cistico), refletindo, possivelmente, na
média, o fendmeno comumente percebido nas lesdes cisticas
estabelecidas. Da mesma forma, pode-se considerar os
resultados para IL-6, cuja expressdo imunohistoquimica tem
sido identificada como significativa e acentuada nas iesées
periapicais (Bando et al., 1993; Formigli et al., 1995).
Achados semelhantes foram confirmados em estudos utilizando
ELISA, PCR (Takeichi et al., 1996) e hibridizacao in situ
(Honma et al., 1998). Da mesma forma, o0s resultados aqui
encontrados, mostram uma marcante presencga de IL-6, tanto nas

amostras teciduais como no contetudo cistico.
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Nao obstante as consideracdes aqui discutidas gquanto as

limitagdes metodoldgicas, pertinentes  ao processamento

tecidual, ao proéprio teste, e © cuidado na interpretacgao dos

resultados, vale salientar dque OS coeficientes de variagao

inter e intra-ensaios para cada citocina testada, ficaram

abaixo do limite da variacédo, considerado aceitéavel pelo

fabricante -menor due 20%-, constatando-se, desta forma, boa

reprodutibilidade dos ensaios.

Vencidas essa8 consideragdes preliminares, & importante

s citocinas sao mediadores protéicos, tanto da

salientar que a

imunidade natural como da adquirida. Regulam a magnitude da

resposta imune influenciando O crescimento € diferenciacdo de

varios tipos celulares, principalmente 1infécitos. Dependendo

da natureza e dose antigénica OS 1infécitos T podem secretar

Alternativamente, diferentes antigenos

distintas citocinas.

podem estimular diferentes subpopulagoes de 1linfécitos T,

T-auxiliares (Th - T helper), a

denominados 1infécitos

producdo de diferentes citocinas. A subpopulagdo Thy €&

importante indutora das reacdes de hipersensibilidade do tipo

tardio, mediada POT células, e @as principais citocinas

envolvidas nesse tipo de resposta sao IL-12, IL-2, IEN-Y e

TNF. Th, é outra subpopulagao de linfbcitos dque produz IL-4,
IL-5, IL-6, 1L-10, IL-13 e paixos niveis de TNF e sdo mais

importantes para & imunidade humoral (figura 12). Postula-se
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que a ativacdo preferencial de tais subpopulagdes pode ser

responsavel pelos diferentes aspectos clinico-patoldgicos de

algumas doencas (Mosmann & coffman, 1989; Coffman & Mosmanmn,

1991; Romagnani, 1991; Scott ¢ Kaufmann, 1991; Abbas, 1995;

Fujihashi et al., 1996; Mosmannh s Sad, 1996; Kabashima et

al., 1998; Takahashi, 1998).

Figura 12. Resposta imunc Thy ou Thy. As células T helper Q‘h)’ reconhecem 0s pept'ideos
apresentados  pelo Complexo Principal de histocompatibilidade (MHC) das células
apresentadoras  de antigeno  (APC). A produgio de [L-12 pela APC promove O
desenvolvimento de células Thl que ativam macrofagos. As células Th2 produzem 1L4 IL-5,
IL-10 e IL-13; responsaveis pela producdo de anticorpos (Ig(_‘r, IgA, IgM e ’IgE). Abrexlrlag(“)es:
Ag. antigeno; B. célula B; IFN-y. Interferon v; IL. Interleucina; M¢. macrofago; T. célula T;

TCR. receptor de célula T; Th. T helper; (adaptado de Takahashi, 1998).

Hoenig et al. (1991), em pesquisa com cistos radiculares,

sustentam a teoria da importéancia de mediadores soluveis,

induzindo processos de reabsorcdo das células Osseas COmO

prostaglandina E, e ljeucotrienos e due a reabsorgdo oOssea

parcialmente, por adigao de

pode ser inibida, apenas
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inibidores de cicloxigenase e lipoxigenase, indicando que
outros mediadores podem contribuir para a atividade de

reabsorgdo Ossea encontrada nos cistos dentais.

O presente estudo mostra resultados com auséncia de IFN-y
no liquido e um percentual de reatividade n&o significativo
(9,8%) nos tecidos dos «cistos radiculares. 1Isso poderia
indicar que o perfil Th;, representado pelo IFN-y, ndo seria a
principal caracteristica da resposta inflamatéria nas

amostras cisticas estudadas.

Roberts e colaboradores, em 1997, pesquisando em tecido
gengival com periodontite a presencga de varias citécinas por
RT-PCR (reverse-transcription polymerase chain-reaction),
dentre elas o IFN-y, ndo detectaram RNAm para IFN-y em nenhum
dos tecidos. Os autores comentam que essa auséncia pode ser
prépria dos efeitos provocados pela técnica de extracso
utilizada ou pela possibilidade de as células T presentes nas
bidépsias das lesdes periodontais nao estarem ativadas por

antigenos especificos.

Kabashima et al. (1998) identificaram positividade para
IFN-y em 3,1% das células mononucleares em granulomas

periapicais. Além disso, encontraram um percentual médio de
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1,1% de células positivas para IL-1 e 6xido nitrico sintetase

induzivel (iNOS). Os autores discutem que as células,

produzindo IEN-Y, levariam a ativacdo de macrdéfagos pela

inducdo de Oéxido nitrico (fator relaxante endotelial),

modulando o grau de inflamacdo. Tem sido relatado que o 6xido

nitrico em altas concentragodes suprime a reabsorcao 6ssea; em

em baixas concentragbes, estimula a reabsorgao

contraste,
6ssea mediada por IL-1 (Rauston et al., 1994, 1995). Neste

concentragdes de 1IFN-y encontradas,

sentido, as baixas

poderiam estar favorecendo a inducdo de reabsorcao. Esses

resultados sao compativels com 0S achados de Lacey et al.

(1995) . Esses autores observaram dque, em cultura de células

da medula éssea (macréfagos) de camundongos, & presenca de

IFN-y exercia um papel inibitério na formacdo de ceélulas

osteocléasticas.

Ao contrario do IFN-y, & 1L-6 demonstrou-se presente em

92,8 e 86,4% das amostras de liquido e tecido,

respectivamente, confirmando ©OS achados de outros autores

(Bando et al., 1993; Formigli et al., 1995; Meghji, et al.,

1996; Euler et al., 1998; Homma, et. al., 1998). Bando et al.

(1993), constataram I1-1 e IL-6 na parede de <células

epiteliais cisticas e células endoteliais vasculares. Os
o radicular estéa

autores comentam dque O crescimento do cist
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relacionado com O processo autécrino de estimulagdo da

proliferacédo das células epiteliais cisticas pela IL-1 e IL-6

e com a atividade osteolitica dessas mesmas citocinas

causando & reabsorgao 6ssea. Da mesma forma, Meghji et al

(1996) sugeriram dqué a destruigéo progressiva do osso depende

do crescimento celular e da sua capacidade de reabsorgéo

e também estar envolvido com a

bssea. Esse crescimento pod

interacdo do epitélio € & capsula fibrosa cistica. Formigli

am altos niveis de IL-6 no £fluido

et al., em 1995, detectar

a ativagao osteocléstica

cistico, relacionando—o0S com

observada ao redor dos cistos radiculares.

Os niveis de IL-6 obtidos no liquido dos cistos

radiculares, nNesse trabalho, foram de 47,2 a 4095,8pg/ml;

dos por Formigli et al. em 1995 (48,08

superiores aos encontra

do, os niveis variaram de 17 a 835pg/ml

a 92,46pg/ml). NO teci

em relacgéo a cada 0,1 grama de tecido. A presenca dos altos

jam reforgar a suspeita de que esteja

niveis de IL-6 poder

a inflamatoéria com tendéncia ao perfil

ocorrendo uma respost

tipo Tha, nessas amostras estudadas.

Deve Ser dada importéncia a4 presenca de IL-3 no tecido

cistico (28,6%); pois até entdo, nao havia sido pesquisada
nos cilstos radiculares. Sua presenga talvez possa confirmar

sua participagao na proliferagéo de precursores de
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osteoclastos, bem COmROy, sua implicagao na reabsorcdo &éssea

que ocorre em doengas inflamatoérias como a artrite

reumatéide. Barton & Mayer (1989) comentam Qqueé, pelo fato de

a IL-3 ser produzida PpOT 1infécitos T ativados e ter elevado

ltura de células da medula

o numero de osteoclastos em Cu

4ssea, os 1infoécitos T exerceriam um papel indireto na

reabsorcdo 6ssea ocorrida neste tipo de doenga.

Assim como & IL-3, © GM-CSF também nao havia sido

pesquisado nas lesdes cisticas radiculares humanas. Myint et

efeito dessas duas citocinas em

al. (1999) analisaram O

camundongos Ccoml osteopetrose injetando diariamente 5ng de GM-
CSF e/ou 100ng de 11L-3 murina recombinante € verificaram que o

numero de células TRAP positiVaS (tartrate—resistant acid

res sugeriram que ©OS fatores GM-

phosphatase) aumentou. OS auto

CSF e 1IL-3 induzem 0 desenvolvimento de osteoclastos. No

presente trabalho, ©OS resultados foram significativos para GM-

cSF  no liquido € tecido dos cistos (42,8 e 86,4%,
reSpectivamente). A presenca de IL-3 e GM-CSF nos cistos

poderia ser devido & produgéo por células inflamatérias locais

e linfécitos The.

como foil dito anteriormente, acreditam no

Alguns autores,
sinergismo entre GM-CSF e IL-6 (Caracciolo & Rovera, 1989) e

GM-CSF e IL-3 (Einat et al., 1996) relacionado com O estimulo

[ —
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4 reabsorcdo Ossea. Horwood et al., em 1998, relacionaram a

IL-18 com a inibigdo da formacdo de osteoclastos, quando

mediada por GM-CSF. Desta forma, dqual seria a atuagdo do GM-

CSF nas lesbes radiculares? sera que a agé@o do GM-CSF estaria

na dependéncia do sinergismo com outras citocinas na definicgéo

do tipo de resposta exercida no microambiente? GM-CSF com IL-6

ou IL-3 induziria a reabsorgao bssea e GM-CSEF com T1.—-18

inibiria a reabsorgdo? 0s niveis de GM-CSF detectados no

liquido (66 2 1180pg/ml) e tecido cisticos (68 a 496, 3pg/ml),

no atual experimento, estariam sendo liberados de células com

perfil Th; ou Th,? Estariam estimulando a reabsorgdo Ossea ou

participando da modulacdo oOssea inibindo a osteoclastogénesis?

Por outro lado, pode-se perguntar ainda: O GM-CSF atuaria no

homem como atua nos modelos experimentais utilizados nas

recentes pesguisas (Einat et al.s 1996; Horwood et al., 1998;

Myint et al., 1999) 2 Neste experimento, foi demonstrada a sua

presencga e€m cistos radiculares, cujo crescimento, de alguma

forma, esta associado a reabsorgdo Ossea local. Entretanto, em

funcdo da variabilidade dos achados, nao nOS & possivel, de
forma definitiva, identificar seu papel nas 1esdes estudadas.

As sugestoes de Silva (1995) e cury et al. (1998), a

ncia de uma resposta inflamatbéria de

respeito da predominé
perfil Thz DOS cistos radiculares em desenvolvimento (com

ser reforgadas coml 0s

proliferagdo epitelial), poderiam
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resultados apresentados nesta investigagdo. Presenca marcante

de GM-CSF e IL-6 € razoavel quantidade de amostras contendo

IL-3 (predominantemente perfil Thp) e uma minima gquantidade

de amostras com IFN-Y (perfil Thi).

A identificagéo dos tipos celulares apresentando essas

citocinas nas lesdes estudadas poderiam ter sido realizados

para melhor esclarecimento  do gquadro  sugerido.  Este

procedimento, entretanto, nao foi realizado em fungdo da

exigtiidade do material colhido cirurgicamente.

Surpreendentemente, o pool de tecidos pulpares (controle

negativo) mostrou—se negativo para todas as citocinas,

excecdo ao GM-CSF (com média de 109, 5pg/ml entre os ensaios).

Porém, as concentragbes encontradas situavam—se proximas ao
limite de detecgéo. Nao foil possivel encontrar na literatura
uma explicagdo para estes achados. pouco se conhece da
inflamatdérias RO ambiente tecidual

presenga de citocinas

associado aos dentes inclusos. Talvez, a interagao entre oS

tecidos do foliculo dentario (saco dentario) e a polpa,
circulagao sangiiinea, possa favorecer a deteccgao

Neste sentido, alguns autores

através da

inas no tecido pulpar.

a de CcsF-1 (M-CSF) em células de

de citoc

identificaram & presenc¢

a erupgao dental (Que et al., 1997;

foliculos implicados I

Wise et al., 1998; Grier et al.s 1998). A presenca de
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reabsorcido O&ssea fisiolégica associada a erupcdo dentaria

poderia justificar esses resultados. Qutro aspecto due

poderia, como sugestao, explicar a deteccdo de GM-CSF no

A\Y 3 4 z
controle negativo” seria @ possivel presenca de estimulos

antigénicos nestes tecidos. Vale salientar que dentes

inclusos podem apresentar foliculos dentadrios na vizinhanca

do tecido gengival de dentes erupcionados, susceptiveis
: I

assim, & agao antigénica de microorganismos da placa dental

Além disso, ©S niveis encontrados nas amostras cisticas foram

em 87% dos casos duas vezes superiores ao limite de detecgéao
r

atenuando mailores dificuldades na diferenciacdo das amostras

s mereceriam melhor investigagéo.

positivas. Estes achado

A aplicagéo dos resultados deste trabalho frente as

te laboratorial, pois a produgéo

lesdes radiculares é meramen

ou acdo excessiva de citocinas pode levar & lesdo tecidual. A

administragdo de citocinas ou  Seus inibidores €& uma

modificar respostas bioldgicas

aproximacao potente para

porém O0S desafios sdo muitos. O

associadas com doengas,

sobre a agédo das citocinas in vitro

dominio do conhecimento

impde um desafio permanente ao entendimento sobre suas

complexas interacoes nos sistemas in vivo. E necessario

descobrir ©O caminho mals eficaz para O uso das citocinas e

substancias antagénicas Sem prejuizos biolbégicos € morais aos

seres vivos, em especial aos humanos.



7 CONCLUSOES

m esse trabalho levam as

Os resultados obtidos cO

seguintes conclusdes:

¢« O processamento dos tecidos realizados com uso de

detergente ¢€ inibidores de proteases € auséncia de

colagenase (Fase 11) demonstrou Ser mais adequado para

a detecgdo de GM-CSF, IL-3 e 11,-6. Para pesquisa de
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por

IFN-y por ensaio imunoenzimético, esse processamento

ndo foi adequado e devera ser revisto.

0 IFN-y e & 1L-3 ndo foram detectados no liquido
14

ém, foram detectados em pequeno numero de amostras

de tecido dos cistos radiculares, de maneira

significativa. para 11L-3, de acordo com O limite de

deteccdo de cada teste.

0 limite de detecgdo do ELISA para TI.-3 fol alto em

relagdo @&o mencionado pelo fabricante. O protocolo
realizado parad 11-3 devera ser aprimorado para futuros

experimentos.

A citocina I1L-6 e O fator GM-CSF estido presentes no

ares humanos na maioria das

tecido de cistos radicul

amostras testadas.

presente IO liquido de cistos

A citocina IL-6 esté

a maioria das amostras testadas e

radiculares humanos I
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i

o fator GM-CSF também esta presente porém em menor

numero de amostras. ,
f

e As citocinas GM-CSF, IL-3 e IL-6 podem estar

participando do processo de reabsorgdo Ossea nos

cistos radiculares em fase de crescimento.




ABSTRACT

The major stimuli for the development of the radicular cysts associated to

Mallassez’epithelial remnants, are the bacterial endotoxin that act as mitogen and stimulus

for the cytokine production. The cytokines released by the immune system cells have an

important role in the cystic growth and consequent destruction of the surrounding bone

tissue.

The aim of this work was to determine the levels of GM-CSF, IFN-y, IL-3 and IL-6

ammatory process and the bone resorption in the liquid and

cytokines related to the infl
linked immunosorbent assay (ELISA).

tissue of the human radicular cysts by enzyme-

The detection limit of ELISAs for cytokines varied from 62.5 to 125 pg/ml for GM-
CSF; 9.8 to 39.1 pg/ml for IFN
¢ liquid samples, in 42.8%
6 (47 to 4096 pg/ml). No IFN-y and IL-3

-y; 250 to 500 pg/mli for IL-3 and from 9.4 to 18.8 pg/ml for

IL-6. Concerning the cysti of the lesions was found GM-CSF

(66 to 1180 pg/ml) and in 9
were detected in any sample
9.8% of the lesions for IFN-Y
for IL-6 (17 to 835 pg/ml) and

n 8% was detected IL-
s. For the cystic tissue samples, the results obtained were:

(53 to 71 pg/ml); 28.6% for IL-3 (277 to 713 pg/ml); 86.4%
95.8% for GM-CSF (68 to 496 pg/ml).

We may conclude that the IFN=y and IL-3 cytokines are present in the tissue of

qumber of lesions. In addition are also found GM-CSF

radicular cysts, even though, in low
dicular cysts. These cytokines may be

sue of the human ra

and IL-6 in the liquid and the tis
process and cystic growth, as well as, of the bone

participating of the inflammatory

resorption that are characteristic features of that lesions.
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ANEXO II

% UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Departamento de Diagnostico € Cirurgia
Laboratério de Patologia Bucal

TERMO DE CONSENTIMENTO

23 TR

,consinto  na colheita de lesdo periapical como

DOC. T2 oo
procedimento necessario a terapéutica normal e posterior utilizagdo da mesma para

realizagdo de pesquisa em diagnostico Jaboratorial de lesdes cisticas, sob orientagdo do

Prof, Dr. Adriano Mota Loyola.

Terei a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer
duavida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios € outros assuntos relacionados com a

investigagdo.

Sera respeitado o carater confidencial das informacdes fornecidas, nao sendo permitida a
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ANEXO III

Protocolo para registros dos casos de lesdes cisticas
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ANEXO 1V

Projeto do Sonotrodo

Gervisio, Aurélia M.; Duarte, Marcus A. V.

Justificativa

Para auxiliar a sonicagdo de pequena quantidade de amostra
acondicionada em tubos tipo “eppendorf”, surgiu a necessidade de adaptar
uma microponta catenoidal (sonotrodo) ao aparelho de ultrasom
(sonicador) que apresentasse uma extremidade mais fina que a original

(Thornton, SP).

Metodologia

utilizado o pacote comercial de elementos
e a condicdo necessdria para O bom
a na possibilidade de sintonizar a
létrico do ultrasom com uma das
eja, nas freqii€ncias em que as

No projeto do sonotrodo foi
finitos ANSYS 5.2, uma vez qu
funcionamento de um sonotrodo implic
freqiiéncia de oscilagdo do cristal piezoe
freqiiéneias naturais do sonotrodo, ou S
vibragdes do sonotrodo sao maximas.

de excitagdo basica de um ultrasom € de 20

kHz podendo ser ajustada em +5 kHz. Para construgdo do modelo
tos, o elemento utilizado foi um solido

matematico via elementos fini _ )
estrutural assimétrico de trés e quatro nds com dois graus de liberdade por

n6 (PLANE 42).

Via de regra, a freqiiéncia

io (mesmo material da pega original),
dulo de Young de 102 Gpa, densidade
de 0,19. A opgao de solugdo foi a

O material utilizado foi o titn
tendo como propriedades fisicas: mo

de 4850 kg/m® e razdo de Poisson ( _
Analise Modal, sendo que as freqiiéncias naturais, © respectivos modos

proprios de vibragdo, foram obtidas via expansdo em subespago, modelo de
massas concentradas, com vinte vetores ortogonais extras.

tria e as dimensoes do sonotrodo

A partir do modelo original, a geome
btido um formato que atendesse

foram variadas até o momento em que foi o
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as especificidades do trabalho e que possuisse pelo menos uma freqiiéncia
natural entre 15 e 25 kHz.

Teste de eficiéncia

Foi utilizado uma amostra de meio de cultura contendo células
viaveis. Analisou-se a presenga das células com auxilio do azul tripan e da
visualizagdo ao microscopio Optico. A amostra foi sonicada realizando 5
ciclos de 30 segundos € posteriormente visualizada ao microscopio para

certificar da destruigdo de todas as células.

Resultados

A geometria final encontrada para 0 sonotrodo comparada a0 modelo
delo de elementos finitos

original estd demonstrada na figura 1. Um mo
ram calculadas as ¢inco

com 530 elementos € 650 nos, para O qual fo
11437, 24866, 38414, 51044 ¢ 63480

primeiras freqiiéncias resultando em:
Hz.

de 50 pl de células acondicinados em um tubo

Ao submeter a amostra :
dor, observou-s¢ O rompimento de todas as

tipo “eppendorf’ 20 sonica
células existentes na amostra.

Conclusdo
os permite a sonicagdo de

e é muito importante quando se trabalha com uma

O resultado foi altamente satisfatorio, pois 1

volumes pequenos, 0 qu
quantidade escassa de amostra.

Agradecimentos

nto de Engenharia Mecénica da Universidade
dos Santos € do técnico

do Sr. Luiz Ant6nio
colaboraram na confecgdo do sonotrodo.

Agradecemos a0 Departame
Federal de Uberlandia, atraves
mecanico Valdico de Faria, que
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ANEXO V
Data: /[
ELISA para detec¢dio de IL-3, IFN-y, GM-CSF e IL-6
........... Desprezar
18 i i

macal | s

1L-3
iL-3

A
B
amosira C
argostra D

| E
¥

IFN-y

IFN-y
amostra G
amostra H_ | .

PLACA 1L

—_—

T
GM-CSF
e R
GM-CSEF
amostra
amosiia

amostz | B
- e i
G +

amostra

amostra

amostra H | S (N (SSEWUSEE

PLACA UL

L6
16
amostra

C
amostra D
amosira £
amosira F

G
H

ST T O

e

amosira
amostra

B SSEE, S

W2  Indica diluigio seriada (de um pogo para 0 Ouiro)

Curva
padriio

Fase 2

Curva
padrio

FFase 2

Curva
padrdo

Fase la
Fase Lb

Fase 2

Curva
padrio

Tase 1a
Fase 1b

Fase 2




DRDERING INFORMATION

atalog Number: MAB203

Clone: 4806.1

Lot Number: HB02

Size: 500 pg

rormulation: 0.2 um filtered solution in PBS
Storage: -20° C

Reconstitution: sterile PBS

Specificity: rhiL-3

mmunogen: E. coli-derived rhiL-3

lg class: mouse gG,

Applications: Neutralization of bioactivity
Waestern blot

ELISA

ROR RESEARCH USE ONL

MaB203 1of2

Y. NOT FOR USE IN DIAGNOSTIC

ANEXO Vi
Monoclonal
Anti-human {L-3 Antibody
Preparation ,
a elicited from a mouse

d from a murine hybridom
coli-denved,'recbmblnaht human interleukin 3 (rhlL-3).

This antibody was produce
tein A affinity chromatography.

immunized with purified, E.
The IgG fraction of ascites fluid was purified by Pro
Formulation .
Lyophilized from a 0.2 pm filtered solution in phosphate-buffered saline (PBS)-
Endotoxin Level

< 10 ng per 1 mg of the antibody as determined by the LAL method.

Reconstitution
Reconstitute with sterile ntration

will be 500 pg/mL.

PBS. If 1 mL of PBS is used, the antibody conce

Storage

Lyophilized samples a
to -70° C. Upon reconstitution, the antibody can be sto
1 month without detectable loss of activity. Reconstituted antibody can also be
aliquotted and stored frozen at -20° C to -70° C for at least six months without

detectable loss of activity. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

re stable for greater than six months when held at 20°C
red at 2° - 4° C forat least

Specificity
This antibody has been selected forits a
thiL-3. The antibody will not neutralize the biological activity of rmiL-3. In direct

ELISA and western blot analysis, this antibody exhibits no cross-reactivity with
rmiL-3. When immobilized on 2 microplate, this antibody will capture both

recombinant as well as natural human IL-3.

n of Human IL-3 Bioactivity

The exact concentration of antibody required to neutralize rhiL-3 activity is
dependent on the cytokine concentration, cell type, growth conditions and the type
of activity studied. To provide @ guideline, R&D Systems has determined the
neutralization dose for this antibody under a specific set of conditions. The
Neutralization Dose,, (ND,) for this antibody is defined as that concentration of
antibody required to yieid one-half maximal inhibition of the cytokine activity on a
responsive c€ tokine is present at a concentration just high

enough to elici

As shown in figure
jL-3 antibody was determined t
presence of 1.25 ng/mL of rhiL-3, using the TF-1 ce

are described in the figure legends.

bility to neutralize the biological activity of

Neutralizatio

Il line, when that cy
t a maximum response.

s 1 and 2 onthe next page, the
o be approximately

ND,, for this lot of anti-human
0.03 - 0.08 pg/mL in the
il line. The specific conditions

Additional Applications _ ’
For direct ELISAs, the antibody can be used at0.5- 1.0 ug/r_nL with the appropriate
secondary reagents to detect human IL-3. The detection fimit for rhiL-8 is

approximately 0.3 ng/well. ’
For western blot analysis, the antibody can be usedat1-2 pg/mb with the
3. The detection (limit for rhiL-3

appropriate secondary reagents 10 detect human IL- . ‘
is approximately 1 ng/lane and 5 ng/lane under non-reducing and reducing

conditions, respectively.
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