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GOMES, ACG. Estudo dos mecanismos envolvidos na migracao celular induzida
pelo MTA para cavidade peritoneal de camundongos. Aracatuba, 2006. 137p.
Dissertacao (Mestrado em Odontopediatria) — Faculdade de Odontologia, Campus

de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar os mecanismos envolvidos na migracao de
neutroéfilos induzida pelo MTA para cavidade peritoneal de camundongos. Observou-
se que o MTA induziu migracdo de neutréfilos de maneira dose-dependente (0,5; 5;
50 e 100 mg/cavidade), alcancando o pico de migracdo 6 horas apés a injecdo do
estimulo com a dose de 50 mg/cavidade. Esta migracédo foi parcialmente inibida pelo
pré-tratamento dos animais com dexametasona (1 mg/Kg), BWA4C (50 mg/Kg) e
U75302 (0,5 mg/Kg). Diferentemente, a Indometacina (5 mg/Kg) foi inefetiva neste
processo. Verificou-se também que os animais estimulados com MTA (50
mg/cavidade) apresentaram uma liberacdo significativa de IL-18 e MIP-2 no
exsudato peritoneal. O pré-tratamento com Tioglicolato aumentou em cerca de 380%
a populacdo de macréfagos na cavidade peritoneal, potencializando a migracdo de
neutréfilos induzida pelo MTA (p<0,05). O pré-tratamento com composto 48/80
depletou cerca de 75% a populacdo de mastdcitos, diminuindo a migracao de
neutréfilos (p<0,05). A injecdo de MTA na bolha de ar subcutanea induziu uma
migracdo de neutréfilos menor comparada a cavidade peritoneal. Estes resultados
confirmam a participacdo de mastécitos e macréfagos na migracao de neutrofilos
induzida pelo MTA. A injecdo de sobrenadante de macréfagos e mastécitos
estimulados com MTA na cavidade peritoneal de camundongos causou significante

migracdo de neutrofilos (p<0,05), que foi parcialmente inibida pelo pré-tratamento



viii

das células por dexametasona (10 pMolar), BWA4C (100 pMolar) e U75302 (10
MMolar) sugerindo a liberacdo por essas células de LTB,; e citocinas e/ou
quimiocinas. Confirmando esses dados, macrofagos e mastécitos quando
estimulados in vitro por MTA foram capazes de expressar RNAm para IL-13, MIP-2,
e 5-LO. Pbdde-se concluir que a migracao de neutréfilos para cavidade peritoneal de
camundongos induzida pelo MTA foi dependente de mastécitos e de macrofagos

liberando IL-1B, MIP-2 e LTBa,.

Palavras-chave : cimentos dentarios, neutroéfilos, LTB,.



GOMES, ACG. Study of the mechanisms involved in cellular migration induced by
MTA into peritoneal cavity in mice. Aracatuba 2006.137 p. Dissertation (Master in
Pediatric Dentistry) — Dental School of Aracatuba, S&o Paulo State Univesity “Jalio
de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the mechanism involved in the neutrophil
migration induced by MTA into peritoneal cavity in mice. It was observed that MTA
induced a dose dependent neutrophil migration (0.5, 5, 50 and 100 mg/cavity),
achieving the peak 6 hours after the stimulation with 50 mg/cavity. Neutrophil
migration was inhibited by the pre-treatment with dexamethasone (1 mg/Kg), BWA4C
(50 mg/Kg) and U75302 (0,5 mg/Kg). Differently indometacin (5 mg/Kg) was
ineffective in this process. It was seen that the animals stimulated with MTA (50
mg/cavity) showed a significative amount of IL-18 and MIP-2 released to the
peritoneal exudate. The pretreatment with Thioglycolate 3% increased 380% the
macropahge population into the peritoneal cavity, increasing the MTA-induced
neutrophil migration (p<0.05). The pretreatment with 48/80 compound decreased
75% the mast cell population in the peritoneal cavity and decreased the MTA-
induced neutrophil migration (p<0.05). The injection of MTA in the air-pouch cavity
induced a neutrophil migration, however, the recruitment was shorter than that
induced into the peritoneal cavity. These data confirm the participation of the mast
cell and macrophages in the MTA-induced neutrophil migration. The injection of
MTA-stimulated macrophages and mast cells supernatants into the mice peritoneal
cavity induced a significant neutrophil migration that was inhibited by the pre-
treatment with dexamethasone (10 pMolar), BWA4C (100 pyMolar) and U75302 (10

pMMolar) suggesting the release of LTB4 and cytokines and/or chemokines by these



cells. Besides, macrophages and mast cells MTA-induced were able to express in
vitro IL-1B MIP-2 and 5-LO mRNA. In conclusion, the neutrophil migration into mice
peritoneal cavity induced by MTA was dependent on mast cells and macrophages,

which expressed IL-13, MIP-2 and LTBa.

Key-words : endodontic sealer, neutrophil, LTB.
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1 Introducao

Apesar dos avancos na prevencdo da carie dentaria e da melhor
compreensao da importancia de se manter a denticdo decidua higida, ainda ocorre
grande numero de lesdes cariosas profundas nos dentes deciduos levando ao
comprometimento pulpar. Além disso, lesdes traumaticas, principalmente nos dentes
anteriores, apresentam prevaléncia elevada e podem levar a alteracdes pulpares
(GUEDES PINTO, 2003).

A preservacdo dos dentes deciduos com alteracdes pulpares provocadas por
lesBes de carie ou por trauma até a época de sua esfoliacao fisiologica € de extrema
importancia, ja que estes dentes sdo a base fundamental para que ocorra oclusao
correta da denticdo permanente evitando problemas funcionais e estéticos. Outro
fator de extrema importancia, caracteristico da denticdo decidua, € que o ciclo vital
desses dentes é mais curto em relacdo aos permanentes, incluindo em seu processo
de envelhecimento a reabsorcéo radicular fisioldgica progressiva até a sua completa
esfoliagdo (GUEDES PINTO, 2003; TOLEDO, 1996).

A restauracdao e manutencéo dos dentes deciduos na cavidade bucal, muitas
vezes devem ser precedidas por um tratamento pulpar adequado que pode ser a
pulpotomia ou a pulpectomia. A indicacdo da terapia depende de um diagndstico
correto, além da consideracdo de alguns fatores como: adaptacdo da crianca ao
tratamento, importancia da manutencdo do elemento dental e extensdo da leséo
periapical verificada na radiografia (RIBEIRO et al., 2001).

A pulpotomia € descrita como amputacdo da porcdo coronaria da polpa
dentaria inflamada, seguida do tratamento do remanescente pulpar com vitalidade

por meio de técnicas farmacologicas e/ou ndo farmacolégicas que visam a



preservacdo da sua saude (RIBEIRO et al., 2001). Indica-se este tipo de
procedimento para dentes deciduos com inflamacao pulpar restrita a polpa coronaria
(CAMP, 1984; McDONALD; AVERY, 1991). Estd contra-indicada em dentes
deciduos com evidéncia radiogréfica de reabsor¢do interna ou externa, evidéncia de
doenca periapical ou da regido de furca, dentes sem possibilidade de restauracao ou
com mais de 2/3 de reabsorc¢ao radicular (CAMP, 1984; GUEDES PINTO, 2003).

Em dentes deciduos, o ideal seria utilizar medicamentos e/ou técnicas que
promovessem a cura da ferida cirtrgica e permitissem a manutenc¢éo da vitalidade e
a continuidade da fisiologia normal da polpa radicular remanescente até a época
prépria de esfoliacdo (RIBEIRO et al., 2001).

A pulpectomia envolve a remocdo de microrganismos e seus produtos e
obturacdo para evitar a reinfeccédo do espaco ja limpo e preparado. O canal radicular
deve ser preenchido com um material que permita uma completa obturacdo e
possua propriedades fisicas e bioldgicas aceitaveis (HOLLAND et al., 1999a). Tal
procedimento é contra indicado em dentes com grande perda de estrutura radicular,
reabsorcéo interna ou externa avancadas ou infecc&o periapical envolvendo a cripta
do sucessor permanente (GUEDES PINTO, 2003; TOLEDO, 1996).

O material ideal para a obturacdo dos dentes deciduos deve apresentar um
grau semelhante de reabsorcdo ao da raiz decidua, ser inofensivo aos tecidos
periapicais e ao germe do dente permanente, reabsorver imediatamente quando
levado além do apice, ser anti-séptico, preencher os canais radiculares com
facilidade, aderir as paredes, ndo contrair, ser facilmente removido quando
necessario, ser radiopaco e ndo pigmentar o dente (GUEDES PINTO, 2003;

TOLEDO, 1996).



Além disso, para que um cimento seja biocompativel, deve ser atoxico, ndo
causar necrose tecidual e ser rapidamente aceito pelos tecidos sem manter uma
sequela inflamatéria (ESTRELA et al., 1994, GUEDES PINTO, 2003; TOLEDO,
1996).

Dentre os materiais que estdo sendo pesquisados para o tratamento pulpar
dos dentes deciduos esta o agregado de tribxido mineral (MTA) (AGAMY et al.,
2004; EIDELMAN et al., 2001; NAIK; HEGDE, 2005; HOLAN et al., 2005; MAROTO
et al., 2006; NERY, 2000).

O MTA foi desenvolvido no inicio dos anos 90, pela equipe de pesquisadores
da Universidade de Loma Linda, Califérnia (EUA), com a finalidade de proporcionar
o selamento das comunicacdes patoldgicas ou iatrogénicas entre o sistema de
canais radiculares e a superficie externa do dente (LEE et al., 1993). Apresenta-se
como um po6 de finas particulas hidrofilicas composto principalmente de silicato
tricélcico, aluminato de tricalcico, oxido tricalcico, oxido de silicato, 6xido de bismuto,
além de outros 6xidos minerais (TORABINEJAD et al., 1995a). Como resultado de
sua hidratacdo, forma-se um gel coloidal que se solidifica em menos de 3 horas,
numa estrutura dura e resistente, com uma estrutura amorfa, com aparéncia granular
(LEE et al., 1993; TORABINEJAD et al.,1995a).

As caracteristicas deste agregado dependem do tamanho das particulas, da
propor¢cdo pé/liquido utilizada, da temperatura e da presenca de &agua
(TORABINEJAD et al., 1993). A natureza hidrofilica das particulas do pé do MTA faz
com que este possa ser utilizado em presenca de umidade. Nessa situacédo, a
umidade presente nos tecidos, age como um ativador da reacdo quimica deste

material (BERNABE; HOLLAND, 2003).



Uma outra caracteristica importante que o MTA possui é a radiopacidade
devida a presenca de Oxido de bismuto e esta é maior em relacdo a apresentada
pelo Super EBA ou IRM, sendo ligeiramente menos radiopaco do que o Kalzinol
(TORABINEJAD et al., 1995a). Em funcado do MTA apresentar maior radiopacidade
do que a guta-percha e a dentina pode ser identificado com facilidade nas
radiografias (BERNABE; HOLLAND, 2003).

A variacdo do pH pode afetar o crescimento bacteriano, ja que influencia a
atividade enzimatica desses microrganismos. O pH do MTA logo apds a sua
hidratacdo com agua destilada é de 10,2. No entanto, apds 3 horas esse valor sobe
para 12,5 e se estabiliza (TORABINEJAD et al., 1995a). Em um estudo avaliando o
indice do pH e a liberacdo de ions célcio do ProRoot MTA e MTA-Angelus, foi
possivel observar que os cimentos testados apresentaram pH alcalino e a maior
liberacdo de ions calcio ocorreu no periodo de 3 horas (DUARTE et al., 2003).

A habilidade seladora exibida pelo MTA provavelmente deve-se a sua
natureza hidrofilica e suave expansdo quando € manipulado em ambiente Umido
(TORABINEJAD et al., 1995a) prevenindo a microinfiltragcdo bacteriana (ADAMO et
al., 1999; BATES et al.,, 1996; ESTRELA et al.,, 2000; FISCHER et al., 1998;
SCHEERER et al., 2001; TANG et al., 2002) e a infiltracdo de endotoxinas (TANG et
al., 1997).

O uso de materiais na cavidade bucal é antigo. Apesar de alguns materiais
terem sido desenvolvidos ha muito tempo e estarem ainda em uso clinico, o avancgo
das pesquisas nas Ultimas décadas tem direcionado a uma preocupacao cada vez
maior ndo sO6 com as propriedades mecanicas, mas também com a

biocompatibilidade destes materiais dentarios (COSTA; SOUZA, 2005).



Biocompatibilidade pode ser definida como a capacidade de um material
exercer funcdes especificas quando aplicado em contato com tecidos vivos de
determinado hospedeiro, sem contudo causar danos ou prejuizo ao mesmo. Hoje, o
estudo da biocompatibilidade envolve ndo s6 os aspectos fisicos e biolégicos dos
materiais, mas também os aspectos do tecido que esta sendo substituido e tecidos
adjacentes. Assim, antes de se inserir um material para substituir um tecido perdido,
deve-se conhecer a estrutura e funcéo deste tecido assim como as propriedades do
material (STANLEY, 1995).

Atualmente, uma vasta gama de metodologias pode ser empregada nos
testes de biocompatibilidade de materiais. Desta maneira, Organizacoes
governamentais ou ndo, como a Federation Dentaire Internationale (FDI),
International Standards Organization (ISO), American Dental Association (ADA) tém
procurado regulamentar e padronizar tais metodologias (AMERICAN DENTAL
ASSOCIATION, 1982; INTERNATIONAL ORGANIZATION for STANDARDIZATION,
1994; STANLEY, 1985).

Muitos estudos tém avaliado a biocompatibilidade do MTA em tecido
subcutédneo de ratos (HOLLAND et al., 1999b, 2001a, 2002; MORETTON et al.,
2000; MOTTA et al.,, 2003; TORABINEJAD et al., 1995b; YALTIRIK et al., 2004),
tecido pulpar (AEINEHCHI et al., 2003; FARACO JUNIOR; HOLLAND, 2001; FORD
et al.,, 1996; HOLLAND et al., 2001b; MENEZES et al., 2004; TZIAFAS et al., 2002),
tecidos periapicais (APAYDIN et al., 2004; ECONOMIDES et al., 2003; BERNABE et
al., 2005; NERY, 2000; TORABINEJAD et al., 1995a, 1997), alvéolo dentario
(DeGROOQOD et al., 1995; OKAMOTO, 1964) e culturas de células (ABDULLAH et al.,
2002; BALTO et al., 2004; BONSON et al., 2004; HERNANDEZ et al., 2005; HUANG

et al., 2003, 2005; KEISER et al., 2000; KOH et al., 1997,1998; MITCHELL et al.,



1999; NAKAYAMA et al., 2005; OSORIO et al., 1998; PELLICIONI et al., 2004;
PISTORIUS et al., 2003; ZHU et al., 2000).

Quando aplicado sobre o tecido pulpar o MTA induziu menos inflamacéao e
formacdo de ponte de dentina com maior espessura e continuidade quando
comparado a outros materiais a base de hidréxido de calcio (ABEDI et al., 1996;
PITT FORD et al., 1996). Andelin et al. (2002) observou que a ponte de dentina
formada apresentava caracteristicas de dentina normal ou dentina terciaria. A
presenca de tecido necrético préximo a ponte de tecido duro induzida pelo MTA
sugere que o material, similarmente ao hidréxido de calcio, inicialmente cause
necrose de coagulacdo em contato com o tecido conjuntivo da polpa (HOLLAND et
al., 1999b). Esta reacéo deve ter ocorrido devido aos produtos de alta alcalinidade,
desde que o pH inicial durante a manipulacdo € de 10,2 e apés trés horas é de 12,5
(TORABINEJAD et al., 1995a).

A resposta biolégica dos tecidos periapicais de dentes de caes apoés
apicectomia e obturacdo com MTA ou amalgama foi avaliada. Num periodo de 2 a 5
semanas ou 10 a 18 semanas foi observado que todas as raizes preenchidas com
amalgama apresentavam inflamacdo de moderada para severa e apenas um terco
das raizes com MTA apresentava inflamacdo moderada. O infiltrado inflamatoério
encontrado adjacente ao amalgama era predominantemente de leucdcitos enquanto
adjacente ao MTA era de linfocitos. Nao foram encontrados tecido capsular fibroso e
formacdo de cemento sobre o améalgama, enquanto no MTA havia tecido capsular
fiboroso e formacdo de cemento em todas as amostras no periodo de 10 a 18
semanas (TORABINEJAD et al., 1995c). A deposicao de tecido mineralizado junto a

superficie apicectomizada e material retrobturador também foi encontrada em outros



trabalhos, além da auséncia de processo inflamatério (BERNABE et al., 2005;
TORABINEJAD et al., 1997).

O MTA quando utilizado como material obturador apresentou fechamento total
do apice em dentes permanentes e deciduos e auséncia de reacdo inflamatoria
apicalmente (HOLLAND et al., 1999a, TORABINEJAD et al., 1995c, 1997; NERY,
2000).

A resposta do MTA também foi avaliada quando utilizado em subcutaneo de
ratos havendo concordancia entre os diferentes autores, evidenciando que no
periodo de sete dias ocorre necrose de coagulacdo e calcificacdo distrofica com
infiltracdo celular inflamat6ria moderada, macréfagos primarios e células gigantes.
Aos 14 dias, foi observada uma reacdo moderada com menor extensdo do infiltrado
inflamatério, com a presenca de células mononucleares e um aumento de fibras
colagenas. Aos 30 dias observou-se reacdo leve, diminuicdo da area reacional,
presenca de poucas células mononucleares e aumento de fibroblastos e fibras
colagenas, formando uma capsula basicamente fibrosa. (HOLLAND et al., 1999b;
MORETTON et al., 2000; MOTTA et al., 2003, YALTIRIK et al., 2004). Aos 60 dias
foi observado um infiltrado moderado de macrofagos, fibroblastos, células gigantes e
presenca de capsula fiborosa (MORETTON et al., 2000; YALTIRIK, 2004). Aos 90
dias ndo houve infiltrado inflamatério (YALTIRIK, 2004).

O MTA quando utilizado em implantes subcutaneos de ratos levou a formacgéao
de granulacdes birrefringentes a luz polarizada perto da abertura dos tubos de
dentina contendo MTA. As granulacfes séo estruturas semelhantes aos cristais de
calcita observados com o hidréxido de calcio. Apesar do MTA ndo conter hidroxido
de calcio em sua composicdo, contém Oxido de calcio que, em contato com agua,

seria convertido em hidroxido de célcio que, em contato com os fluidos teciduais, se



dissociaria em fons Ca®" e OH". Os ions célcio, reagindo com o CO, dos tecidos
daria origem as granula¢cbes de calcita, gerando acumulo de fibronectina, que por
sua vez propiciaria a migracdo, adesédo e diferenciacdo celular com consequente
formacao de tecido duro, similar ao observado com a implantacdo de hidréxido de
calcio (HOLLAND et al., 1999b).

Visto que o MTA gera acumulo de fibronectina propiciando a adesao celular,
também pode levar a ocorréncia de proliferacdo, diferenciacdo e producdo de uma
matriz extracelular sobre um substrato (MASHIMA; MIZUGUCHI, 1992; RE et al.,
1994). Os osteoblastos que aderiram ao MTA foram considerados numerosos
guando comparados ao controle (KOH et al.,, 1997). Estes resultados de adeséo e
crescimento celular foram comparaveis a estudos similares que utilizaram células
osteoblasticas (KOH et al.,1998; PEREZ et al., 2003; ZHU et al., 2000), células de
osteossarcoma (HUANG et al., 2005; PELLICCIONI et al., 2004) e fibroblastos
(BONSON et al., 2004; OSORIO et al., 1998).

A toxicidade do MTA tem sido testada sobre osteoblastos, fibroblastos e
células de osteossarcoma através do método de Mosmann (MTT) para avaliar a
capacidade da enzima mitocondrial (metabolismo celular) e o ensaio de cristal de
violeta para avaliar a proliferacao celular. O MTA mostrou ndo ser téxico em culturas
de L-929, j& que mostrou uma tendéncia em aumentar a atividade enzimatica
mitocondrial, enquanto Super EBA e amalgama foram téxicos, pois inibiram a
atividade enzimatica (OSORIO et al., 1998). A alta viabilidade celular na presenca de
MTA coincide com estudos que utilizaram fibroblastos (KEISER et al., 2000;
MITCHELL et al., 1999; PISTORIUS et al., 2003; SAIDON et al., 2003), osteoblastos
(MITCHELL et al., 1999), osteoblastos like (PELLICCIONI et al., 2004) e células de

osteossarcoma (HUANG et al., 2005).
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A exposicao celular a diferentes materiais odontologicos pode levar a efeitos
imunotéxicos quimicos (TRIZIO et al., 1988; WOOD et al., 1992). O dano celular
ocorre como resultado a exposi¢cdo quimica aos tecidos biologicos. Tal prejuizo leva
a um aumento na migracao celular para o local agredido e acredita-se que o controle
molecular para estas reacfes seja as citocinas. A avaliacdo das citocinas sob
condicdes experimentais fornece quantificacdo dos niveis de biocompatibilidade dos
materiais utilizados (HUANG et al., 2005).

Desta forma, o uso de citocinas e a quantificacdo dos seus niveis para avaliar
a citotoxicidade do MTA também foi avaliada em diversos estudos. Culturas de
células de osteossarcoma humano estimuladas com MTA mostraram niveis mais
altos de IL-4 e IL-10 do que as estimuladas com LIFE e Super EBA, ja niveis
semelhantes de IL-2 foram encontrados nas culturas estimuladas com todos os
materiais (HUANG et al., 2005). Na presenca de MTA, estas mesmas células foram
capazes de expressar IL-6 e IL-8 (MITCHELL et al., 1999). Culturas de osteoblastos
estimuladas com MTA mostraram niveis elevados de IL-la, IL-1B e IL-6. Em
contraste, células estimuladas com IRM produziram niveis de citocinas indetectaveis,
visto que o IRM causa morte celular e consequente diminuicdo na liberacdo de
citocinas (KOH et al., 1998). Na presenca de MTA, estas células também foram
capazes de liberar colageno (PELLICCIONI et al.,, 2004), IL-1 beta, IL-6 e IL-18
(ABDULLAH et al., 2002).

Visto que o MTA é um material biocompativel, suas indicacfes clinicas sao:
capeamento pulpar (AEINEHCHI et al., 2003; ABEDI et al., 1996; ANDELIN et al,
2002; FARACO Jr; HOLLAND, 2001; MENEZES et al., 2004; PITT FORD et al.,
1996; SOARES, 1996; TORABINEJAD et al., 1999; TZIAFAS et al., 2002),

pulpotomia (HOLLAND et al., 2001b; TORABINEJAD; CHIVIAN, 1999), apicificagao
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(SHABAHANG et al., 1999; TITTLE et al.,, 1996) e material obturador de canais
(HOLLAND et al., 1999a; TORABINEJAD et al., 1997). Pode ser indicado também
como tampao cervical em clareamentos dentarios internos, material restaurador
temporario (CUMMINGS; TORABINEJAD, 1995), reparo de fraturas radiculares
verticais (TORABINEJAD; CHIVIAN, 1999; SCHWARTZ, 1999) e tampao apical
(KWAK, 2000). Além disso, pode ser utilizado em perfuracdes radiculares e de furca
(HOLLAND et al., 2001c; LEE et al.,, 1993; WELDON et al, 2002), material
retrobturador em cirurgias parendoddnticas (BERNABE et al., 1999; TORABINEJAD
et al., 1993, 1997) e material selador de perfuracdes resultantes de reabsorcdes
internas e externas comunicantes (TORABINEJAD; CHIVIAN, 1999; SCHWARTZ et
al., 1999). No tratamento de dentes deciduos também pode ser empregado como
material obturador (NERY, 2000; O'SULLIVAN; HARTWELL, 2001) e em
pulpotomias (AGAMY et al., 2004; EIDELMAN et al., 2001; MAROTO et al., 2006).

Os resultados obtidos em vérias pesquisas favorecem o uso do MTA na
Odontologia ja que este possui capacidade de selamento e de regeneracdo do
tecido periradicular, induz osteogénese e cementogénese e possui efeito
mineralizador. Desta forma, o MTA tém uma influéncia significante sobre os tecidos
do sistema orofacial induzindo o processo de reparo. O reparo inicia-se durante as
primeiras fases da inflamacdo, mas atinge seu climax geralmente apoés ter sido
neutralizada a influéncia agressora (ROBBINS, 1991). Assim sendo, a inflamacao
esta intimamente relacionada com o processo de reparo (TAKAHASHI, 1998).

A inflamacéo se caracteriza pela reacao do tecido vivo vascularizado a uma
agressdao local, quer seja de natureza fisica, quimica ou bioloégica. Este mecanismo
de defesa inclui uma série de rea¢des bioquimicas que acontecem, basicamente na

microcirculacdo, tecido conjuntivo e no sangue. Quando um tecido é traumatizado ou
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torna-se localmente infectado, € desencadeada uma reacao inflamatoéria (ALLEN et
al., 1998). A resposta inflamatéria compreende 3 componentes principais (1)
aumento do fluxo sanguineo, (2) aumento da permeabilidade capilar e (3) aumento
da migracdo celular. Sendo assim, a inflamagédo se caracteriza por um ordenado
recrutamento celular, no qual diferentes tipos celulares sao solicitados em diferentes
focos inflamatérios, dependendo da natureza do estimulo.

A inflamacéo aguda tem uma duracao relativamente curta, podendo persistir
desde minutos até poucos dias. Este processo é caracterizado pelo predominio de
fenbmenos exsudativos, permitindo o acumulo de liglido, fibrina, leucécitos e
hemécias na regido inflamada. Ja a inflamacao crénica possui uma duragdo mais
longa podendo persistir semanas ou meses. Neste processo, além dos fenbmenos
exsudativos, ocorrem no local os fendbmenos produtivos, envolvendo a proliferacéo
de vasos, fibroblastos, migracdo e proliferacdo de mondécitos e linfGcitos
(MONTENEGRO; FRANCO, 1999; COLLINS, 2000).

Durante o processo inflamatoério, uma variedade de fatores sollUveis esta
envolvida no recrutamento de leucdcitos, através do aumento da expressao de
moléculas de adesdo celular e de fatores quimiotaticos. Muitos destes fatores
regulam a ativacdo das células residentes (tais como fibroblastos, células
endoteliais, macréfagos teciduais e mastocitos) e também das células inflamatorias
recém recrutadas (mondcitos, linfocitos, neutréfilos e eosindfilos) (COLLINS, 2000).

Os leucdcitos primeiro rolam, isto é decorrente da fraca adesao entre as
selectinas e seus receptores leucocitarios; tornam-se ativados por mediadores que
atuam sobre as selectinas endoteliais; aderem-se ao endotélio pela ativacdo e
aumento da avidez das integrinas de leucécitos e entdo ocorre a emigracao

leucocitaria mediada pela interacdo entre as moléculas de adeséo e os respectivos
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receptores (COLLINS, 2000; SPRINGER, 1994). ApGs a emigracdo, os leucocitos
dirigem-se para o local da injuria devido a orientagdo ordenada a favor de um
gradiente quimiotatico. Diferentes agentes exdgenos e enddgenos exercem
quimiotaxia para os leucécitos tais como: produtos de microrganismos, mediadores
plasmaticos e produtos das préprias células da inflamacédo (leucotrienos e algumas
citocinas e/ou quimiocinas, como a IL-8). Portanto, estes agentes, ou mediadores
inflamatoérios sdo capazes de induzir a expressdo de moléculas de adesdo nos
leucécitos, ativando-os de forma a facilitar a interacdo entre moléculas especificas
de adesdo presentes na superficie dos leucécitos e da parede endotelial
(SPRINGER, 1994; LIPOWSKY, 1996).

Os mediadores podem atuar em um ou alguns tipos celulares, ter alvos
difusos, ou até mesmo efeito diferentes de acordo com os tipos de células e tecidos.
Muitas variaveis podem modificar esse processo basico, incluindo a natureza e a
intensidade da lesdo, o material indutor da lesé&o, o local, o tecido afetado e a
resposta do hospedeiro (COLLINS, 2000).

Dentre os mediadores quimicos mais importantes, estdo as aminas vaso-
ativas (histamina e serotonina), proteases plasmaticas (sistema complemento,
sistema de cininas e sistema de coagulacdo), metabdlitos do &cido araquidénico
(prostaglandinas e leucotrienos), fatores ativadores plaquetarios, citocinas,
guimiocinas, além de reativos intermediarios do oxigénio e nitrogénio (COLLINS,
2000; MULLER, 2002; CINAMON et al., 2001).

Os metabdlitos do acido araquidbénico, ou eicosandides, sdo responsaveis
pelo controle de muitos processos fisioldgicos, estando entre os mais importantes
mediadores e moduladores da resposta inflamatéria (SERHAN et al., 1996). Este

acido nado ocorre livremente nas células, mas normalmente é esterificado em
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fosfolipidios de membrana e em menor escala nos glicerideos das membranas
celulares. Quando as células séo ativadas por estimulos de diferentes naturezas, 0s
lipideos de suas membranas sao remodelados para gerar mediadores
biologicamente ativos, atuando como sinais intra ou extracelulares. A etapa inicial
desse processo é a liberacdo do araquidonato, sendo a enzima responsavel por
esse processo a fosfolipase A, que é encontrada intracelularmente ou nos liquidos
extracelulares, sendo a primeira forma apontada como responsavel pela geracédo de
mediadores inflamatérios. O acido araquiddénico livre é metabolizado por duas
classes principais de enzimas, as ciclooxigenases, que resultam na formacao de
prostaglandinas e tromboxanos, e as lipoxigenases, originando os leucotrienos e as
lipoxinas (COLLINS, 2000).

A ciclooxigenase é classificada atualmente em trés formas sendo a COX-1,
COX-2 e COX-3 (CHANDRASEKHARAN et al., 2002). A COX-1 é encontrada em
diversas células como enzima constitucional a qual participa de uma série de
eventos fisioldgicos, particularmente no estdbmago, intestino, plaquetas e rins. A
COX-2, divide-se em COX-2a, constitutiva, e COX-2b, induzida, as quais
apresentam um importante papel nesse processo e no mecanismo da dor
(HAWKEY, 1999). A ciclooxigenase é encontrada ligada ao reticulo endoplasmatico,
tendo uma acdo inicial que oxigena o araquidonato, seguida de ciclizacdo
produzindo o endoperoéxido ciclico, 0 PGG,, e uma acao da peroxidase que converte
PGG, em outro endoperoxido ciclico o PGH, (LANDS, 1981). A COX-3 pode ser
encontrada de forma consideravel no coOrtex cerebral e no coracdo

(CHANDRASEKHARAN et al., 2002) e diferentemente da COX-1 e COX-2, nao

resulta na producdo de prostandides pré-inflamatérios e sim de produtos
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antiinflamatérios desta familia, sendo encontrada na fase tardia do processo
inflamatorio (WILLOUGHBY et al., 2000).

As etapas subsequentes diferem de acordo com os tipos celulares, levando
ao inicio da biossintese de prostaglandinas e tromboxanos (prostanéides), sendo os
principais produtos da via da ciclooxigenase a PGE;, PGl,, PGD,, TXA, e PGFy,.

A outra via do metabolismo do &cido araquiddnico ocorre através da acéo das
trés enzimas lipoxigenases, presentes apenas em alguns tipos celulares, resultando
na formacédo dos leucotrienos e das lipoxinas. Sdo enzimas solUveis localizadas no
citosol, sendo encontradas nos pulmdes, plaquetas, mastdcitos e leucécitos. A
principal enzima desse grupo € a 5-lipoxigenase (5-LO), predominante nos
neutroéfilos, sendo a primeira enzima da biossintese dos leucotrienos. Na ativacao
celular, esta enzima € translocada para a membrana celular, onde se associa a
proteina ativadora da 5-LO, necessaria a sintese de leucotrienos. A etapa seguinte é
a sintese do leucotrieno A; (LTA;) que pode ser convertido enzimaticamente em
LTB4 e € o precursor do LTC4, LTD,4, LTE4 € LTF,4, que séo os cistenil leucotrienos. O
LTBs € um potente ativador das respostas funcionais de neutréfilos, atuando na
aderéncia de leucocitos ao endotélio, geracdo de radicais livres de oxigénio e
liberacdo de enzimas lisoss6micas (COLLINS, 2000).

As lipoxinas, também metabolizadas pelas enzimas lipoxigenases, possuem
diversas atuacfes pro-inflamatorias e antiinflamatorias. Inibem a quimiotaxia e
aderéncia dos neutréfilos, porém estimulam a aderéncia de monécitos (MADOX,
1998). A LXA, estimula a vasodilatacdo e atenua a vasoconstricdo induzida pelo
LTC,. Existe, portanto, uma quantidade inversa de lipoxinas e leucotrienos,
sugerindo que as lipoxinas podem ser reguladores negativos da acdo dos

leucotrienos (BRADY, 1995).
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O processo inflamatério também pode ser modulado por citocinas e
quimiocinas que sao proteinas sintetizadas por diversos tipos celulares. As citocinas
sdo produzidas durante respostas imunes e inflamatérias, sendo sua liberacdo
transitéria e estreitamente regulada. Podem atuar influenciando a sintese ou acéo de
outras citocinas, ligando-se a receptores especificos nas células alvo. Podem atuar
também sobre as mesmas células que as produziram, sobre células préximas ou
sistematicamente, como qualquer outro hormonio. As citocinas sdo agrupadas em
classes, de acordo com suas funcdes ou com a natureza das células-alvo. Existem
citocinas que regulam a ativacdo, crescimento e diferenciacdo de linfécitos. Entre
elas, estdo a IL-2 e IL-4. Outro grupo envolve as citocinas que atuam na imunidade
natural, estimulando diretamente o aumento da aderéncia de leucdcitos a células
endoteliais, ao qual pertencem o TNF-a, a IL-1, os interferons do tipo | e a IL-6.
Existem também as citocinas que ativam células inflamatdérias, ativando macréfagos
durante as respostas imunes celulares e incluem IL-5, IL-10, IL-12, TNF-a e TNF-.
Além disso, existe o grupo das citocinas que estimulam a hematopoiese, atuando no
crescimento e diferenciacao dos leucocitos imaturos, ao qual pertencem a IL-3 e IL-7
(MONTENEGRO; FRANCO, 1999; COLLINS, 2000).

A IL-1 é uma citocina fundamental na resposta do organismo a invasao de
microrganismos, reacdes imunologicas e injaria tecidual, sendo produzidas
principalmente por macréfagos, mas também por mondcitos e células endoteliais.
Como atividades biolégicas de uma forma geral pode-se citar que € quimiotatica
para mondcitos e neutrofilos, aumenta a proliferacdo de fibroblastos, induz a
producdo de colagenases e prostaglandinas e aumenta consideravelmente a
reabsorcdo 6ssea por osteoclastos (LARSEN; HENSON, 1983; SIQUEIRA JR;

DANTAS, 2000; STASHENKO, 1990).



17

Existem duas formas de IL-1, a IL-1a e a IL-1B, com atividades bioldgicas
bastante semelhantes, localizadas em genes distintos. Existe ainda um terceiro
membro da familia de genes da IL-1, o IL-1Ra (antagonista especifico do receptor da
IL-1), que age inibindo as ac¢des pré-inflamatérias da IL-1 (DINARELLO, 1997). A IL-
la permanece associada a células e é ativa principalmente durante o contato célula
a célula, enquanto a IL-13 é a forma predominante nos liquidos biol6gicos
(TATAKIS, 1993). Além disso, IL-1B estimula a infiltracdo de neutréfilos e pode agir
como mediador final através de inducdo e secrecdo de eicosanoides e quimiocinas
(BAGGIOLINI, 1998; ZHANG et al., 2001).

A IL-1B é uma das citocinas que estd presente nos sitios inflamatérios
endoddnticos, cerca de 60% da atividade de reabsor¢cdo 0ssea sdo atribuidos a ela,
independente de disturbios endodénticos sintométicos ou ndo (STASHENKO, 1990;
WANG et al., 1997).

As quimiocinas sdo um grupo especifico de citocinas que compartilham a
capacidade de estimular o movimento leucocitario (quimiocinese) e 0 movimento
dirigido (quimiotaxia), sendo particularmente importantes na inflamacao. Atualmente,
as quimiocinas sao classificadas de acordo com a posicdo dos residuos de cisteina
localizados na porcdo amino terminal da molécula. As quimiocinas atuam em
células-alvo por meio de receptores especificos ligados a proteinas G,
caracterizados por apresentarem 7 dominios transmembranicos. Apés a ligacdo com
0 receptor, a sinalizacdo € realizada pela proteina G, que por meio de suas
subunidades desencadeia eventos bioquimicos que resultam nos efeitos que as
guimiocinas exercem sobre as células (MURDOCH; FINN, 2000). Sao classificadas

em quatro classes principais, CC, CXC, CX3C e C.
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As guimiocinas C-X-C ou a atuam principalmente nos neutréfilos, sendo a IL-8
e MIP-2 exemplos desse grupo. MIP-2 estéa relacionada com quimiotaxia e migracao
de neutrofilos (McCOLL; CLARK-LEWIS, 1999). Sdo secretadas por macrofagos
ativados, células endoteliais e outros tipos celulares, promovendo a ativacao e
quimiotaxia de neutréfilos (BICKEL, 1993). Outro grupo de quimiocinas é classificado
como C-C ou B, as quais geralmente atuam na quimiotaxia de mondcitos,
eosinofilos, basofilos e linfécitos, mas normalmente, ndo sobre neutréfilos. Um
terceiro grupo, as quimiocinas C ou y, sao relativamente especificas para linfécitos
(TEIXEIRA et al.,, 1997). As quimiocinas CX3C, mais recentemente descritas,
também promovem a aderéncia de leucocitos ao endotélio e atuam como agente
quimiotatico (BAZAN, 1997).

Portanto, para que se conheca o processo de reparo induzido pelo MTA é
necessario entender o processo inflamatoério de uma forma mais abrangente, ja que
0 reparo inicia-se nas primeiras fases da inflamacao. A resposta inflamatéria do MTA
frente aos diferentes tecidos tem sido avaliada, contudo ndo existem dados de
literatura que relatam os eventos envolvidos no processo inflamatorio, eventos esses
responsaveis pela migracdo celular para o local da lesdo quando o MTA é utilizado.
Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi investigar os mecanismos envolvidos
no recrutamento celular induzido pelo MTA para cavidade peritoneal de

camundongos.
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2 Proposicao

O objetivo deste trabalho foi investigar os mecanismos envolvidos na
migracdo de neutrofilos para cavidade peritoneal de camundongos induzida pelo
MTA. Para isso avaliamos:

* O padrao da migracéo celular que foi recrutado para o foco inflamatério
apos o desafio com o MTA;

O efeito de drogas antiinflamatérias sobre a migracdo de neutréfilos
para identificagcdo dos mediadores envolvidos no processo;

e A identificacdo das células residentes responsaveis pela liberacdo do
fator quimiotatico para neutrdfilos, e

e A producdo de mediadores (IL-13 e MIP-2) e enzima 5-LO por

macréfagos e mastocitos estimulados com MTA in vitro.



Material e
Métodos
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3 Material e Métodos

Previamente a realizacao deste estudo, o projeto foi encaminhado ao Comité
de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita
Filho” — Campus de Aracatuba, para apreciacdo, o qual foi aprovado (Protocolo

32/05). (Anexo A)

3.1 Animais

Nos experimentos propostos foram utilizados em média grupos de cinco a
seis camundongos Balb-c com peso de 18-20g, provenientes do biotério central da
Universidade Estadual Paulista (Campus de Aracatuba). Os animais foram mantidos
sob condi¢Bes de temperatura e ciclo claro/escuro controlados, com livre acesso a

racdo e agua, antes de serem submetidos aos ensaios.

3.2 MTA

O MTA da marca comercial Angelus® Solucdes em Odontologia (Angelus,
Londrina, PR, Brasil), constituido de SiO,, K,0, Al,O, Na;O, Fe,03, SOz, Ca0, Bi,Os3,
MgO e residuos insollveis (silica cristalina, 6xido de calcio e sulfato de potassio e

sédio) foi utilizado em todos os experimentos .

3.3 Procedimento experimental
3.3.1 Migracéo de neutrdfilos induzida pelo MTA

A migracdo de neutréfilos para cavidade peritoneal de camundongos foi
induzida por uma suspensdo de MTA diluidas em 0,5 mL de agua destilada, nas
concentractes de 0,5; 5,0; 50 e 100 mg/cavidade (cav). O grupo controle recebeu

uma injecdo de tampédo fosfato (PBS). Os animais foram sacrificados por



23

deslocamento cervical 6, 12, 24 e 48 horas apds a administracdo do estimulo e as
cavidades peritoneais foram lavadas com 4 mL de PBS contendo heparina (10

Ul/mL), para contagem global e diferencial das células.

3.3.2 Contagem global

Para a realizacao da contagem global, foram utilizadas aliquotas de 20 pL do
lavado peritoneal, diluido em 380 uyL de liquido de Turk (proporcdo de 1:20). A
contagem global foi efetuada utilizando a Camara de Neubauer, com auxilio de
microscopio Optico em aumento de 40x e contador manual, observando-se a
presenca de células inflamatérias, sem, entretanto, diferencia-las. A partir dos
resultados obtidos nessa contagem, foi calculado o nimero total de células em cada

cavidade.

3.3.3 Contagem diferencial

Para a realizacdo da contagem diferencial, o restante do lavado obtido de
cada animal foi centrifugado a 100 X g durante 5 minutos. Ap6s o descarte do
sobrenadante, as células foram ressuspendidas com 200 yL de BSA 0,3%. As
laminas foram preparadas com a adaptacédo de um papel filtro a superficie. Entéo, as
células ressuspendidas foram colocadas na lamina preparada. As laminas
permaneceram secando em temperatura ambiente por 24 horas, sendo coradas pelo
método Diff Quick. As células foram examinadas em microscopio Optico através de
Oleo de imersdo com lente objetiva (aumento de 100x). Foram contadas 100 células
em cada lamina, diferenciando-se trés tipos celulares: neutrdfilos, eosindfilos e

mononucleares (macrofagos e linfécitos) e, em experimentos especificos, também



24

mastécitos. O numero de cada tipo celular foi calculado a partir da porcentagem

encontrada em relacdo ao numero total de leucécitos.

3.3.4 Efeito do pré-tratamento com drogas antiinfla ~ matdérias sobre a migracéo
de neutrdfilos induzida pelo MTA
Para a identificacdo dos possiveis mediadores quimicos envolvidos nesse

processo inflamatorio, os animais foram pré-tratados com as seguintes drogas:

Tabela 1 — Pré-medicacao com diferentes drogas antiinflamatérias

DROGA FABRICANTE AQAO DOSE VIA
Dexametasona Sigma Chem Glicocorticéide 0,5 mg/Kg S.C
Indometacina Sigma Chem Inibidor da ciclooxigenase 5 mg/Kg S.C
BWA4C Welcome Res Inibidor da 5-lipoxigenase 50 mg/Kg S.C
U75302 Cayman Chem Antagonista de receptor de LTB, | 0,5mg/Kg | S.C

A concentracdo das drogas antiinflamatorias usadas in vivo foi descrita na
literatura (BARJA-FIDALGO et al., 1992; HENRIQUES et al., 1992; OLIVEIRA et al.,
1994). O veiculo utilizado para a administracdo das drogas foi o PBS, sendo a
Indometacina diluida em TRIS e o0 BWA4C diluido em DMSO e PBS (OLIVEIRA et
al., 1994, CANETTI et al., 2001). Todas as drogas foram administradas 30 minutos
antes da injecdo do estimulo, exceto a dexametasona que foi injetada 1 hora antes
(SILVA et al., 2004). A migracao de neutrofilos foi avaliada 6 horas apés a injecao do

estimulo, como descrito anteriormente.
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3.3.5 Determinacédo da producédo de IL1- B e MIP-2 no exsudato da cavidade
peritoneal de camundongos estimulados por MTA

A producgédo de IL1-B e MIP-2 foi avaliada a partir do exsudato inflamatorio
peritoneal coletado 6 horas apds a administracdo do estimulo MTA (50 mg/cav).
Para tanto utilizamos o método de ensaio imunoenziméatico (ELISA). Placas de 96
pocos foram recobertas e incubadas com anticorpos anti-IL1-B ou anti-MIP-2,
diluidos em tampéao fosfato de célcio, durante 15-18 horas a 4°C. Apd6s o tempo de
incubagéo, as placas foram lavadas com PBS, contendo 0,5% de Tween 20 e
blogueadas durante 1 hora, em temperatura ambiente, com PBS contendo 1% de
BSA. Posteriormente, as placas foram lavadas e incubadas com os sobrenadantes
das células ou com IL1-B ou MIP-2 recombinantes durante 1 hora a 4°C. Apds este

periodo, as placas foram lavadas e incubadas com anticorpo.

3.3.6 Avaliacdo do papel das células residentes na migracdo de neutréfilos
induzida pelo MTA
3.3.6.1 Aumento da populacdo de macréfagos com Tiog  licolato 3%

As cavidades foram pré-estimuladas intraperitonealmente com 1 mL de
tioglicolato 3% (Difco), trés dias antes da injecdo do estimulo, para aumentar a
populacdo de macréfagos (RIBEIRO et al., 1997). Foi realizada entéo a injecao dos
estimulos, o MTA (50 mg/cav), e o fMLP (Sigma) (100 nmol/cav) (SILVA et al.,
2005). Apds 6 horas da aplicacdo dos estimulos, os animais foram sacrificados,

sendo realizados os mesmos procedimentos para contagem global e diferencial.
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3.3.6.2 Deplecao da populacédo de mastécitos com com  posto 48/80

As cavidades peritoneais dos camundongos foram depletadas de mastdcitos
pelo tratamento com composto 48/80 (Sigma), uma droga que induz desgranulacao
dessas células (DI ROSA et al., 1971). O composto 48/80 foi administrado
intraperitonealmente no 1°, 2° e 3° dia, em duas doses diarias de 0,6 mg/Kg e no 4°
dia em duas doses de 1,2 mg/Kg (intervalo de 12 horas entre as doses) (OLIVEIRA,
et al., 2002). No 5° dia foi realizada entdo a injecdo dos estimulos, sendo o MTA (50
mg/cav), e o fMLP (100 nmol/cav). Apés 6 horas da aplicacdo do estimulo, os
animais foram sacrificados, sendo realizados 0s mesmos procedimentos para

contagem global e diferencial.

3.3.6.3 Migracao celular em bolha de ar subcuténeo

Para fazer a bolha de ar nos animais, seguiu-se o procedimento descrito por
Edwards et al. (1981). O dorso dos animais foi tricotomizado, sendo injetados 5 mL
de ar estéril. A manutencdo das bolhas foi realizada 3 dias apds, injetando-se 4 mL
de ar estéril. Os animais foram utilizados experimentalmente no 6° dia, recebendo
uma injecdo de MTA na dose de 50 mg/cav na cavidade formada. O sacrificio dos
animais ocorreu 6 horas apoés a injecdo do MTA, sendo a bolha de ar lavada com

PBS para coleta do exsudato.

3.3.7 Avaliacao da atividade quimiotatica para neut  rofilos de sobrenadantes de
macrofagos de camundongos estimulados com MTA
3.3.7.1 Obtencao de macréfagos

Todos os procedimentos relatados a seguir foram realizados em ambiente

estéril na camara de fluxo laminar (VECO).
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Os macrofagos foram obtidos da cavidade peritoneal de camundongos. No 1°
dia foi injetado intraperitonealmente 1,0 mL de tioglicolato 3% para aumentar a
populacdo de macréfagos. No 4° dia, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, realizou-se a antissepsia do abdémen com alcool iodado a
0,3% e o peritbneo de cada animal foi exposto com auxilio de tesoura e pinga. Em
seguida, foram injetados em cada cavidade peritoneal 2 mL de RPMI 1640 (Sigma)
estéril. Ap6s massagem manual, o liquido intraperitoneal foi aspirado com auxilio de
seringas e agulhas.

Os lavados peritoneais foram distribuidos em placas de 24 pocos (Corning),
sendo colocados 2 mL/poco. As placas foram incubadas a 37°C, durante 1 hora em
incubadora com 5% de CO,. Essa etapa permitiu a aderéncia dos macréfagos as
placas.

Ao final da incubacdo, os sobrenadantes com células ndo aderentes foram
desprezados e as células aderidas lavadas 3 vezes com soro fisiol6gico. Esse
procedimento elimina as demais células presentes no lavado, visto que elas
normalmente ndo aderem. Ent&o, foram colocados 2 mL de RPMI completo em cada

poco e 0os macréfagos foram incubados.

3.3.7.2 Estimulacao in vitro de macréfagos com MTA

Os macréfagos aderentes (10°% poco) de camundongos foram estimulados
com 0,5 mL de suspensédo de MTA (50 mg/mL) a 37°C, durante 1 hora e meia em
incubadora com 5% de CO.. A suspenséo de MTA foi adicionada a um “insert”, para
evitar o contato direto com as células. Apds este periodo, os sobrenadantes foram
desprezados, os macréfagos foram lavados com RPMI incompleto e incubados em

0,5 mL de RPMI completo para a liberacdo do fator quimiotatico para neutrofilos a
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37°C, durante 1 hora e meia em incubadora com 5% de CO, Ao final da incubacéo,
0os sobrenadantes foram recolhidos e esterilizados em filtro Millipore 0.22 pm
(Corning). Logo a seguir, 0,5 mL do material recolhido foi injetado na cavidade
peritoneal de cada camundongo normal. A migracdo de neutrdéfilos foi avaliada 6

horas apds, como descrito anteriormente.

3.3.8 Avaliacao da atividade quimiotatica para neut  réfilos de sobrenadantes de
mastocitos de camundongos estimulados com MTA
3.3.8.1 Obtencédo de mastdcitos

Os mastdcitos foram obtidos a partir da medula 6ssea de camundongos. Os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical, realizada a antissepsia dos
animais com alcool iodado a 0,3% e o corte dos fémures dos animais foi realizado
com ajuda de tesoura e pinca. Apés remocao de musculo e pele, as extremidades
dos fémures foram cortadas e a medula 6éssea de cada animal foi lavada com 1mL
de DMEM completo (Sigma), sendo o lavado armazenado em placa de Petri. Em
cada placa foram lavados trés fémures. Apds esta etapa, foram acrescentados 7 mL
de DMEM completo com 15% de soro fetal bovino, 200 ng de SCF (Peprotech) e 100
ng de IL-3 (Peprotech) por placa. As placas permaneceram em incubadora a 37°C
com 5% de CO, por 1 semana. Apds este periodo, os sobrenadantes foram
retirados, centrifugados a 100 X g durante 5 minutos, descartados e as células
ressuspendidas em 20 mL de DMEM completo, 200 ng de SCF e 100 ng de IL-3.
Neste momento, as células foram colocadas em garrafa para cultura de células de
75 cm*(Corning). As células permaneceram em incubadora a 37°C com 5% de CO;

durante quatro semanas, sendo que a concentracdo do SCF foi aumentada em 100
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ng/ por garrafa semanalmente, dependendo da proliferagéo celular e a de IL-3 foi de

100 ng durante todas as semanas.

3.3.8.2 Estimulacdo in vitro de mastécitos com MTA

Mastécitos (3X 10% poco) em 0,25 mL de DMEM completo foram estimulados
com 0,25 mL de suspensdo de MTA (50 mg/mL) a 37°C, durante 1hora e meia em
incubadora com 5% de CO,. A suspensdo de MTA foi adicionada em um “insert”,
para evitar o contato direto entre a suspensao e as células. Entdo, apos este periodo
0os sobrenadantes foram recolhidos em tubos de microcentrifuga estéreis,
centrifugados a 100 X g durante 5 minutos e descartados. O “pellet” de mastdcitos
foi ressuspendido com 500 uL DMEM completo, e incubados a 37°C, durante 1 hora
e meia em incubadora com 5% de CO, para a liberacdo do fator quimiotatico para
neutrdéfilos. Ao final da incubacdo os sobrenadantes foram recolhidos em tubos de
microcentrifuga estéreis, centrifugados a 100 X g durante 5 minutos e o0s
sobrenadantes esterilizados em filtro Millipore 0,22 pm (Corning). Desta forma,
0,5mL do sobrenadante foi injetado em cada cavidade peritoneal de camundongos
normais. A migracdo de neutréfilos foi avaliada 6 horas apds, como descrito

anteriormente.

3.3.9 Efeito do pré-tratamento dos macrofagos com d  rogas antiinflamatorias e
estimulados com MTA sobre a liberagao do fator quim iotatico para neutrofilos
Macrofagos foram pré-tratados com drogas antiinflamatdrias: dexametasona
(10 pMolar) (RAMOS et al., 2003), BWA4C (100 puMolar) (OLIVEIRA et al., 1994) e
U75302 (10 uMolar) (GAUDREAULT et al., 2005) a 37°C, durante 30 minutos em

incubadora com 5% de CO,, antes da estimulacdo das células com MTA. Apds esta
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etapa, as células foram estimuladas com 0,5 mL de suspenséo de MTA (50 mg/mL),
na presenca das drogas, a 37°C, durante 1 hora e meia em incubadora com 5% de
CO.. A suspensédo de MTA foi adicionada em um “insert” para evitar o contato direto
entre as células e a suspensdao de MTA. A seguir os sobrenadantes foram
descartados, os macrofagos lavados com RPMI incompleto e incubados com 0,5 mL
de RPMI completo a 37°C, durante 1 hora e meia em incubadora com 5% de CO,
para liberacdo do fator quimiotatico também na presenca das drogas descritas
acima. Ao final da incubacdo para liberagdo do fator, os sobrenadantes foram
esterilizados em filtro Millipore 0,22 ym e 0,5 mL do material foi injetado na cavidade
peritoneal de cada camundongo normal. A migracdo de neutrdéfilos foi avaliada 6

horas apoés.

3.3.10 Efeito do pré-tratamento dos mastocitos com drogas antiinflamatérias e
estimulados com MTA sobre a liberagao do fator quim iotatico para neutrofilos
Mastécitos (3X 10% poco) em 0,25 mL de DMEM completo foram pré-tratados
com drogas antiinflamatérias: dexametasona (10 uMolar), BWA4C (100 uMolar) e
U75302 (10 uMolar) a 37°C, durante 30 minutos em incubadora com 5% de CO.,
antes da estimulacdo das células com MTA. Apés esta etapa, os mastocitos foram
estimulados com 0,25 mL de suspensdo de MTA (50 mg/mL), na presenca das
drogas a 37°C, durante 1hora e meia em incubadora com 5% de CO,. A suspensao
de MTA foi adicionada em um “insert” para evitar o contato direto entre as células e a
suspensao. A seguir os sobrenadantes foram retirados, centrifugados a 100 g X
durante 5 minutos e os sobrenadantes descartados. Os mastocitos foram incubados
com 0,5 mL de DMEM a 37°C, durante 1h e meia em incubadora com 5% de CO,

para liberacdo do fator quimiotatico também na presenca das drogas descritas



31

acima. Ao final da incubacdo para liberagdo do fator, os sobrenadantes foram
esterilizados em filtro Millipore 0,22 ym e 0,5 mL do material foi injetado na cavidade
peritoneal de cada camundongo normal. A migracdo de neutréfilos foi avaliada 6

horas apds, como descrito anteriormente.

3.3.11 Anédlise por RT-PCR
3.3.11.1 Extracéo de RNA das células

Para extracdo do RNA total contido nas amostras celulares de macréfagos e
mastocitos estimulados com MTA, em cada poc¢o da placa de 24 pocos contendo as
células foi adicionado 1 mL de Trizol (Life Techonlogies) para promover lise celular.
As amostras foram armazenadas em tubos de microcentrifuga de 1500 pL e
congeladas a -70°C, até o momento da extracdo de RNA.

Para a extracdo do RNA, os tubos de microcentrifuga contendo as amostras
de macréfagos e mastocitos foram descongelados. Para cada uma das amostras
foram adicionados 200 uL de cloroférmio, seguida de agitagcdo vigorosa e
centrifugacédo a 15.700 X g durante 15 minutos em centrifuga refrigerada a 4° C,
para separacgao das fases.

ApoOs a centrifugacéo, obtiveram-se trés fases no ependorf: fase transparente,
correspondendo ao RNA total; fase branca, correspondendo ao DNA genbmico e
fase rosa, correspondendo ao Trizol. Coletaram-se 500 pL da fase transparente, os
quais foram transferidos para um novo ependorf estéril. Em seguida, foi adicionado
500 pL de alcool isopropilico, realizando-se novamente agitacao vigorosa, seguida
pelo armazenamento a -20°C, por pelo menos 4 horas para precipitacdo do RNA.

ApoOs este periodo as amostras foram centrifugadas a 15.700 X g durante 15

minutos em centrifuga refrigerada a 4°C. Os tubos de microcentrifuga foram
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mantidos em gelo e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foi acrescentado
500 uL de alcool 75%, agitando-se vigorosamente e centrifugando-se os tubos de
microcentrifuga a 9.300 X g durante 15 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C. O
sobrenadante foi, novamente descartado, os tubos de microcentrifuga foram
deixados abertos e invertidos sobre um papel filtro em temperatura ambiente, por
aproximadamente 1 hora para permitir a secagem das amostras. Para dissolver o
RNA total, os tubos de microcentrifuga receberam 20 uL de agua livre de DNAse e

Rnase. Entdo, as amostras de RNA foram armazenadas a -70°C até o uso.

3.3.11.2 cDNA a partir da extracdo do RNA

A extracdo de cDNA foi realizada a partir do RNA total. Os tubos contendo
amostras de RNA foram descongelados, homogeneizados e armazenados em gelo.
A seguir, 2 ug de RNA foram diluidos em volume de 8 uL em cada amostra, 0s quais
foram transferidos para um novo ependorf. Em seguida, foi adicionado 1 pL de
Oligod T (Invitrogen) (0,5 pg/uL). Os tubos de microcentrifuga foram incubados a
70°C por 10 minutos e a 4°C por 5 min em termociclador. Apés este periodo, foi
preparada uma solucdo para ser adicionada as amostras, sendo que para cada
amostra foi necessario: 4 uL de dNTP (Invitrogen) (2,5 uM), 4 uL de tampéo 5 x para
PCR (Invitrogen) (250 mM TRIS-HCI), 2 yL dTT (Invitrogen) (0,1M) e 1 uL de RT
(Invitrogen) (200 U/uL). Em cada amostra foram adicionados 11 yL da solucéo, a
seguir os tubos de microcentrifuga foram centrifugados a 4°C por 30 segundos e
foram colocados em termociclador a 42°C por 1 hora e 90°C por 5 minutos. As

amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C até o momento do uso.
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3.3.11.3 Transcriptagéo reversa- reacao de polimera se em cadeia (RT-PCR)

RT-PCR combina sintese de cDNA vindo de RNA molde com PCR para
fornecer um método rapido e sensivel para verificar a expressao génica. RT-PCR é
usado para quantificar a expressdo de RNAm, vindos de uma concentracdo pequena
de RNA (SANTOS et al., 2004). Este método foi utilizado para verificar a expresséo
de IL-1B, MIP-2 e 5-LO de macrofagos e mastécitos in vitro.

Os tubos de microcentrifuga foram numerados, mantidos em gelo e em cada
ependorf foi colocado 1 uL de cDNA mais 4 pL de agua livre de DNAse e RNAse.

A seguir foi preparada uma solucdo, sendo que para cada amostra foram
necessarios: 11,4 uL de agua livre de DNAse e RNAse, 2,5 uL de 10 X tampao para
PCR (Invitrogen) (200 mM TRIS-HCI), 2 yL de dNTP (Invitrogen) (2,5 uM), 1,5 uL de
MgCl; (Invitrogen) (50 mM), 1 pyL de primer (100 yM), 0,1 yL de TAgq DNA polimerase
(Invitrogen) (5 U/uL). Entdo foi adicionado a cada ependorf 20 pyL da solugéo,
resultando em um volume total de 25 pL. Os tubos de microcentrifuga foram
centrifugados a 4°C por 30 segundos e foram colocados em termociclador de acordo
com a temperatura de amplificacdo, anelamento e extensao para cada primer.

O processo de ciclagem térmica para os genes de expressdo constitutiva 3-
actina de macrofagos e mastocitos, constituiu de desnaturacao inicial por 4 minutos
a 94°C seguida por 30 ciclos de amplificacéo. Cada ciclo constituiu de desnaturacéo
por 45 segundos a 94°C, anelamento por 45 segundos a 56°C e extensdo 45
segundos a 72°C. Apés o término do Ultimo ciclo, as amostras foram incubadas por
um periodo adicional de 10 minutos a 72°C (extensao final).

O processo de ciclagem térmica para os genes de expressao induzida de IL-
1B de mastdcitos, constituiu de desnaturacao inicial por 4 minutos a 94°C seguida

por 35 ciclos de amplificacdo. Cada ciclo constituiu de desnaturacédo por 1 minuto a
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94°C, anelamento por 1 minuto a 55°C e extensdo 1 minuto a 72°C. Ap6s o término
do ultimo ciclo, as amostras foram incubadas por um periodo adicional de 10
minutos a 72°C (extensdo final). Para o alvo IL-1B de macréfagos alterou-se
somente o numero de ciclos para 25.

O processo de ciclagem térmica para os genes de expressdo induzida MIP-2
de mastécitos, constituiu de desnaturac&o inicial por 4 minutos a 94°C seguida por
35 ciclos de amplificacdo. Cada ciclo constituiu de desnaturagédo por 45 segundos a
94°C, anelamento por 45 segundos a 55°C e extensdo 45 segundos a 72°C. Apés o
término do ultimo ciclo, as amostras foram incubadas por um periodo adicional de 10
minutos a 72°C (extensdo final). Para o alvo MIP-2 de macréfagos alterou-se
somente o numero de ciclos para 30.

O processo de ciclagem térmica para os genes de expressao induzida 5-LO
de mastécitos,constituiu de desnaturac&o inicial por 4 minutos a 94°C seguida por 30
ciclos de amplificacdo. Cada ciclo constituiu de desnaturacéo por 1 minuto a 94°C,
anelamento por 1 minuto a 59°C e extensdo 2 minutos a 72°C. Apds o término do
altimo ciclo, as amostras foram incubadas por um periodo adicional de 10 minutos a
72°C (extensdo final). Para o alvo 5-LO de macréfagos alterou-se somente o niimero
de ciclos para 35.

O tamanho dos pares de base e a sequUéncia de primers utilizados para [3-
actina, IL-1B, MIP-2 e 5-LO estdo de acordo com a literatura (GARLET et al., 2005;
PASCUTTI et al., 2004; TSAI et al., 2000; CHU et al., 1990), respectivamente e

estdo na tabela 2.
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Tabela 2- Primers utilizados na PCR para os diferentes alvos e tamanhos

antecipados dos produtos de amplificacao

Alvo Tamanho Sense Anti-sense
Antecipado (5’-3) (5’-3))
B-actina 349 pb tggaatcctgtggcatccatga taaaacgcagctcagtaacagt
IL-18 204 pb ttgacgaccccaaaagatg agaaggtgctcatgtcctca
MIP-2 355 pb tgcctgaagaccatgccaagg gttagccttgcctttgtt
5-LO 332 pb tccacatcctcaagcagcac gtagccaaacatgaggtctcc

Para deteccdo dos produtos amplificados de tamanhos antecipados, uma
aliquota de 13 pL de cada amostra foi analisada por eletroforese em gel de agarose
(196 mL de agua livre de DNAse e RNAse, 3,6 g de agarose, 4 mL de tampéo TAE
50 X) corado com 10 yL de brometo de etidio (0,5 ug/mL) (Invitrogen). A eletroforese
foi feita a 90V, por 150 min, em uma cuba de eletroforese horizontal, e o cDNA
visualizado sob luz ultra-violeta em um transiluminador. O peso molecular dos
produtos da PCR foi determinado pela comparacdo com um marcador de peso
molecular de tamanhos conhecidos (DNA ladder, Invitrogen 100-1500 pb). A
fotodocumentacédo dos géis de agarose foi realizada com a utilizacdo de maquina

Polaréide.

3.4 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa Graph Prism 3.0. As
diferencas estatisticamente significativas foram determinadas utilizando-se analise
de variancia (ANOVA) seguida do teste de correcdo de Bonferroni. Valores de

p<0,05 foram considerados significativos.



Resultados




37

4 Resultados

1 Avaliacdo da migracado celular em cavidade periton eal de camundongos
induzida por diferentes concentragdes de MTA

A migracao de neutréfilos induzida pelo MTA injetado em cavidade peritoneal
de camundongos ocorreu de maneira dose-dependente (figura 1A). Observamos
que as doses de 5, 50 e 100 mg/mL induziram migracdo de neutrofilos
estatisticamente significante, quando comparadas ao grupo controle, no tempo de 6
horas. Neste tempo, pode-se notar um pequeno recrutamento de mononucleares
gue nao foi estatisticamente significante, quando comparado ao grupo controle.
O pico de recrutamento de neutréfilos induzido pelo MTA (50 mg/mL) para cavidade
peritoneal ocorreu 6 horas apoés a injecdo do estimulo, quando comparado ao grupo
controle (PBS), diminuindo 48 horas ap6és (figura 2A). Desta forma, a dose de MTA
utilizada nos demais experimentos foi de 50 mg/mL, sendo a migracao de neutréfilos
avaliada 6 horas apés a injecdo do estimulo. Apesar de ndo observamos
recrutamento de células mononucleares 6 horas apos, verificamos que 48 horas
apos a injecdo do estimulo ocorreu o pico de migracdo de células mononucleares

(figura 2B).



38

A
4- * *
3
: T T
T 3
(&]
O\ *
S i
— 2_
. BN
(7]
o .
S -
5
D
=z
0
C 0,5 5 50 100
MTA (mg/mL)
O B
S 4
S
S
@
[&]
o 37
S L
< T 1
n 21
o
@
Q
S 1 T =
[
2
S 53
=
0
C 0,5 5 50 100

MTA (mg/mL)

FIGURA 1: Dose-resposta da migracdo de neutrofilos e mononucleares induzida
pelo MTA. (Painel A) - A migracdo de neutréfilos para cavidade peritoneal de
camundongo foi induzida pelo MTA nas concentragdes de 0,5; 5; 50 e 100 mg/mL.
(Painel B) - A migracéo de mononucleares para cavidade peritoneal de camundongo
foi induzida pelo MTA nas concentracdes de 0,5; 5; 50 e 100 mg/mL. O recrutamento
foi avaliado 6 horas apds a administracdo do estimulo. (C) - grupo controle. Os
resultados foram expressos pela média + EPM. *p<0,05 em relagcdo ao controle
(ANOVA com correcéo de Bonferroni).
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FIGURA 2: Tempo-resposta da migracdo de neutrofilos e mononucleares induzida
pelo MTA. (Painel A) - A migracdo de neutréfilos, induzida pelo MTA (50 mg/mL),
para cavidade peritoneal de camundongo foi avaliada, 6, 12, 24 e 48 horas apés a
injecdo do estimulo. (Painel B) - A migracdo de mononucleares, induzida pelo MTA
(50 mg/mL), para cavidade peritoneal de camundongo foi avaliada 6, 12, 24 e 48
horas ap6s a injecéo do estimulo. Os resultados foram expressos pela média + EPM.

*p<0,05 em relacdo ao controle (ANOVA com correcdo de Bonferroni).
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2 Efeito de drogas antiinflamatorias sobre a migrac ao de neutrdfilos induzida

pelo MTA para cavidade peritoneal de camundongos

Com a finalidade de investigar os mediadores envolvidos na migracao de
neutroéfilos induzida pelo MTA para cavidade peritoneal de camundongos, avaliou-se
o efeito do pré-tratamento dos animais com drogas antiinflamatérias, tais como:
glicocorticéide (Dexametasona, 1mg/Kg), inibidor de ciclooxigenase (Indometacina,
5mg/Kg), inibidor da 5-lipoxigenase (BWA4C, 50mg/Kg) e antagonista de receptor
leucotrieno B4~ BLT1 (U75302, 0,5mg/Kg). As drogas Dexametasona, BWA4C e
U75302 foram efetivas em inibir o recrutamento de neutréfilos induzida pelo MTA
para cavidade peritoneal de camundongos de maneira estatisticamente significante.

Entretanto, a Indometacina néao foi efetiva em inibir essa migracéo (figura 3).
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FIGURA 3. Efeito das drogas antiinflamatérias sobre a migracdo de neutrdéfilos
induzida pelo MTA. A migracdo de neutrofilos, induzida pelo MTA (50 mg/mL) para
cavidade peritoneal de camundongo foi avaliada apds o pré-tratamento com
indometacina (IND), inibidor da ciclooxigenase (5 mg/Kg); U75302 (U), antagonista
de receptor de LTB,4 (0,5 mg/Kg); dexametasona (DEX), glicocorticéide (1mg/Kg) e
BWAA4C (BW), inibidor da 5-lipoxigenase (50 mg/Kg), 6 horas apds a inje¢do do
estimulo. Os resultados foram expressos pela média + EPM. # p<0,05 em relagéo ao
controle e * p<0,05 em relagcdo ao MTA (ANOVA com correcao de Bonferroni).
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3 Determinacdo da producdo de IL-1 B e MIP-2 no exsudato peritoneal de

camundongos estimulados por MTA

No sentido de avaliar a presenca de citocinas e quimiocinas no processo
inflamatério induzido pelo MTA, a producdo de IL-18 e MIP-2 foi quantificada
utilizando-se o método de ensaio imunoenzimatico (ELISA). A producado de IL-1B8 e
MIP-2 nos grupos estimulados com MTA mostrou-se aumentada em cerca de 8

vezes em relacdo ao controle (tabela 3).

Tabela 3- Niveis de IL-18 e MIP-2 no exsudato peritoneal de

camundongos
Grupo Experimental p')\fgllfns ;;/;BL
PBS (controle) 1,2+0,4 8,3+0,9
MTA 19,6 £ 0,2* 186,1 +12,3*

A produgdo de IL-18 e MIP-2 foi quantificada 6 horas apds a inje¢do do estimulo. Os
resultados representam a média + EPM. das amostras em triplicata representativa de 1 ensaio

experimental. * p<0,05 (ANOVA com correcdo de Bonferroni).
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4 Influéncia do aumento da populacdo de macrofagos sobre a migracao de

neutréfilos induzida pelo MTA em camundongos

Com a finalidade de avaliar a participacdo das células residentes no processo,
foi utilizado o pré-tratamento dos camundongos com tioglicolato a 3%. O tioglicolato
€ um meio de cultura irritante para cavidade peritoneal, o qual aumentou cerca de
380% a populacdo de macréfagos para cavidade peritoneal apds 72 horas (figura 4
A). O aumento da populacdo de macrofagos devido ao pré-tratamento com
tioglicolato 3% também aumentou a migracao de neutréfilos induzida pelo MTA. No

entanto, ndo alterou a migracdo de neutrdfilos induzida pelo fMLP (figura 4B).
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FIGURA 4: Influéncia do aumento da populacdo de macréfagos sobre a migracédo de
neutrdfilos induzida pelo MTA. (Painel A) - O efeito do pré-tratamento dos animais
com tioglicolato 3% sobre a populacdo de macréfagos. (Painel B) - O efeito do pré-
tratamento dos animais com tioglicolato a 3% sobre a migracdo de neutrofilos
induzida por MTA e fMLP. A migracédo de neutrofilos foi avaliada 6 h apds a injecao
de MTA (50 mg/ cav) e fMLP (100 nmol/ cav). (C) - grupo controle. Os resultados
foram expressos pela média + EPM. *p<0,05 em relacdo ao respectivo controle

(ANOVA com correcao de Bonferroni).
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5 Influéncia da deplecdo de mastocitos dos animais com composto 48/80 sobre

a migracao de neutrofilos induzida por MTA em camund ongos

O composto 48/80 é um conhecido desgranulador de mastécitos, por isso foi
utilizado para avaliar o papel dos mastécitos na migracado de neutrofilos. Observou-
se que o composto 48/80 foi capaz de reduzir a populacdo de mastocitos em cerca
de 75% quando comparada com o grupo controle (figura 5A). Essa diminuicdo da
populacéo de mastoécitos foi capaz de reduzir a migracdo de neutréfilos induzida pelo
MTA para cavidade peritoneal de camundongos. No entanto, ndo alterou a migragéo

de neutrdfilos induzida pelo fMLP (figura 5B).
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FIGURA 5: Influéncia da deplecdo de mastécitos com composto 48/80 sobre a
migracdo de neutrdéfilos induzida por MTA. (Painel A) - O efeito do pré-tratamento
com composto 48/80 sobre a populacdo de mastdcitos para cavidade peritoneal de
camundongo. (Painel B) - O efeito do pré-tratamento com composto 48/80 sobre a
migracao de neutrdfilos induzida por MTA (50 mg/ cav) e fMLP (100 nmol/ cav). (C) -
grupo controle. A migragdo de neutréfilos foi avaliada 6 horas apos a inje¢do do
estimulo. Os resultados foram expressos pela média + EPM. * p<0,05 em relagéo ao

respectivo controle (ANOVA com correcéo de Bonferroni).



47

6 Migracao de neutréfilos induzida pelo MTA para bol  ha de ar subcutdanea em

camundongo

Visto que a migracdo de neutréfilos para cavidade peritoneal de
camundongos induzida pelo MTA é dependente de mastécitos, foi realizado um
ensaio experimental, onde o MTA foi injetado em uma bolha de ar subcutanea. Este
ensaio foi realizado para confirmar a participacdo de mastécitos na migracdo de
neutroéfilos induzida pelo MTA, j& que nesta cavidade ndo ha mastécitos, mas uma
populacdo de macréfagos e fibroblastos e microcirculacdo ativa (SEDWICH; LEE,
1986). Os dados mostram que o MTA induziu uma menor migracdo de neutrofilos

para bolha de ar em relacdo a cavidade peritoneal (figura 6).
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Figura 6: Migracédo de neutrofilos induzida pelo MTA para bolha de ar subcutéanea e

cavidade peritoneal em camundongos. Os animais receberam uma injecao de MTA

50 mg/mL tanto na cavidade peritoneal quanto na bolha de ar. (C) - grupo controle. A

migracdo foi avaliada apdés 6 h da injecdo do estimulo. Os resultados foram

expressos pela média £ EPM. * p<0,05 em relacdo ao respectivo controle (ANOVA

com correcao de Bonferroni).
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7 ldentificacdo da atividade quimiotatica para neut rofilos liberada de

mastocitos e macréfagos estimulados com MTA in vitro

A identificacdo das células produtoras dos fatores quimiotaticos para
neutréfilos, bem como dos mecanismos envolvidos na liberacdo destes fatores é
importante. No processo inflamatorio, é sabido que apds um determinado estimulo
no tecido, sdo gerados mediadores inflamatérios no liquido tecidual ou pelas células
residentes. Desta forma, investigamos quais os mediadores liberados pelas células
residentes que estdo envolvidos na migracao de neutrdéfilos induzida pelo MTA. Para
isso, macrofagos peritoneais e mastocitos provenientes de cultura de células da
medula 6ssea de camundongos foram incubados com MTA (50 mg/mL). Para
testarmos a capacidade destes sobrenadantes de induzir migracao de neutréfilos
para cavidade peritoneal, estes sobrenadantes foram injetados na cavidade
peritoneal de animais normais. Observamos que tanto o0s sobrenadantes de
mastoécitos quanto de macrofagos estimulados com MTA induziram uma significativa
migracdo de neutrofilos ap6s 6 h, quando comparado com o0 grupo controle

(mastdcitos e macrofagos incubados com meio de cultura) (figura 7).
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FIGURA 7: Efeito da atividade quimiotatica do sobrenadante de mastécitos
(sobMAST) e macréfagos (sobMO) estimulados com MTA. (Painel A) — Migracdo de
neutroéfilos induzida pelo MTA para cavidade peritoneal de camundongos. (Painel B)
- Mastécitos (3X 10°) e macréfagos (10°) de camundongos foram estimulados com
MTA (50 mg/mL) durante 90 minutos e o sobrenadante (0,5 mL) foi injetado na
cavidade peritoneal de animais normais. A migracdo de neutrdfilos foi avaliada 6 h
apos a injecéo do estimulo. (C) - grupo controle. Os resultados foram expressos pela
média + EPM. *p<0,05 quando comparado com o grupo controle (ANOVA com

correcao de Bonferroni).
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8- Efeito de drogas antiinflamatorias sobre a liber  acdo do fator quimiotatico

para neutréfilos por macrofagos estimulados por MTA in vitro

Como observamos anteriormente, os macréfagos provenientes da cavidade
peritoneal de camundongos quando estimulados com MTA foram capazes de liberar
um fator quimiotatico para neutréfilos (figura 7). Desta forma, fomos investigar qual o
mediador que esta envolvido neste processo utilizando como ferramenta
farmacoldgica drogas antiinflamatorias tais como dexametasona, um glicocorticdoide,
o BWAA4C, inibidor da 5-lipoxigenase e o U75302, antagonista de receptor de LTB..
O pré-tratamento destas células com a dexametasona (10 yuM), BWA4C (100 uM) e
U75302 (10 uM) foi capaz de inibir a liberacdo de fator quimiotatico para neutrofilos

(figura 8).
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FIGURA 8: Efeito das drogas antiinflamatorias sobre a liberagdo do fator
quimiotatico para neutrofilos por macrofagos. (Painel A) - Migracdo de neutrofilos
induzida pelo MTA para cavidade peritoneal de camundongos. (Painel B) -
Macréfagos (10%/poco) foram pré-tratados 30 min antes com dexametasona (10 uM),
BWA4C (100 pM) e U75302 (10 pM) e estimulados com MTA (50 mg/mL). O
sobrenadante (0,5 mL) foi injetado na cavidade peritoneal de animais normais. A
migracao de neutrdfilos foi avaliada 6 h apds a injecdo do estimulo. (C) - grupo
controle. Os resultados foram expressos pela média + EPM. # p<0,05 em relacéo ao
controle e * p<0,05 em relacdo ao MTA (ANOVA com correcao de Bonferroni).
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9 Efeito de drogas antiinflamatorias sobre a libera  ¢do do fator quimiotatico

para neutréfilos por mastoécitos estimulados por MTA in vitro

Como observamos anteriormente, 0os mastocitos provenientes da medula
0ssea de camundongos quando estimulados com MTA foram capazes de liberar um
fator quimiotatico para neutrofilos (figura 7). Desta forma, fomos investigar qual o
mediador que esta envolvido neste processo utilizando como ferramenta
farmacoldgica drogas antiinflamatorias tais como: dexametasona, um glicocorticoide,
o0 BWAA4C, inibidor da 5-lipoxigenase e o U75302, antagonista de receptor de LTB,.
O pré-tratamento das células com a dexametasona (10 uM), BWA4C (100 uM) e
U75302 (10 uM) foram capazes de inibir de maneira significativa a liberacéo de fator

guimiotatico para neutrofilos (figura 9).
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FIGURA 9: Efeito das drogas antiinflamatorias sobre a liberagdo do fator
quimiotatico para neutrofilos por mastécitos. (Painel A) - Migracdo de neutrofilos
induzida pelo MTA para cavidade peritoneal de camundongos. (Painel B) -
Mastécitos (3 X 10%/poco) foram pré-tratados 30 min antes com dexametasona (10
MM), BWA4C (100 uM) e U75302 (10 uM) e estimulados com MTA (50 mg/mL). O
sobrenadante (0,5 mL) foi injetado na cavidade peritoneal de animais normais. A
migracdo de neutrdéfilos foi avaliada 6 h apds a injecdo do estimulo. (C) - grupo
controle. Os resultados foram expressos pela média + EPM. # p<0,05 em relagéo ao

controle e * p<0,05 em relagdo ao MTA (ANOVA com correcao de Bonferroni).
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10- Expressao de IL-1 B, MIP-2 e 5-LO por macroéfagos estimulados com MTA

Como observado anteriormente, macrofagos liberam fator quimiotético para
neutréfilos e este fator é inibido quando os macrofagos foram pré-tratados com
dexametasona, BWA4C e U75302. Além disso, observamos que no exsudato da
cavidade peritoneal de camundongos estimulados com MTA foi encontrado IL-13 e
MIP-2, mediadores inflamatérios, que sdo quimiotaticos para neutrofilos. Assim,
investigamos se macréfagos quando estimulados com MTA seriam capazes de
expressar MIP-2, IL-1B e 5-LO. Os resultados mostraram que macréfagos quando

estimulados com MTA aumenta a expressao de MIP-2, IL-1( e 5-LO (figura 10).
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Figura 10: Expressdo de RNAm para MIP-2, IL-1B e 5-LO de macrofagos
estimulados por MTA. Macréfagos da cavidade peritoneal de camundongos (1 X 10°)
foram estimulados durante 1 hora e meia com MTA (50 mg/mL). O RNA total foi
extraido sendo avaliada a expressdo de RNAm pela técnica RT-PCR utilizando gel
de agarose com os produtos da PCR para deteccado de MIP-2 (355 pb), IL-1B (380
pb), 5-LO (332 pb) e p-actina (345 pb).
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11- Expressao de IL-1 B, MIP-2 e 5-LO por mastécitos estimulados com MTA

Como observado anteriormente, mastocitos liberam fator quimiotatico para
neutréfilos e este fator € inibido quando os mastocitos foram pré-tratados com
dexametasona, BWA4C e U75302. Além disso, observamos que no exsudato da
cavidade peritoneal de camundongos estimulados com MTA foi encontrado IL-13 e
MIP-2, mediadores inflamatérios, que sdo quimiotaticos para neutrofilos. Assim,
investigamos se mastdcitos quando estimulados com MTA seriam capazes de
expressar MIP-2, IL-1B e 5-LO. Os resultados mostraram que mastécitos quando

estimulados com MTA passam a expressar MIP-2, IL-13 e 5-LO (figura 11).

MAST MTA

B-actin
IL-1B
MIP-2

5-LO

Figura 11: Expressdo de RNAmM para MIP-2, IL-1B e 5-LO de mastocitos
estimulados por MTA. Mastécitos da cavidade peritoneal de camundongos (3 X 10°)
foram estimulados durante 1 hora e meia com MTA (50 mg/mL). O RNA total foi
extraido sendo avaliada a expressdo de RNAm pela técnica RT-PCR utilizando gel
de agarose com os produtos da PCR para deteccado de MIP-2 (355 pb), IL-1p8 (380
pb), 5-LO (332 pb) e B-actina (345 pb).
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5 Discussao

O MTA tem sido utilizado com freqiéncia na Odontologia, devido a
propriedades que favorecem o processo de reparo. O Oxido de calcio presente no
MTA, quando em contato com a agua, seria convertido em hidréxido de calcio que,
em contato com os fluidos teciduais, se dissociaria em ions Ca* e OH". Os fons
calcio, reagindo com o CO, dos tecidos dariam origem as granulacbes de calcita,
gerando o acumulo de fibronectina, que por sua vez propiciaria a migracédo, adesao
e diferenciacdo celular, com consequente formacéo de tecido duro (HOLLAND et al.,
1999b). Essa proteina, a fibronectina, é produzida por fibroblastos, macréfagos e
células endoteliais e pertence a um grupo de moléculas responsaveis pela migracao,
adesdo e diferenciacdo celular de células pulpares e periodontais, que sintetizam e
depositam colageno tipo I, dando origem a matriz extracelular (TROWBRIDGE;
EMLING, 1996). Ela também poderia influenciar a diferenciacdo de células pulpares
em odontoblastos, ou células do periodonto, em cementoblastos, responsaveis

principais pela deposicdo de minerais (BERNABE; HOLLAND, 2003).

A agressédo tecidual € o agente desencadeador da resposta inflamatoéria. A
inflamacgéo é uma tentativa do organismo se defender das agressfes que podem ser
de origem fisica, quimica ou biolégica visando a eliminacdo do agente agressor. A
seguir, este processo de defesa evolui no sentido de reparar os danos teciduais
causados tanto pelo agente flogbgeno, como pelas reacgdes inerentes a defesa do
organismo, através de outra série de reagdes, qgue compreendem, agora, O processo
de reparo. O processo inflamatdrio esta intimamente relacionado com o de reparo

(TAKAHASHI, 1998; ROBBINS et al., 1991).
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Estas reacdes de defesa do organismo envolvem vérias funcdes regulatorias
e diversos mediadores (TROWBRIDGE; EMILING, 1996). Elas se caracterizam pela
migracdo celular que apresenta predominancia de tipo celular dependendo da
natureza do estimulo. A resposta inflamatoria do MTA frente aos diferentes tecidos
tem sido avaliada, contudo, existem poucos dados de literatura que relatam os
eventos envolvidos no processo inflamatério, eventos esses responsaveis pela
migracdo celular para o local da lesdo quando o MTA é utilizado e o passo inicial
para que ocorra 0 processo de reparo. Assim, o objetivo do presente estudo foi
investigar a migragdo celular para o foco inflamatorio, os diferentes mediadores
quimicos que estao envolvidos nesse recrutamento e o papel das células residentes
nesse processo. O modelo experimental escolhido para realizacédo dos experimentos
foi a cavidade peritoneal de camundongos.

O uso da cavidade peritoneal de camundongos como modelo experimental
tem sido descrito em diversos trabalhos (FACCIOLI et al., 1990; BARJA-FIDALGO et
al., 1992; OLIVEIRA et al., 1994; RIBEIRO et al., 1997; ROCHA et al., 1997; SILVA
et al., 2004; CANETTI et al., 2001; DESOUZA et al., 2002; KOLACZKOWSKA et al.,
2006). O fato do MTA ser utilizado na cavidade oral ndo invalida o estudo, visto que
a cavidade peritoneal também é muito vascularizada sendo o fluido peritoneal dos
camundongos excelente para o estudo dos leucdcitos extravasados e mediadores
liberados devido a fatores como: o numero de células livres do fluido peritoneal é
completamente constante em camundongos nao estimulados e os camundongos
parecem depender mais de fatores celulares que humorais. Além disso, o fluido
peritoneal do camundongo ndo estimulado contém poucos neutréfilos, fato que

facilita detectar e medir o influxo de qualquer nimero de células (MARTINS, 1989).
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Os resultados do presente trabalho demonstram que o MTA foi capaz de induzir
uma migracdo de neutrdéfilos para a cavidade peritoneal de camundongos de uma
maneira dose-dependente. Podemos observar um recrutamento significante de
neutréfilos na dose de 50 mg/mL. Em relacdo a cinética de migracdo, o pico de
recrutamento de neutréfilos para cavidade peritoneal foi observado 6 horas apés a
administracdo do estimulo, diminuindo 48 horas ap6s. Apesar de ndo observamos
recrutamento de células mononucleares 6 horas apoés, verificamos que 48 horas
apos a injecdo do estimulo ocorreu o pico de migracao de células mononucleares.
Semelhantemente a cinética de migracdo de neutrofilos evidenciada em nosso
modelo experimental, SILVA et al., 2004, e KOLACZKOWSKA et al, 2006,
observaram que o pico de migracdo de neutréfilos para cavidade peritoneal foi 6
horas apds a administracédo de proteinas dentinarias e zimozan, respectivamente.

Na inflamacdo aguda, os neutréfilos predominam no infiltrado inflamatorio
durante as primeiras 6 a 24 horas (COLLINS, 2000). Essa migracao celular tem sido
alvo de diversos estudos, empregando-se metodologias variadas e outros estimulos
gue nao o MTA.

Apesar de existirem varios trabalhos de avaliacdo histoloégica do
comportamento do MTA em tecido subcutaneo de ratos avaliando as caracteristicas
do processo inflamatério, os tempos utilizados foram a partir de 7 dias (HOLLAND et
al., 1999b; MOTTA et al.,, 2003; YALTIRIK et al., 2004), onde foi encontrado um
processo inflamatério crénico com predominio de células mononucleares,
principalmente de macréfagos e fibroblastos. Na literatura, ndo existem relatos do
uso do MTA em subcutaneo de ratos no tempo de 6 horas, jA que 0 processo
inflamatorio gerado pelo MTA poderia ser confundido com a inflamacéo gerada pela

ferida cirargica. E conveniente lembrar que o modelo do subcutadneo de ratos e a
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cavidade peritoneal de camundongos sédo modelos distintos podendo ter padrbes de
infiltrado inflamatério diferentes, porém a cavidade peritoneal € um modelo valido
para o estudo do recrutamento celular. No modelo escolhido para a realizacdo do
estudo foi encontrada inflamacao aguda no tempo de 6 horas, porém com 48 horas
ja havia o predominio de mononucleares. Este processo inflamatério inicial é
importante para que se tenha a liberacdo de mediadores inflamatorios e ativacéo de
outras células para que comece a ocorrer o processo de reparo tecidual.

Clinicamente, o MTA tem sido empregado com agua destilada. Deve ser
ressaltado que a &agua utilizada para a reacdo de hidratacdo com MTA podera
influenciar suas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas, (ALMEIDA FILHO,
2002). Dessa forma, em nosso estudo a suspensdo de MTA foi feita utilizando-se
adgua destilada. O PBS, quando utilizado junto ao MTA poderia alterar as suas
propriedades e impedir a avaliacdo adequada da resposta inflamatéria. No entanto,
a agua destilada néo foi utilizada no grupo controle, pois promoveria a lise celular,
impedindo a avaliagdo adequada da resposta inflamatéria, para este grupo foi
utilizado o PBS.

Visto que o MTA induz uma resposta inflamatoria, de acordo com os dados
descritos acima, foram investigados quais 0s mediadores quimicos poderiam ser
responsaveis pela migracdo dos neutrofilos induzida pelo MTA no modelo
experimental utilizado. Para tanto, foi utilizado como ferramenta farmacoldgica, o
pré-tratamento dos animais com drogas antiinflamatérias. Estes resultados
demonstraram que a migracao de neutrdéfilos induzida pelo MTA néo foi inibida pelo
pré-tratamento dos animais com a Indometacina. Diferentemente, a Dexametasona,

o U75302 e o BWAA4C foram efetivos neste processo.
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A Indometacina € um antiinflamatério ndo-esteroidal que atua inibindo a
sintese de prostaglandinas e tromboxanos, mediante a inativacdo da enzima
ciclooxigenase (LANDS, 1985; GILROY et al., 1998). As prostaglandinas séo
geradas pelos tecidos e vasos sanguineos locais, apresentam diferentes funcdes e
atuam mediando ou modulando a resposta inflamatéria podendo atuar como
vasodilatadores ou agente quimiotatico para neutréfilos (COLLINS, 2000)

A inibicdo da sintese de prostaglandinas, através do uso da Indometacina,
que bloqueia a producéo de eicosandides, nao inibiu a migracdo de neutrofilos para
o local da inflamacé&o. Corroborando os resultados deste estudo, outros dados da
literatura mostraram que o pré-tratamento dos animais com Indometacina também
nao modificou a migracao de neutrdfilos. A migracéo de neutréfilos para bolha de ar
subcutanea induzida pela IL-1 ndo foi inibida pela Indometacina (1mg/Kg)
(PERRETTI; FLOWER, 1993). A Indometacina (5mg/Kg) também nao se mostrou
efetiva em inibir a migracdo de neutrofilos para cavidade peritoneal de ratos, apos
inducédo com enterotoxina tipo A (DESOUZA et al., 2001). A migracdo de neutrofilos
para focos de infeccdo devido a perfuragbes ou ligadura no intestino de ratos,
também ndo foi inibida pelo uso da Indometacina (RIOS SANTOS et al., 2003). A
inibicAo da migracdo de neutrofilos ndo foi observada quando da utilizacdo de
sialoproteinas e fosfoproteinas dentinarias como estimulo, em cavidade peritoneal
de camundongos (SILVA et al., 2004). A Indometacina também ndo modificou de
maneira significativa a migracdo de neutréfilos para cavidade articular de ratos,
utilizando como estimulo a ovalbumina (BOMBINI et al., 2004). A migracao de
neutréfilos para bolha de ar subcutanea induzida pela IL-8 nado foi inibida pelo
tratamento dos animais com a Indometacina (PERRETTI et al., 1994). Desta forma,

produtos da ciclooxigenase parecem nao estar envolvidos na migracdo de
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neutrdéfilos induzida pelo MTA, ja que a Indometacina nao foi capaz de inibir esta
migragao no modelo estudado.

A outra via do metabolismo do &cido araquiddnico ocorre através da acéo das
enzimas lipoxigenases (GERRITSEN, 1996). A enzima 5-LO é a primeira enzima na
biossintese dos leucotrienos, e seu principal produto é a 5-HETE (acido
hidroxieicosatetraendico), que posteriormente é transformado em LTA, Este por
acdo de enzimas especificas é transformado nos leucotrienos By, Cy4, D4, € E4 (LAM
et al., 1990).

Quanto as estratégias terapéuticas para inibir os leucotrienos utilizam-se dois
grupos de drogas: as inibidoras da sintese de leucotrienos pela inibicdo da sintese
de 5-lipoxigenase e as que atuam como antagonistas de receptores de leucotrieno.

Com o objetivo de determinar se os mediadores envolvidos no recrutamento
de neutréfilos induzido pelo MTA sado resultantes da metabolizacdo do &cido
araquiddnico pela via lipoxigenase, foram utilizados o BWA4C e U75302, inibidor da
5-LO e antagonista de receptor de LTB,4 (BLT1), respectivamente. O mecanismo de
acdo do BWA4C ocorre semelhantemente ao do MK 886 por meio da inibicdo da
ligagdo da enzima 5-LO citosoOlica a proteina FLAP (Proteina ativadora da 5-
lipoxigenase) localizada na membrana plasmatica (SAMUELSSON, et al., 1991).
Possivelmente, o LTB, esta envolvido no recrutamento de neutrofilos induzido pelo
MTA para cavidade peritoneal de camundongos, ja que, 0 BWA4C inibiu de maneira
significativa a migragdo de neutrofilos induzida pelo MTA para cavidade peritoneal
de camundongos. Semelhante aos nossos resultados, o uso do BWAAC inibiu a
migracdo de neutréfilos para cavidade peritoneal de camundongos, induzida por

LTB4, fMLP, C5a e toxina A (RIBEIRO et al., 1997; ROCHA et al., 1997).
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A migracdo de neutréfilos induzida pelo MTA também foi inibida em animais
pré-tratados por U75302. O uso do U75302 em estudos in vivo ainda foi pouco
investigado, porém ha alguns estudos in vitro demonstrando o envolvimento do
receptor LTB,4 (BLT1) na mobilizacdo de célcio induzida pelo PAF. Observou-se que
0 pré-tratamento com um antagonista especifico de BLT1 (U75302) levou a inibicdo
parcial da liberacdo de calcio induzido pelo PAF em neutrofilos humanos
(GAUDREAULT, et al. 2005). Estes dados sugerem que tanto o BWA4C quanto o
U75302 sao importantes inibidores da resposta inflamatéria mediada pelo LTB,.

A participacédo do LTB, em nosso modelo experimental estd em acordo com
outros dados da literatura, os quais demonstraram que o LTB; é um mediador
lipidico potente envolvido nas reacgfes inflamatérias e alérgicas, bem como
modulador das respostas imunes. Esta molécula tem a capacidade quimiotatica para
neutroéfilos e também propicia aumento de polimorfonucleares em tecidos através da
inibicdo da apoptose (FORD-HUTCHINSON et al.,, 1980). O LTB, estimula varias
funcbes de leucocitos, incluindo aderéncia, fagocitose, secre¢do de espécies
reativas de oxigénio e liberacdo de enzimas lisossomais (SERHAN et al., 1996;
MANCUSO et al, 1998). Ele também é capaz de estimular a producédo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias podendo aumentar ou prolongar a inflamacéo tecidual
(CANETTI et al., 2001; CROOKS; STOCKLEY, 1998). A acédo do LTB, € mediada
através da interacdo com seus receptores acoplados a proteina G (GPCRs). Dois
GPCRs foram identificados (BLT1 e BLT2) (YOKOMIZO et al., 2000) e os efeitos
descritos acima sdo mediados principalmente pelo receptor BLT1.

A presenca de LTB4 em doengas inflamatérias humanas tem sido relatada em
diferentes modelos em que ocorre migracdo de neutrofilos, tal como artrite

reumatodide, doenca intestinal inflamatoria e doencga periodontal (DAVIDSON et al.,
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1983; EMINGIL et al., 2001). O recrutamento excessivo de neutrofilos e a ativacao
pelo LTB; podem causar prejuizo tecidual, contribuindo para a perpetuacdo e
progressdo da doenca e ou ativacao de células estruturais tais como fibroblastos e
células endoteliais iniciando o processo de reparo tecidual (CROOKS; STOCKLEY,
1998).

A migracdo de neutrdéfilos induzida pelo MTA para cavidade peritoneal de
camundongos também foi inibida pela dexametasona, um glicocorticéide que entre
outros efeitos impede a acdo da fosfolipase A;, que € uma enzima responséavel pela
liberacdo do &cido araquidbnico da membrana celular. Este efeito inibitério dos
glicocorticéides é provavelmente exercido por meio da producédo de proteinas com
atividade anti-fosfolipase A,, denominadas de lipocortinas, as quais inibem a
producdo de eicosandides como leucotrienos e fosfolipideos modificados como o
PAF (SAUTEBIN et al.,, 1992). Além de sua acédo sobre a fosfolipase A,, 0s
glicocorticéides também inibem fatores nucleares envolvidos na transcricdo de
diversas citocinas pro-inflamatérias como o NF-xB e AP-1. Com relacdo aos
mecanismos pelos quais a dexametasona é capaz de inibir a translocacao do fator
nuclear para o nucleo, podemos ressaltar a inducéo da sintese de I-kb, substancia
essa capaz de formar um complexo com o NF-xB, inativando-o (SCHEINMAN, 1995;
AUPHAN, 1995). Dessa forma, os glicocorticides podem inibir a migracdo de
neutrdfilos pela inibicdo da geracdo de mediadores tais como quimiocinas, citocinas,
LTB,4 e a expressao de moléculas de adesédo sob as células endoteliais (PARENTE
et al., 1992; CRONSTEIN et al.,, 1992). Similar aos nossos resultados o pré-
tratamento com esta droga também inibiu a migracdo de neutréfilos induzida por
diferentes estimulos, entre eles: IL-1 (PERRETTI; FLOWER, 1993), IL-8 (RIBEIRO et

al., 1991; PERRETI et al., 1994), LTB4, fMLP e zimozan (RIBEIRO et al., 1997),
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ovalbumina (CANETTI et al., 2001), sialoproteinas e fosfoproteinas dentinarias
(SILVA et al., 2004). Essa inibicado também foi observada em um foco inflamatorio
em espaco articular de joelho de ratos induzido pela ovalbumina (BOMBINI et al.,
2004).

Sabendo-se que a dexametasona inibe a migracdo de neutrdfilos induzida
pelo MTA para cavidade peritoneal de camundongos, isto sugere que possa estar
ocorrendo a participacdo de citocinas e quimiocinas no processo, por isso,
investigamos a liberacdo de IL-18 e MIP-2 que s&o mediadores inflamatorios
quimiotaticos para neutrofilos. Os resultados mostraram que no exsudato peritoneal
de animais estimulados com MTA foram detectados niveis considerados elevados de
IL-1B e MIP-2.

As citocinas e quimiocinas contribuem para o recrutamento de neutréfilos para
o sitio inflamatério (ROT; ANDRIAN, 2004). Entre os produtos derivados do
hospedeiro, as citocinas desempenham um papel chave na atracdo de leucécitos,
bem como indutor potente de quimiocinas. Além disso, algumas citocinas como IL-1
e interferons que séo induzidas por produtos virais ou bacterianos agem como
ativadores primarios da resposta imune, enquanto quimiocinas agem mais como
mediadores secundarios capazes de atrair células inflamatérias. Em resposta a
infeccdes, citocinas e quimiocinas sao produzidas simultaneamente e podem
interagir com outros estimuladores ou inibidores da inflamacdo (GOUWY et al.,
2005).

As citocinas sdo neurotransmissores entre células em muitos processos
fisiol6gicos e patoldgicos. Estas sao plurifuncionais, modulam processos biolégicos
essenciais, sdo secretadas por uma grande variedade de tipos celulares, sendo

capazes de regular a hematopoiese, inflamacdo e principalmente o crescimento e
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diferenciacao celular. Geralmente as citocinas atuam de forma paracrina (proximo as
células que a produzem) ou autécrina (diretamente sobre as células que as
produzem) (MONTENEGRO; FRANCO, 1999). IL-1B € uma citocina que estimula a
infiltracdo de neutrofilos, pode agir como mediador final ou através da inducao e
secrecdo de eicosandides e quimiocinas (ZHANG et al., 2001). Em estudo in vivo
utilizando sialoproteinas e fosfoproteinas dentindrias como estimulo, também
mostrou recrutamento de neutréfilos mediado pela producédo de IL-1B (SILVA et al.,
2004). Estudos in vitro, utilizando osteoblastos humanos, mostraram niveis elevados

de IL-1B na presenca de MTA (KOH et al., 1997; ABDULLAH et al., 2002).

MIP-2 é a principal quimiocina CXC com a capacidade de atrair neutréfilos ao
sitio inflamatério (TESSIER et al., 1998). Muitos tipos celulares incluindo
macrofagos, células endoteliais e mastocitos podem liberar MIP-2 (WOLPE et al.,
1989, LI et al.,, 2000). Similar aos nossos resultados, MIP-2 também mediou a
migracdo de neutréfilos induzida por sialoproteinas e fosfoproteinas dentinarias
(SILVA et al., 2004) e por LPS (KOPYDLOWSKI et al., 1999).

Visto que a migracdo de neutréfilos para cavidade peritoneal de
camundongos induzida pelo MTA é mediada pela liberacdo de IL-1B3, MIP-2 e
derivados da enzima 5-LO, nosso objetivo seguinte foi investigar o papel das células
residentes na migracdo de neutrofilos induzida pelo MTA para cavidade peritoneal
de camundongos. Assim sendo, foram utilizadas algumas ferramentas experimentais
tais como: aumento da populacdo de macrofagos por tioglicolato e deplecdo da
populacdo de mastocitos residentes por um desgranulador de mastécitos, o

composto 48/80.

Os resultados mostraram que a migracdo de neutréfilos para cavidade

peritoneal induzida pelo MTA foi dependente de macréfagos, visto que o aumento da
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populacdo de macréfagos potenciou a migracéo de neutréfilos induzida pelo MTA de
maneira estatisticamente significante.

Os macrofagos desempenham um papel importante na defesa imune
adquirida e inata na patogénese da inflamacdo (UNANUE, 1978). Além disso,
macréfagos produzem muitas citocinas que promovem a iniciacdo, perpetuacao,
direcdo e até mesmo a inibicao do processo de resposta imunolégico (STASHENKO
et al.,, 1998, METZGER et al., 2000). Também ha muitas evidéncias de que
macréfagos sdo importantes para producdo de mediadores inflamatérios na
reabsorcdo periapical e durante o processo de reabsorcdo fisiolégica radicular
(SASAKI et al., 1990). Os resultados encontrados nesse estudo estdo em acordo
com dados de literatura, nos quais foram observados que macrofagos medeiam a
migracdo de neutrdfilos quando estimulados por proteinas dentinarias (SILVA et al.,
2005), LTB4, (RIBEIRO et al., 1997) e enterotoxina tipo A (DESOUZA et al., 2001).

Além da participacdo dos macréfagos na migracdo de neutrofilos induzida
pelo MTA para cavidade peritoneal de camundongos, também foi investigado o
envolvimento dos mastocitos nesta migracdo. Observou-se que a migracdo de
neutréfilos induzida pelo MTA para cavidade peritoneal de camundongos foi
dependente de mastacitos, visto que a deplecdo de mastdcitos pelo composto 48/80
inibiu a migracdo de neutrdfilos induzida pelo MTA.

Os mastdécitos desempenham um papel fisiopatolégico importante em muitas
doencas inflamatérias como reacdes de hipersensibilidade, injarias isquémicas,
artrite reumatéide e doenca periodontal. Além disso, mastécitos sdo criticamente
envolvidos na resposta defensiva contra agentes flogégenos (SCHRAMM;
TORLACIUS, 2004). Ao serem ativados, 0s mastacitos liberam metabdlitos do acido

araquidénico, incluindo leucotrienos e prostaglandinas (RAUD, 1989). Também é



69

notério o aumento no numero de mastdcitos em polpas inflamadas e regiao
periapical, tendo implicagbes na reabsorcdo periapical, possivelmente pela
interferéncia na atividade osteoclastica (KABASHIMA et al., 2002).

Estudos na literatura também evidenciaram que a migragdo de neutrofilos
induzida por proteinas dentinarias (SILVA et al., 2005), LTBy4, (RIBEIRO et al., 1997)
e IL-8 (RIBEIRO et al., 1991,1997) ocorre por um mecanismo dependente de
mastocitos residentes, confirmando a importante participacdo destas células em
liberar mediadores envolvidos no processo inflamatorio.

No sentido de confirmar a participacdo de mastocitos na migracdo de
neutréfilos induzida pelo MTA, foi utilizado o modelo experimental da bolha de ar
subcutanea. Neste modelo o MTA induziu uma migracdo de neutrofilos menor
comparada a cavidade peritoneal, ja que na bolha de ar ndo ha mastocitos, mas
uma populacdo de macrofagos e fibroblastos e uma microcirculagdo ativa
(SEDGWICH; LEE, 1986; BALASUBRAMANIAM; HURLEY, 1983; EDWARDS et al.,
1981). Assim sendo, podemos sugerir que o recrutamento de neutrofilos induzido
pelo MTA foi dependente de mastécitos e também de macrofagos residentes.

Os resultados demonstraram a participacdo de células residentes na
migracdo de neutrdfilos induzida pelo MTA para cavidade peritoneal de
camundongos, porém o recrutamento de neutrofilos induzido pelo MTA para esta
cavidade foi inibido ap6s o pré-tratamento dos animais com BWA4C, U75302 e
dexametasona. Esta inibicdo reforca a idéia de que o MTA estimula macréfagos e
mastocitos a liberar LTB,, citocinas e quimiocinas capazes de induzir o recrutamento
de neutrofilos. Citocinas e LTB4, principalmente de macrofagos e mastocitos
induzem migracao de neutrdéfilos in vivo e in vitro e tém sido envolvidos nos aspectos

de resposta imune e inflamatéria (FACCIOLI et al., 1990; RIBEIRO et al., 1990).
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Assim sendo, procuramos investigar quais os mediadores liberados nos
sobrenadantes de mastdcitos e macrofagos estimulados pelo MTA estariam
envolvidos na migracdo de neutréfilos para cavidade peritoneal de camundongos.
Observamos que a atividade quimiotatica para neutréfilos de mastocitos e
macréfagos estimulados por MTA foi inibida pelo pré-tratamento das células com
BWA4C e U75302. Estes resultados foram semelhantes aos observados in vivo,
sugerindo a participacao de produtos da via lipoxigenase na migracao de neutrofilos
pelo MTA e sugerindo ainda que possivelmente os macréfagos e mastécitos estao
sendo estimulados pelo MTA para liberacdo de LTB4. Dados de literatura tém
demonstrado que macrofagos e mastécitos sao capazes de liberar LTB; (MENCIA-
HUERTA et al., 1983; TEIXEIRA; HELLEWELL, 1994; FELS et al., 1982; CONTI et
al., 1989).

A dexametasona também inibiu a liberagdo do fator quimiotatico para
neutroéfilos liberado nos sobrenadantes de mastécitos e macréfagos estimulados por
MTA. Sabe-se que este glicocorticoide além de inibir a fosfolipase A,, também inibe
a sintese e consequente liberacdo de citocinas e quimiocinas e também alguns de
seus efeitos (MUNCK et al., 1990). Isto sugere que os macréfagos e os masticitos
estimulados por MTA sao capazes de produzir citocinas e/ou quimiocinas que sao
guimiotaticas para neutrofilos. A migracédo de neutréfilos induzida pelo sobrenadante
de mastécitos também foi reduzida pelo pré-tratamento com dexametasona quando
essas células foram estimuladas por LTB4 (RIBEIRO et al., 1997) e IL-8 (RAMOS et
al., 2003). A migragcdo de neutrdfilos induzida pelo sobrenadante de macrofagos
também foi reduzida pelo pré-tratamento com dexametasona quando as células
foram estimuladas com LTB, (RIBEIRO et al., 1997) e proteinas dentinarias (SILVA

et al, 2005).



71

Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que a migracdo de
neutréfilos induzida pelo MTA para cavidade peritoneal de camundongos foi
dependente de macr6fagos e mastécitos residentes. Possivelmente esses
macréfagos e mastécitos residentes estejam liberando IL-18 e MIP-2, visto que
detectamos niveis desses mediadores no exsudato da cavidade peritoneal de
camundongos estimulados com MTA e ambos séo quimiotaticas para neutrofilos.
Dessa forma, procuramos investigar se os macréfagos e 0os mastécitos residentes
seriam responsaveis pela liberacdo desses mediadores. Assim, avaliamos a
expressdo do RNA mensageiro para IL-13 e MIP-2. Observamos que macrofagos e
mastocitos estimulados por MTA foram capazes de expressar RNA mensageiro para
IL-1B e MIP-2, confirmando nossa hipétese.

Como foi demonstrado que o LTB, esta envolvido na migracdo de neutrofilos
induzida pelo MTA e a 5-LO é a primeira enzima na biossintese dos leucotrienos,
procuramos verificar se macrofagos e mastocitos também seriam capazes de
expressar a enzima 5-LO. Observamos que macrofagos e mastocitos estimulados
com MTA expressam 5-LO e consequentemente estariam liberando LTB,.

Em conclusdo, nossos dados demonstram que a migracdo de neutréfilos
induzida pelo MTA para cavidade peritoneal de camundongos foi dependente de
macrofagos e mastécitos residentes liberando IL-13, MIP-2 e LTBy,

Os resultados obtidos em vérias pesquisas favorecem o emprego do MTA na
Odontologia devido as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas. A resposta do
tecido frente ao material em contato com o0 mesmo é complexa e depende de varios
fatores. A reabsorcdo O0ssea e sua subsequente formacdo dependem da interacéo
entre osteoblastos e osteoclastos (MEGHJI, 1992). A interacdo entre estas células é

governada por horménios, fatores de crescimento e citocinas (MITCHELL et al.,
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1999). Como o MTA tem a capacidade de estimular a liberacdo de citocinas de
células Osseas, é capaz de formar tecido duro (KOH et al., 1995). O MTA em contato
com o tecido pulpar também forma ponte de dentina (SALAKO et al., 2003). Além
disso, estudos utilizando ligamento periodontal e fibroblastos gengivais foram
capazes de expressar genes indicativos de reparo 6sseo, bem como o de deposicdo
de cemento, especialmente de fosfatase alcalina (BONSON et al., 2003).

Portanto, para que se conheca 0 processo de reparo induzido pelo MTA é
necessario entender o processo inflamatério de uma forma mais abrangente, ja que
0 reparo inicia-se nas primeiras fases da inflamacdo. Durante este processo
inflamatério inicial sao liberados mediadores inflamatérios e ocorre ativacdo de
outras células para que comece a ocorrer o processo de reparo tecidual. Desta
forma, a importancia de se investigar os mecanismos envolvidos no recrutamento
celular induzido pelo MTA seria uma ferramenta necessaria para elucidar os eventos
iniciais do processo de reparo.

A hipétese provavel deste estudo seria que o MTA estimularia macrofagos e
mastocitos a produzirem IL-13, MIP-2 e LTB4 que por sua vez induziriam migracao
de neutrdfilos. Os neutrofilos ativados estimulariam a producéo de mais IL-13, MIP-2
e LTB4 que seriam capazes de ativar fibroblastos levando a producéo de fibronectina
e fibras colagenas que por sua vez levariam a migracdo, adesdo e diferenciacdo

celular com consequente formacgao de tecido duro.
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6 Conclusao

O MTA induziu migracdo de neutréfilos para cavidade peritoneal de
camundongos.

A indometacina, inibidor de COX, nao inibiu a migracdo de neutrdfilos,
sugerindo que produtos da COX nao estdo envolvidos no processo.

O BWAA4C, inibidor da 5-lipoxigenase e o U75302, antagonista de receptor
de leucotrieno, inibiram a migracédo de neutrdfilos, sugerindo a participacao
de produtos da 5-LO.

A dexametasona, um glicocorticoide, inibiu a migracdo de neutrofilos,
sugerindo a participacdo de derivados do &cido araquidénico, citocinas e
guimiocinas no processo.

A migragdo de neutrofilos foi dependente de macrofagos e mastécitos
residentes, possivelmente estas células estejam liberando IL-13, MIP-2 e

LTBa.
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ANEXO B - SOLUCOES

1 TAMPAO SALINA-FOSFATO (PBS)

Cloreto de s6dio P.A. (MERCK)-----mmnnmmmmmmmm e 8,09
Cloreto de potassio P.A. (MERCK)------mnmmmmmmm e 0,29
Fosfato de sédio dibasico P.A. (MERCK)---------=mnnmmmmmmemmee- 1,15g
Fosfato de potassio monobésico P.A. (MERCK)-------------------- 0,29
T Lo 0172 e L O e TR —— 1L

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCI e a solugéo autoclavada

antes de ser utilizada.

2 LIQUIDO DE TURK

Acido Acético Glacial P.A. (MERCK)-------mmm-mmmemm oo eeev 20 mL
Azul de metileno (MERCK)------=-=-=-mmmmmmmm oo 0,59
Agua deionizada Mili-Q q.S.p---==========mmmmmm e 1L

3 SOLUCAO DE TRIS (0,1 M)
THIS (SIQM @)= mm e m oo 6,19

Agua deionizada Mili-Q g.s.p. e 500 mL

O pH foi ajustado para 8.

4 MEIO DE CULTURA RPMI 1640



RPMI 1640 (Sigma)---=-============mmmmmmm oo oo 10.4 g

Bicarbonato de sodio P.A. (Merck)-------=-===mmmmmmmmmmmmmmmeoeeee 2,29

Agua deionizada Mili-Q (.. p---------=sx=mmmmeezmmmmeemmmmmammccennao 1L

O pH foi ajustado para 7,2

5 MEIO DE CULTURA RPMI 1640 COMPLETO

RPMI 1640 (Sigma)------=--=-==mmmmmmm oo oo 104 ¢
Bicarbonato de sodio P.A. (Merck)-------=-==-mmmmmmmmmmmmmmmemeeeoe 2,29
Agua deionizada Mili-Q ¢[.S.p--nnmmmmmmmmreereermmmmmmmmeeae e 1L
Soro fetal bovino (Sigma) e L 100 mL
Penicilina/Streptomicina (Sigma) - 10 mL

O pH foi ajustado para 7,2 o meio filtrado em milipore 0,22 ym e mantido a

4°C.

6 MEIO DE EAGLE MODIFICADO POR DULBECO (DMEM)

Bicarbonato de sédio P.A. (Merck)---------====mmmmmmmmmmmemmeeeee 3,79
Agua deionizada Mili-Q q.S.p----==--======mmmmmmmmmmmmmm e 1L
Meio de Eagle Modificado por Dulbeco--------------=--=--=--ee-mn--- 10 g

7 MEIO DE EAGLE MODIFICADO POR DULBECO (DMEM) Compl eto

Bicarbonato de sédio P.A. (Merck)---------====mmmmmmmmmmmmmeeeem 3,79

Agua deionizada Mili-Q q.S.p---==-======mmmmmmmmmmmmmm e 1L

Meio de Eagle Modificado por Dulbeco--------------==-===-==-omnm--- 10 g
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Soro fetal bovino (Sigma) e e P e 150 mL
Penicilina/Streptomicina (Sigma) s 10 mL
GentamiCing--------====m=m=mmmmmm e e 1mL
FUNQIZONE === == mm e oo 0,3mL
Glutamina------ S 20 mL

O pH foi ajustado para 7,2 o meio filtrado em milipore 0,22 ym e mantido a

4°C.

8 MEIO DE EAGLE MODIFICADO POR DULBECO (DMEM) Compl eto para

Mastocitos
DMEM inCOMPlet0-------mmnmmmmmmm oo oo 800 mL
Glutamina------ e 20 mL
Piruvato-------=-m oo 10 mL
Aminoacido ndo essencial---- et EE 10 mL
Penicilina/Streptomicina---------=-=--=-==-=--mmmmmmm oo 10 mL
GentamiCiNa------=-==-m=m oo 1mL
FUNQIZON@----mmmm oo e 1,2 mL
Meio de célula T estimulado com ConA----------------=-------- 0,1mL

Apos filtrar a mistura acrescentar 150 mL de soro fetal bovino.
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ABSTRACT

Aim to investigate the participation of resident peritoneal cells (macrophages and
mast cells) and the mediators involved in the neutrophil migration induced by the
intraperitoneal administration of mineral trioxide aggregate (MTA) in mice.
Methodology MTA was injected into the peritoneal cavities in the doses of 0.5, 5, 50
and 100 mg and after 6, 12, 24 and 48 h the neutrophil migration was determined.
MTA (50 mg/cavity) in time 6 h was chosen to the experiments. MTA (50 mg) was
injected into non-treated or pre-treated mice cavities with a cyclooxygenase inhibitor,
indomethacin (5 mg/kg), a glucocorticoid, dexamethasone (1 mg/kg), a b5-
lipoxygenase inhibitor BWA4C (20 mg/kg) and an antagonist of LTB4 receptor,
U75302 (10 mg/kg) to determine the mediators involved. The macrophage population
was increased by thioglycolate 3% or the mast cell population was depleted by 48/80
compound pre-treatment to investigate the role of resident peritoneal cells. The

concentration of IL-13 and MIP-2 in the peritoneal exudates was measured by ELISA.

Results MTA induced dose and time dependent neutrophil migration into mice
peritoneal cavities, which was inhibited by dexamethasone, BW A4C and U75302.
Indomethacin was ineffective in the migration process. IL-13 and MIP-2 were
detected in inhibits the peritoneal exudates induced by MTA administration.
Increasing macrophage population enhanced neutrophil migration while depleted

mast cell population reduced MTA-induced neutrophil migration.

Conclusions The results of this study suggest that MTA induces neutrophil migration
via a mechanism dependent on resident mast cells and macrophages and mediated

by LTBa, IL-1 and MIP-2.
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INTRODUCTION

Dental materials have a significant importance to the orofacial system due to
toxic compounds that can initiate an inflammatory response on surrounding tissues
and interfere in the healing process. Several studies have showed a favourable
response of the tissues to mineral trioxide aggregate with no significant inflammation.
Its role on root repair and bone formation has been widely documented (Torabinejad
et al. 1995a, Pitt Ford et al. 1996, Holland et al. 2001).

Since its first description in the dental literature, MTA has been used as pulp
capping material (Pitt Ford et al. 1996), pulpotomy (Torabinejad et al. 1999), root-end
filling material (Torabinejad et al. 1995a, Economides et al. 2003), root canal filling
(Holland et al. 1999b), apexification (Shabahang et al. 1999), and root or furcal
perforation treatment (Pitt Ford et al. 1995) with deposition of hard tissue. The
powder of MTA contain calcium oxide that in contact with water would be converted
in calcium hydroxide that in contact the tissues fluid, would be dissociated in Ca* e
OH ions. The Ca* ions react with the carbon dioxide from tissues producing
granulations of calcite and after that fibronectin. The fibronectin leads the cellular
migration, adhesion and differentiation with formation of hard tissue (Holland et al.
1999a). However, the whole mechanism involved in the repair process, including the
hard tissue formation is unknown due to the complexity of the process in the
molecular biology understanding.

Leukocytes are the main actors in the body’s defence system, which has a non-
specific branch consisting of granulocytes and macrophages, mast cells and a
specific lymphocyte branch. Neutrophil migration and activation during an
inflammatory response result from several events. Among these, an important role

has been ascribed to the release of chemoattractants by resident cells. It has been
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shown that during inflammation macrophages, mast cells or lymphocytes control
neutrophil influx by the release of cytokines, chemokines or LTB4 (Ajueborn et al.
1999).

Macrophages, a defence cell from the non-specific imnmune system, can eat and
destroy by either phagocytosis or secretion of cytotoxic compounds, like
granulocytes. However, macrophages can also act more specifically by collaborating
with lymphocytes and their products (Imhof & Dunnon 1997). Mast cells produce
inflammatory mediators and signalling molecules. Upon activation, mast cells also
produce arachidonic acid metabolites, including leukotrienes and prostaglandins
(Raud 1989). Mast cells have the capacity of releasing cytokines and chemokines

and coordinating leukocyte trafficking (Pawakar 2001).

The inflammatory response of different tissues to MTA has been evaluated.
Nevertheless, little information is available about the events involved in the
inflammatory process and responsible for cell migration to injured sites where MTA
was placed. The aim of study was to investigate whether intraperitoneal
administration of MTA induces neutrophil migration in mice and the role of the

resident peritoneal cells and the mediators involved in the process.

MATERIALS AND METHODS

Animals
All experimental procedures involving the use of animals were reviewed and
approved by the Institutional Animal Welfare Committee of the School of Dentistry of

Aracatuba, Sao Paulo State University.
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BALB/c mice weighing 18-20 g were used for in vivo experiments. The animals
were housed under climate-controlled conditions and received water and food ad

libitum until use.

Materials

The following reagents were used: MTA (Angelus, Londrina, PR, Brazil),
dexamethasone (Merck, Sharp & Dohme Research Laboratories, Rahway, NJ, USA),
BW A4C (Welcome Research Lab., UK), indomethacin (Sigma, St Louis, MO, USA),
thioglycollate (Difco, Detroit, MIl, USA), U 75302 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,
USA), 48/80 compound (Sigma, St Louis, MO, USA) and fMLP (Sigma,. St Louis,

MO, USA).

MTA-induced neutrophil migration into mouse peritoneal cavity

MTA suspension was injected into mouse peritoneal cavity at different
dispersions (0.5; 5; 50 and 100 mg per cavity). These dispersions resulted from the
mixing of 0.25, 2.5, 25, 250 mg of MTA in 0.5 mL distilled water. The control mice
received 0.5 mL PBS. The time course was analyzed 6, 12, 24 and 48 h after MTA

injection at a suspension of 50 mg/cavity.

Collection of exudate

The animals were anesthetized and killed by cervical dislocation and peritoneal
cells were harvested by injecting 4 mL PBS containing 5 U heparin/mL
intraperitoneally (i.p.). The global cells were counted from the exudates collected
using Neubauer camera and optic microscope (40X). For the differential count, the

exudates were centrifuged, the supernatants discarded, the cells ressuspended in
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300 pL of 0,3% BSA and stained by the Diff Quick to be performed with optic

microscope (100 X) and oil imersion (Souza & Ferrreira 1985).

Effect of Indomethacin, Dexamethasone, BWA4C and U75302 on neutrophil
migration induced by intraperitoneal administration of MTA

Neutrophil migration into mouse peritoneal cavity induced by MTA was
evaluated in non-treated and treated animals with the following drugs: a
cyclooxygenase inhibitor, indomethacin (5 mg/kg, subcutaneous (s.c.).); a
glucocorticoid, dexamethasone (0.5 mg/kg, s.c.), a 5-lipoxygenase inhibitor, BWA4C
(50 mg/Kg, s.c.) and an antagonist of LTB,4 receptor, U75302 (0.5 mg/kg, s.c.). The
drugs were injected 30 min prior to MTA injection, except for dexamethasone, which
was injected 1 h before MTA injection. Neutrophil migration was evaluated 6 h after

the injection of the stimuli

Determination of production of IL1-8 and MIP-2 in mouse peritoneal cavity stimulated
by MTA

The concentrations of IL-B and MIP-2 in the peritoneal exudates stimulated with
MTA were measured by ELISA. Briefly, microtier plates were coated overnight at 4°C
with an immunoaffinity-purified polyclonal sheep antibody against IL-B (2 ug/ mL) and
MIP-2 (2 pg/ mL) (R&D Systems, USA). After blocking the plates, recombinant
murine IL-B and MIP-2 standards (R&D Systems, USA) at various dilutions, together
with the samples, were added in duplicate at room temperature for 2 h. Rabbit
biotinylated immunoaffinity-purified polyclonal anti- IL-B and MIP-2 antibody (R&D
Systems, USA) at 1:1000 dilution was added, follows by incubation at room

temperature for 1 h. Finally, 100 yL of avidin-HRP (1:5000 dilution: DAKO A/S.
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Denmark) was added to each well; after 30 min the plates were washed and the
colour reagent OPD (Sigma, USA)(40 ug well) was added. After 15 min, the reaction
was interrupted with 1 M H,SO4 and the O.D. was measured at 490 nm. The results

were expressed as pg, based on standard curve.

Increasing of the peritoneal macrophage population by pretreatment with
Thioglycolate (Tg)

The increase in peritoneal macrophages numbers was obtained by i.p. injection
of 1 mL Tg (3% wi/v) 4 days before the stimuli injection. Neutrophil migration was
assessed 6 hrs after i.p. injection of MTA (50 mg/cavity), fMLP (100 nmol/ cavity), or

PBS(control).

Depletion of peritoneal mast cell population by subchronic pretreatment with 48/80
(48/80 compound)

The method used was described in a previous study (Di Rosa et al. 1971). The
animals were pretreated with 48/80 compound for 4 days (0.6 mg/kg, i.p. twice a day
for 3 days and 1.2 mg/kg, i.p. twice a day on the 4™ day). On the 5 day, the
depletion of mast cell population in a selected group of animals was assessed by
conventional light microscopy after staining with the Diff Quick staining method. Mast
cell counting in the 48/80 compound -treated mice was compared to mast cell
counting in the non-treated control animals. MTA (50mg/mouse), fMLP (100
nmol/cavity) was then injected into the mice and control received PBS. MTA-induced

neutrophil migration was evaluated 6 h later as described earlier.

MTA-induced neutrophil migration into mice 6-day-old air pouch cavity
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Mice skin 6-day-old air pouches were produced as described by Edwards, 1981.
The backs of the mice were shaved and 5 mL of sterile air were injected
subcutaneously. Three days later, 4 mL of sterile air were again injected to maintain
pouch latency. Six days after the initial injection the pouches were used. MTA
suspension (50 mg/cavity) or PBS (control) was injected into the 6-day-old air
pouches. Neutrophil migration was evaluated 6 h after MTA injection. The 6 day-old
air pouch was used to confirm the involvment of mast cells in the recruitment of
neutrophils, since these cavities do not have resident mast cells, but a small

population of macrophages, fibroblasts and microcirculation (Edwards, 1981).

Statistical analysis
Data are presented as means = SEM. The number of animals per group was 5-
6. Data were analyzed statistically by analysis of variance and Bonferroni correction.

Statistical differences were considered significant at p<0.05.

RESULTS

MTA i.p. injection induced a dose-dependent neutrophil migration into mice
peritoneal cavities. This recruitment was significant with the doses of 5, 50 and 100
mg of MTA per cavity compared to the control (PBS) (Fig. 1a). Neutrophil migration
was evaluated 6 h after MTA injection. Mononuclear cell accumulation in the doses of
0.5, 5, 50 and 100 mg/mL was not observed in its time point (Fig. 1b). Regarding the
time-course, MTA-induced neutrophil migration (50 mg/cavity) peaked 6 h after the
stimulus decreasing 48 h after the injection in comparison to the control group (Fig.
1c). Mononuclear recruitment was only observed 48 h after the stimulus (Fig. 1d).

The following experiments designed to investigate the mechanisms underlying
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neutrophil migration were conducted using MTA in the dose of 50 mg/cavity 6 h after
the injection.

While investigating the mediators involved in MTA-induced neutrophil migration,
the effect of anti-inflammatory drugs was evaluated. The animals were pretreated
with a cyclooxygenase inhibitor, indomethacin (5 mg/kg), but no effect was observed
on neutrophil migration. Pretreatment animals with a glucocorticoid, dexamethasone
(0.5 mg/kg), a 5-lipoxygenase inhibitor, BWA4C (50 mg/kg) and an antagonist of
LTB,4 receptor, U75302 (0.5 mg/Kg) was able to inhibit neutrophil migration induced
by MTA (Fig. 2). These results suggest that cyclooxygenase products are not
involved in MTA-induced neutrophil migration into the peritoneal cavities of mice.
Moreover, the MTA-neutrophil accumulation was mediated by the release of
lipoxygenase products.

The MTA-stimulated exudate of peritoneal cavities was used to determine which
cytokines and/or chemokines are involved in inflammatory process into mice
peritoneal cavities. The production of IL-13 and MIP-2 in the groups stimulated with

MTA was significantly higher when compared to the control group (Table 1).

To investigate whether macrophages or mast cells are responsible for releasing
of neutrophil chemotactic factors during inflammatory response induced in MTA-
stimulated mouse peritoneal cavities we pre-treated the animals with Thioglycollate
and 48/80 compound. The augmentation of macrophage numbers (Fig 3a) led to a
considerable increase in MTA-induced neutrophil migration (Fig. 3b). Depletion of the
peritoneal mast cell population by chronic pretreatment of mice with 48/80 compound
reduced mice intraperitoneal mast cell population (Fig. 3c), which, in turn, decreased
the MTA-induced neutrophil migration into the peritoneal cavity (Fig 3d). Confirming

that mast cells are involved on the release of neutrophilotactic factor, we observed
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that administration of MTA into 6-day-old air pouch cavities of mice, that do not have
mast cells induced a slight neutrophil migration. This recruitment may be due to the
presence of macrophages since the MTA induces neutrophil migration is dependent
of macrophages and mast cells. (Fig. 3e). The administration of Tg or 48/80

compound did not affect the responsiveness of the peritoneal cavities to fMLP.

DISCUSSION

Several studies have showed a favourable response of the tissues to mineral
trioxide aggregate with no significant inflammation in many in vivo models of study;
its role on root repair and bone formation (Torabinejad et al. 1995b, Pitt Ford et al.
1996, Holland et al. 2001); as pulp capping material (Pitt Ford et al. 1996), in
pulpotomy (Torabinejad et al. 1999); as root-end filling material (Torabinejad et al.
1995a, Economides et al. 2003); as root canal filling (Holland et al. 1999b); and in
apexification (Shabahang 1999).

In this study, MTA was investigated it was related to its ability of attracting
inflammatory cells into the peritoneal cavity, as a model of acute inflammation. The
model of acute peritonitis was chosen to address the pathways involved in MTA-
induced neutrophil chemotaxis because of the simplicity in quantifying cell
recruitment and in performing pharmacological and immune manipulation (Silva et al
2004).

The results of the present study indicated that MTA-induced neutrophil migration
into the peritoneal cavity of mice in a time and dose-dependent manner. This
neutrophil migration induced by MTA (50 mg/cavity) peaked 6 h after injection of the
stimulus decreasing 48 h post-injection. In agreement with our study, it was observed

that neutrophil migration induced by dentin had a same pattern response it means
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that it peaked 6 hours decreasing 48 h after the stimulus (Silva et al. 2004). The
chemical nature of the MTA which provokes the neutrophil migration requires further
study.

The inflammatory process is divided into three phases: alterative, exudate and
proliferate (Montenegro & Fecchio, 1999). The initial inflammatory process must be
important to release inflammatory mediators and activate other cells demanded for
the healing process, once the observation of the tissue response to MTA in later
period of time showed a tissue reaction with no inflammatory cells and hard tissue
formation (Torabinejad et al. 1995b, Pitt Ford et al. 1996, Holland et al. 2001,
Torabinejad et al. 1999, Economides et al. 2003, Holland et al. 1999a, Shabahang et
al. 1999).

In the present study, the mechanism by which MTA induced the neutrophil
recruitment was evaluated. Dexamethasone, a glucocorticoid, markedly reduced
neutrophil migration, suggesting the participation of cytokines and eicosanoids in this
process, since this class of drugs inhibits these mediators (Munck et al. 1990, Canetti
et al. 2001). The involvement of LTB,4 can be account for because pretreatment of the
animals with BW A4C and U75302, which are a 5-lipoxygense inhibitor and a
leukotriene receptor antagonist, respectively, inhibited the neutrophil migration.
Therefore, prostaglandins seemed not to be involved in MTA-induced neutrophil
migration since indomethacin, a cicloxigenase inhibitor, did not affect this migration.
Taken together, these results suggest the MTA-induced leukocyte accumulation
occurs predominantly via cytokine production, which seem to be mediators able to
induce neutrophil migration.

Since glucocorticoids inhibited the generation of cytokines and chemokines, we

investigated the participation of IL-18 and MIP-2 in neutrophil recruitment to the site
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of inflammation, once they have ability of attracting neutrophils to the site of
inflammation (Tessier et al. 1998, Lee et al. 2000; Zhang et al. 2001). The results
showed that the animals stimulated with MTA released IL-13 and MIP-2 in the
peritoneal exudates, which is in accordance with other studies using dentin
sialoprotein and dentin phosphoprotein (Silva et al. 2004, Silva et al. 2005).

Investigating the involvement of resident cells in the release of chemotactic
factors for neutrophil recruitment we found that increasing macrophage population by
previous administration of thioglycollate enhanced MTA-induced neutrophil migration.
On the other hand, fMLP-stimulated neutrophil migration, which occurs by a
mechanism independent of resident cells, was not affected (Ribeiro et al. 1997).
Macrophages produce several cytokines that promote the initiation, perpetuation,
directing and inhibition of the immunological response process (Metzger et al. 2000).
There is some evidence that macrophages are important sources of inflammatory
mediators in periapical resorption sites and during physiological root resorption
(Sasaki et al. 1990).

Evaluating the importance of the resident mast cells on MTA-induced neutrophil
migration, it was observed that mast cell peritoneal depletion by treatment with 48/80
compound (Di Rosa 1971) decreased the number of neutrophils recruited upon MTA
induction. Corroboring this result, it was observed that MTA injection into 6-day-old
air pouch cavities of mice, which do not have resident mast cells, but a small
population of macrophages, fibroblasts and microcirculation (Sedgwick 1986),
induced a slight neutrophil migration. The fMLP-stimulated neutrophil migration,
which occurs by a mechanism independent of mast cells, was not affected (Ribeiro et

al. 1997).
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Although we have focused our attention on chemotactic activity for neutrophils,
it is important to note that MTA may have additional biological activities involved in
the repair process that can be research in the further.

In summary, this study demonstrates that MTA induce leukocyte chemotaxis via
the release of inflammatory mediators. It is plausible that the interaction between
MTA and inflammatory cells may function as an additional source LTB, and cytokines
in the first time of the inflammatory response. Furthermore, taken together these
results may be important to improve the knowledge for further studies relating to the

healing process after MTA use.
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TABLE 1: Concentration of MIP-2 and IL-18 in MTA-stimulated peritoneal

exudate
Experimental grou MIP-2 IL-1B
P group pg/mL pg/mL
C (control) 1.2+04 8.3+£0.9
MTA 19.6 + 0.2* 186.1 +12.3*

The results represent the meanszSEM of triplicate samples from typical
experiments. The asterisk indicates significant difference between the MTA

and control groups (p<0.05), ANOVA with Bonferroni correction.
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Legends

Fig 1. Dose response and time course of neutrophil migration (a,c) and
mononuclear migration (b,d) induced by MTA to mice peritoneal -cavities.
Concentrations of MTA used to induce neutrophil migration were 0.5, 5, 50 and 100
mg/cavity (a and b). The results are the means + SEM and the number of animals
per group was 6. The migration of neutrophils (c) and mononuclear cells (d) was
evaluated 6, 12, 24 and 48 h after injection. The asterisk indicates a significant
difference between the MTA group and control (C) (p<0.05, ANOVA with Bonferroni

correction).

Fig 2. Antiinflammatory drugs inhibit in vivo neutrophil migration induced by
MTA into the mouse peritoneal cavity. The bars represent neutrophil migration in
mice pretreated with indomethacin, U75302, dexamethasone and BW A4C.
Neutrophil migration was evaluated 6 h after MTA injection into mice peritoneal
cavities. The results are means £+ SEM and the number of animals per group was 6.
The asterisk indicates significant difference between the MTA and pretreated groups
(p<0.05, ANOVA with Bonferroni correction).

Fig 3. Pretreatment with thioglycollate increased neutrophil migration in mouse
peritoneal cavities in response to MTA. Chronic treatment with 48/80 compound
reduces the neutrophil migration induced by MTA into mice peritoneal cavities. Painel
(a) shows the macrophage populations in control (PBS) and Tg-pretreated groups.
Painel (b) shows neutrophil migration induced by MTA and fMLP in control (C) and
Tg-pretreated cavities. Painel (d) shows neutrophil migration induced by MTA and
fMLP in control (C) and 48/80-pretreated cavities. Neutrophil migration was evaluated
6 h after MTA and fMLP injection. Painel (e) shows neutrophil migration into 6-day-
old air pouch cavities of mice. The results are means + SEM and the number of
animals per group was 6. The asterisk indicates significant difference between the
MTA and pretreated groups (* p<0.05, # p<0.001, ANOVA with Bonferroni

correction).
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