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RESUMO

A angiogénese tem sido implicada na patogénese das lesdes periapicais e
para que ela ocorra é necesséria a atuacao de potentes fatores pro-angiogénicos e a
participacdo das MMPs na degradacdo da matriz extracelular. O objetivo deste
estudo foi investigar a imunoexpressdao da MMP-9, do VEGF e do FVW em
granulomas periapicais (GP), cistos periapicais (CP) e cistos periapicais residuais
(CPR) no intuito de verificar a participagdo da angiogénese no desenvolvimento
destas lesdes. A andlise quantitativa do VEGF nas células do tecido conjuntivo
revelou numero de médio de células imunorreativas semelhante nos GP e CP (564,9
e 565,0, respectivamente) e maior que nos CPR (443,9), ndo havendo diferenca
estatisticamente  significativa. Lesbes com intenso infiltrado inflamatério
apresentaram maior numero de células imunorreativas ao VEGF em comparacéo
com lesbes que apresentavam leve infiltrado inflamatoério (p<0.01). No revestimento
epitelial, o VEGF revelou forte expresséao tanto em CP (55%) quanto em CPR (70%),
padrdo observado também nos casos de epitélio atréfico (66,7%) e hiperplasico
(55,6%), ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre o dois tipos de
cistos (p>0.05) e entre os cistos de revestimento epitelial atrofico e hiperplasico
(p>0.05). O numero médio de vasos imunorreativos ao FVW foi maior nos CP (250,8)
que nos GP (210,4) e nos CPR (217,0), sem haver diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p>0.05). Lesdes que apresentavam intenso infiltrado
inflamatorio exibiram maior nimero de vasos imunomarcados que aquelas com leve
ou moderado infiltrado inflamatério (p<0.05). N&o houve correlagcdo entre a
guantidade de células imunorreativas para o VEGF e o numero de vasos
imunomarcados com o anticorpo anti-FVW (r=0.224; p=0,118). A MMP-9 revelou
marcada tendéncia a forte expressao na maioria dos casos de GP (70%) e CP (70%)
e fraca expressao nos casos de CPR (60%). Houve associagdo entre a forte
expressdo da MMP-9 nas células endoteliais e um intenso infiltrado inflamatorio
(p=0,055). Além disso, foi observado maior nimero de células imunopositivas para o
VEGF (p<0.01) e maior numero de vasos imunorreativos para o FVW (p=0,051) em
lesdes com forte expressdo de MMP-9. Os resultados do presente estudo sugerem
que o VEGF pode atuar como importante estimulo a expressdo de MMP-9 em
células endoteliais de vasos sanglineos, influenciando o processo de angiogénese
em granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos periapicais residuais.
Adicionalmente, a intensidade do infiltrado inflamatério desempenha importante
influéncia no nimero de vasos sanguineos, identificados através da expressédo do
FVW, na expressdo de MMP-9 em células endoteliais e na expressdo de VEGF em
células do tecido conjuntivo, nas lesbes do presente estudo. Por fim, a forte
expressao do VEGF no revestimento epitelial dos cistos periapicais residuais sugere
a existéncia de um potencial de crescimento nestas lesGes, provavelmente em
virtude da manutengé&o de um status de permeabilidade vascular aumentada.

Palavras-chave: Granuloma periapical. Cisto periapical. Cisto periapical residual.
MMP-9. VEGF. FvW. Angiogénese.



ABSTRACT

Angiogenesis has been related to the pathogenesis of periapical lesions. So
that it occurs is necessary the action of powerful angiogénic factors and the
participation of MMPs in the degradation of the extracellular matrix. The purpose of
this study was to investigate the immunoexpression of MMP-9, VEGF and VWF in
periapical granulomas (PG), periapical cysts (PC) and residual periapical cysts (RPC)
to ensure the participation of angiogenesis in the development of these injuries. The
quantitative analysis of VEGF in the connective tissue cells revealed similar average
number of cells expressing this factor in PG and PC (564,9 e 565,0, respectively) and
higher than in RPC (443,9), without statistically significant difference. There was a
positive association between the intensity of the inflammatory infiltrate and the
average number of cells expressing VEGF (p<0.01). In the epithelial lining, VEGF
was strongly expressed by both PC (55%) as RPC (70%), pattern observed also in
cases of atrophic (66,7%) and hyperplastic epithelium (55,6%), without difference
statistically significant between the two types of cysts (p>0.05) and between atrophic
and hyperplastic epithelial lining cysts (p>0.05). The average number of vessels
expressing VWF was higher in PC (250,8) than in PG (210,4) and the RPC (217,0),
without statistically significant difference between groups (p>0.05). Injuries showing
intense inflammatory infiltrate exhibited greater number of vessels immunoreactive
than those with mild or moderate inflammatory infiltrate (p<0.05). There was no
correlation between the number of cells immunoreactive to VEGF and the number of
vessels immunoreactive to the anti-vWF (r=0.224, p=0.118). The MMP-9 showed
marked tendency to strong expression in most cases of GP (70%) and PCs (70%)
and low expression in cases of CPR (60%). There was strong association between
the expression of MMP-9 on endothelial cells and an intense inflammatory infiltrate
(p=0055). Moreover, it was observed greater number of cells immunexpressing
VEGF (p<0.01) and highest number of vessels immunoreactive to VWF (p=0051) in
lesions with strong expression of MMP-9. The results of this study suggest that VEGF
can act as an important stimulus for expression of MMP-9 in endothelial cells of blood
vessels, influencing the angiogenic process in PG, PC and PRC. Additionally, the
intensity of the inflammatory infiltrate plays important influence on the number of
blood vessels, identified by the expressions of VWF, in the expression of MMP-9 in
endothelial cells and the expression of VEGF in connective tissue cells in the lesions
of this study. Finally, the strong expression of VEGF in the epithelial lining of the RPC
suggests that there is a potential for growth in these injuries, probably because of the
maintenance of a increased vascular permeability status.

Keywords: Periapical granuloma. Periapical cyst. Residual periapical cyst. MMP-9.
VEGF. vVWF. Angiogenesis.
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1 INTRODUCAO

As lesbes periapicais sao as lesdes osteoliticas mais comuns na maxila e na
mandibula e representam, essencialmente, uma reacdo defensiva secundaria no
intuito de conter o avango da infecgdo microbiana do sistema de canais radiculares
em direcdo a regido periapical. Para isso, sdo mobilizados mecanismos de defesa
incluindo reacgdes inflamatérias e imunolégicas que culminam em destruicao tecidual
e inducdo de reabsorcdo Ossea, com consequente formacdo de um granuloma
periapical. Uma sequela da formagdo do granuloma € a proliferacdo epitelial dos
restos de Malassez associada a inflamacdo, o0 que pode conduzir ao
desenvolvimento do cisto periapical. O tratamento indicado para ambos é o
endodontico convencional, se 0 dente puder ser mantido. Os elementos dentais sem
possibilidades reabilitadoras devem ser extraidos e todo tecido mole periapical deve
ser curetado. Caso contrario pode originar-se um cisto periapical residual (NAIR,
2007; NEVILLE et al., 2004).

Dessa maneira, pode-se inferir que os granulomas e 0s cistos periapicais
representam diferentes estdgios de desenvolvimento do mesmo processo
inflamatorio. Sao lesbGes assintomaticas que se caracterizam radiograficamente por
uma area radiollicida geralmente circular ou ovoide, de tamanho variavel, bem
circunscrita, associada ao apice radicular ou lateralmente a raiz com perda da
integridade da lamina dura nos granulomas e cistos periapicias ou no sitio de uma
extracao prévia nos cistos periapicais residuais. Sdo constituidos, basicamente, por
um infiltrado inflamatdrio do tipo crénico, associado a elementos de reparacdo, como
fibroblastos, fibras nervosas e vasos sangiineos neoformados, e uma céapsula
fiborosa bem desenvolvida, composta de fibras coldgenas densas, que delimita a
lesdo. Nos cistos, esta cédpsula encontra-se circundando um tecido epitelial de
variavel espessura que reveste total ou parcialmente uma cavidade patologica
(NEVILLE et al., 2004; REGEZI; SCIUBBA, 2000).

Os estudos realizados sobre estas lesGes nas ultimas décadas tém enfatizado
0 papel das reac¢des imunoldgicas na indugéo a proliferacdo dos restos epiteliais de
Malassez, a formacao da cavidade cistica e a destruicdo 6ssea (PIRES et al., 2007;
TAKAHASHI, 1998). A angiogénese tem sido apontada como fator essencial na

patogénese das lesOes periapicais cronicas, estando relacionada ao



estabelecimento e manutencdo da lesdo, uma vez que 0s vasos sanguineos
neoformados suprem a continua demanda de nutrientes e oxigénio pelas células em
proliferacdo e contribuem para a inflamacdo por serem uma fonte constante de
citocinas, quimiocinas e proteases, estando também relacionada ao reparo tecidual
que segue a sua resolucao (GRIFFOEN; MOLENA, 2000; MAJNO, 1998).

As células endoteliais pré-existentes nestas lesfes sdo induzidas a
proliferacdo, migracdo e formacdo de novos vasos sanglineos pelos fatores
angiogénicos, principalmente o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
secretados em resposta as citocinas geradas pelo processo inflamatério (DVORAK
et al., 1995). Para que as células endoteliais formem novos vasos a proteodlise
extracelular realizada pelas metaloproteinases de matriz (MMPs) é de fundamental
importancia (BELLON; MARTINY; ROBINET, 2004).

As MMPs sdo um grupo de enzimas capazes de degradar a maior parte, se
nao todos, os componentes da matriz extracelular (MEC). Na patogénese das lesdes
periapicais estas enzimas participam ativamente da regulacdo da proliferacao,
maturacdo e migracdo do tecido epitelial, destruicdo tecidual, remodelacdo da
capsula fibrosa e parede cistica, e reabsor¢do 6ssea, solubilizando a matriz 6ssea e
regulando o inicio da reabsor¢cdo (LEONARDI; CALTABIANO; LORETO, 2005; LIN
et al., 2002; SOARES et al., 2007; WAHLGREN et al., 2002).

Na angiogénese, as MMPs facilitam a migracdo das células endoteliais pelos
tecidos adjacentes através da interrupcao das barreiras fisicas da MEC e permitem
que os brotamentos vasculares se formem devido a degradacdo da membrana basal
de vasos sanguineos, realizada especialmente pela MMP-9, uma vez que entre os
substratos desta enzima estdo o colageno tipo IV e a laminina (HAAS et al., 2000;
KENAGY et al., 1997; PEPPER, 2001; RUNDHAUG, 2003).

A despeito da importancia da angiogénese e da grande quantidade de
estudos sobre o papel das MMPs na patogénese das lesdes periapicais, pouco se
sabe sobre a estrutura vascular e a angiogénese nestas lesbes e ndo séo
encontrados estudos na literatura relacionando o papel das MMPs com a
angiogénese nas lesdes periapicais, principalmente no que diz respeito a
remodelacdo de membrana basal de vasos sangulineos. Neste contexto, constituiu
objetivo deste estudo analisar a relacdo entre a vascularizacdo, as MMPs e os
fatores angiogénicos em granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos

periapicais residuais.



2 REVISAO DA LITERATURA

A periodontite apical € uma desordem inflamatéria dos tecidos periapicais
causada por infeccdo microbiana persistente do sistema de canais radiculares do
dente afetado. Essencialmente, € a resposta de defesa organica a destruicdo do
tecido pulpar e a infeccdo microbiana do sistema de canais radiculares (NAIR, 2007).

Por qualquer uma das muitas rotas de entrada (céarie, procedimentos clinicos,
fratura, fenda ou restauracdo com infiltracdo), a polpa dental se torna infectada e
depois sofre necrose por uma cole¢cdo autdgena da microbiota oral. O ambiente
endodoéntico prové um habitat seletivo para o estabelecimento de uma microbiota
mista, predominantemente anaerdbica. Coletivamente, esta comunidade
polimicrobiana residente no sistema de canais radiculares possui Varias
propriedades bioldgicas e patogénicas, como antigenicidade, atividade mitogénica,
quimiotaxia, histolise enziméatica e ativacdo de ceélulas do hospedeiro. Os invasores
microbianos do canal radicular podem avancar, ou seus produtos podem se infiltrar
no periapice. Em resposta, o hospedeiro monta um sistema defensivo dinamico,
consistindo em varias classes de células, mensageiros intercelulares, anticorpos e
moléculas efetoras. O confronto entre as forgcas microbianas e de defesa do
hospedeiro destréi grande parte do tecido periapical, resultando na formacéo de
varios tipos de lesbes periodontais apicais, de acordo com seus componentes
estruturais (NAIR, 1997).

Os componentes estruturais das lesfes dependem do equilibrio dinamico
entre os fatores microbianos (intensidade da agressao) e as defesas do hospedeiro
(resisténcia), independente do momento da lesdo. A medida que o equilibrio
dindmico no peridpice pende a favor ou contra as defesas do hospedeiro (como
resultado dos fatores locais e/ou fatores sistémicos), o quadro histopatologico varia
consideravelmente (NAIR, 1997). Desta maneira, pode-se estabelecer uma resposta
inflamatoria aguda ou crénica, com a ocorréncia de uma periodontite apical ou de um
abscesso, com consequente destruicdo 6ssea no caso dos processos cronicos
(SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS; LOPES, 2004).

Numerosos termos ja foram empregados para descrever a periodontite apical.
Lesbes periapicais, granulomas/cistos periapicais, osteite periapical e lesdes

perirradiculares sao sinGnimos frequentemente usados. Apesar do termo



perirradicular incluir a inflamacéo da furca e sitios laterais, ndo distingue, por si sé, a
periodontite derivada da polpa daquelas lesdes que se disseminam marginalmente
(NAIR, 1997; NAIR, 2007).

Por ser a periodontite apical uma doenca inflamatoria, ela pode ser
classificada baseando-se nos sintomas, etiologia, histopatologia e assim por diante
(NAIR, 2007). A Organizacdo Mundial de Saude (1995) classificou a periodontite
apical como “doenca do tecido periapical” e subdividiu em cinco categorias, de
acordo com os sinais clinicos: periodontites apicais agudas de origem pulpar,
periodontites apicais crbnicas, abscessos periapicais com fistula, abscessos
periapicais sem fistula e cistos radiculares. Contudo, esse sistema de classificacao
nao leva em consideracdo o0s aspectos estruturais dos tecidos atingidos (NAIR,
1997).

Uma vez que a composicdo estrutural forma a base para o entendimento do
processo patoldgico, Nair (2007) sugeriu uma classificacdo histopatolégica baseada
em quatro fatores: a distribuicdo das células inflamatorias na lesdo; se ha presenca
de células epiteliais ou se estas estdo ausentes; se a lesdo se transformou em um
cisto; e na relacdo da cavidade cistica com o canal radicular do dente afetado.
Assim, histopatologicamente, as lesdes da periodontite apical podem ser
classificadas em agudas, crdnicas ou cisticas.

A periodontite apical aguda € uma inflamacao aguda do periodonto de origem
endodontica caracterizada pela presenca de um foco evidente de neutrofilos na
lesdo. E considerada primaria ou inicial quando a inflamag&o possui curta duragéo e
comeca em um periodonto saudavel, em resposta a irritantes. E denominada
secundaria ou exacerbada quando a resposta aguda ocorre em uma leséo
periodontal apical cronica previamente existente, sendo, neste caso, tambéem
referida como flare-up periapical (NAIR, 2007).

A periodontite apical cronica € uma inflamacdo do periodonto de origem
endodoéntica de longa duracdo, sendo caracterizada pela presenca de tecido
granulomatoso predominantemente infiltrado por linfécitos, plasmocitos e
macréfagos. As lesdes podem ser epitelizadas ou ndo (NAIR, 2007). A denominacao
de granuloma periapical também é utilizada (NEVILLE et al., 2004).

O cisto periapical € uma leséo inflamatdria cronica originada de um granuloma
periapical. Pode ser classificado em verdadeiro ou em bolsa. O cisto periapical

verdadeiro é um cisto inflamatorio apical com uma cavidade patolégica bem distinta



completamente cercada por um revestimento epitelial de maneira que nédo haja
comunicacdo com o canal radicular. Ja o cisto periapical em bolsa é um cisto apical
inflamatorio contendo uma cavidade semelhante a um saco, cercada por epitélio que
se abre para o canal radicular e se continua com ele (NAIR, 2007). A nao curetagem
do tecido inflamatério periapical quando da extracdo dos dentes envolvidos com a
lesdo pode originar um cisto periapical residual (NEVILLE et al., 2004; REGEZI;
SCIUBBA, 2000).

Como qualquer lesédo inflamatéria crénica, os granulomas periapicais, 0S
cistos periapicais e o0s cistos periapicais residuais requerem aumento da
vascularizacdo e a neoformacdo vascular. A angiogénese é de suma importancia
para o estabelecimento e manutencéo destas lesdes, pois, além de nutrir os tecidos,
também desempenha um ativo papel na inflamacédo por serem uma fonte de
citocinas, quimiocinas e proteases (GRIFFOEN; MOLENA, 2000; MAJNO, 1998).

2.1 GRANULOMA PERIAPICAL

Os granulomas sédo as condi¢gfes patoldgicas dos tecidos periapicais mais
comumente encontradas (NEVILLE et al., 2004; SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS;
LOPES, 2004). Nair, Pajarola e Schroeder (1996), avaliando 256 lesGes periapicais,
relataram que 50% destas eram granulomas, 35% abscessos e 15% cistos. De
acordo com Neville et al. (2004), os granulomas representam aproximadamente 75%
das lesbes inflamatérias apicais.

O granuloma periapical pode originar-se apoés a estabilizacdo de um abscesso
periapical ou da cronificacdo da periodontite apical aguda. Nao € uma lesao estatica,
podendo se transformar em cisto periapical ou desenvolver exacerbacdes agudas
com a formacao de abscesso (NEVILLE et al., 2004).

Os granulomas periapicais sdo uma reacao defensiva secundaria a presenca
de bactérias no canal radicular, com expansdo dos produtos téxicos em direcdo a
regido periapical, os quais sdo imediatamente combatidos pelos mecanismos de
defesa inata do hospedeiro, como a fagocitose por macréfagos residentes ou pela
ativacdo do sistema complemento pela via alternativa. Dessa forma, apesar da fonte
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equilibrio (SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS: LOPES, 2004).

No entanto, com o tempo, a rea¢cdo do hospedeiro torna-se menos eficiente
em relacdo a invasado microbiana ou as extensdes de toxinas para a regido
periapical e, neste momento, uma ampla variedade de rea¢cfes imunopatoldgicas €
induzida. Inicialmente, estas reacdes exibem um caréater protetor, mas a medida que
o estimulo antigénico persiste culminam em processos destrutivos responsaveis pela
lise dos tecidos. A liberagcdo de enzimas histoliticas, toxinas e outros produtos do
metabolismo bacteriano constituem a primeira agressao direta ao periodonto e a
medida que se difundem através do forame apical produzem uma reacao
inflamatoria (PIRES et al., 2007).

A ativacdo do sistema complemento e dos macréfagos resulta em liberagcéao
de véarios mediadores quimicos relacionados com a inflamacdo. Dessa forma, se
instala na regido periapical uma resposta inflamatéria aguda, caracterizada por
aumento da permeabilidade vascular, saida de células dos vasos para os tecidos e
migracdo de células de defesa, principalmente neutrofilos, para o espaco
extravascular onde ocorre a agressao, local no qual realizam a fagocitose dos
antigenos no intuito de combater a infeccdo. Nesta etapa, o fator de necrose tumoral
(TNF, do inglés tumor necrosis factor) desempenha importante papel ao induzir o
aumento da expressdo de moléculas de adesdo na superficie das células
endoteliais, o que facilita a leucodiapedese (BANDO, 1993; TORABINEJAD, 1994).

Com a persisténcia da agressao bacteriana, os neutrofilos sdo substituidos
por outras células de defesa, pois possuem curto tempo de vida, aproximadamente
48 horas. Instala-se um processo cronico, caracterizado pela resposta imunolégica
adaptativa, antigeno especifica, cujas principais células sdo os linfocitos T, linfocitos
B e macrofagos que interagem através de citocinas (PIRES et al., 2007; SIQUEIRA
JUNIOR; ROCAS; LOPES, 2004).

As células inflamatdrias e as células presentes no ligamento periodontal e no
0sso produzem uma gama variada de mediadores quimicos envolvidos na inducéo
da reabsorcdo 0ssea, como a interleucina-1 (IL-1), interleucina-3 (IL-3), interleucina-
6 (IL-6), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), o fator estimulador de colénia de
macrofagos (M-CSF, do inglés macrophage colony-stimulating factor), o factor
estimulador de colénia de granulécitos e macrofagos (GM-CSF, do inglés
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) e prostaglandinas (PGs). Como

resultado, o osso € reabsorvido e substituido por tecido granulomatoso e



componentes do processo de reparo tecidual. Assim, o processo reabsortivo cria um
espagco capaz de comportar um maior nimero de células imunocompetentes na
regido adjacente ao forame apical, visando impedir a disseminacéo da infec¢do para
o tecido 0sseo e restante do organismo. Isto permite o estabelecimento de um
equilibrio entre a agresséo e a defesa (SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS; LOPES, 2004;
ZECCHI-ORLANDINI et al., 1996).

Os granulomas periapicais sao constituidos, basicamente, por um infiltrado
inflamatorio do tipo crénico, associado a elementos de reparacao, como fibroblastos,
fibras nervosas e vasos sanglineos neoformados, e uma capsula fibrosa bem
desenvolvida, composta de fibras coldgenas densas que estédo firmemente aderidas
a superficie radicular e encapsula a lesdo (SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS; LOPES,
2004). O tecido de granulacdo apresenta um infiltrado linfocitico denso variavel,
freqientemente associado a macréfagos, neutréfilos e plasmécitos e, menos
frequentemente, mastocitos e eosindfilos. Pode ser observado um numero
acentuado de globulos eosinofilos de gamaglobulina dispersos (corpusculos de
Russell). Aléem disso, grupos de particulas levemente basofilicas (corpusculos de
pironina) também podem estar presentes em associacdo com o infltrado
plasmocitico. Colecdes de cristais de colesterol com células gigantes multinucleadas
associadas e areas de extravasamento de hemécias com pigmentacdo por
hemossiderina podem estar presentes (NEVILLE et al., 2004).

Os restos epiteliais de Malassez em proliferacdo podem ser identificados no
tecido de granulacdo. Cortes seriados mostram que aproximadamente 52% das
lesbes periapicais crénicas possuem epitélio, contudo somente 15% s&o cistos
periapicais. Assim, o0 granuloma periapical pode apresentar-se epitelizado. A
proliferacéo epitelial se da de forma aleatoéria, em todas as direcdes, podendo formar
uma massa epitelial irregular invaginada por tecido conjuntivo vascularizado (NAIR;
SCHMID-MEIER, 1986; NAIR, PAJAROLA; SCHOROEDER, 1996).

Os linfocitos T e os plasmacitos séo as células inflamatérias mais encontradas
nos granulomas periapicais (KOPP; SCHWARTING, 1989; PULHEZ, 2004
TORABINEJAD; KETTERING, 1985). Comparativamente aos cistos periapicais, 0S
granulomas periapicais apresentam maior niumero de linfocitos B e plasmaocitos
(PULHEZ, 2004).

Dentre os linfocitos T, os linfécitos T auxiliares podem superar em namero 0s
linfécitos T supressores (BARKHORDAR; DESOUZA, 1988; KOPP; SCHWARTING,



1989; PIATTELLI et al., 1991; SOL et al., 1998). Contrariamente, alguns estudos
detectaram predominédncia de linfécitos T supressores sobre os T auxiliares
(KONTIAINEN; RANTA; LAUTENSCHLAGER, 1986; LUKIC et al., 1990; MARTON
et al., 1998), enquanto que em outros néo foi evidenciada diferenca estatistica entre
a proporcao das duas subpopulacdes de células T nestas lesdes (GAO et al., 1988;
SUZUKI et al., 2001).

A predominancia de uma subpopulacao linfocitaria sobre a outra pode variar
de acordo com a fase de desenvolvimento da lesdo. Na fase ativa inicial da
formacao das lesdes, os linfécitos T auxiliares apareceram em maior nimero que 0s
T supressores, diminuindo em namero conforme a progressdo das mesmas para um
estagio mais crénico, no qual os linfocitos T supressores estdo presentes em namero
mais abundante. Esses dados indicam que as células T auxiliares podem
desempenhar um importante papel no desenvolvimento e expansdo das lesbes
periapicais, enquanto que as T supressoras regulam a resposta imune relacionando-
se com o cessar do crescimento dessas lesdes (GAO et al.,, 1988; LUKIC et al.,
1990; STASHENKO; YU; WANG, 1992; STASHENKO et al., 1994).

Para que isto ocorra, em determinado momento os linfécitos T supressores
ativados pelos mediadores quimicos liberados pelos macréfagos (IL-1, IL-6 e 0 TNF)
produzem uma variedade de citocinas que regulam negativamente a producdo de
citocinas pro-inflamatoérias, levando a supressdo da atividade osteoclastica e
reabsorcdo Ossea reduzida. Estas citocinas podem concomitantemente regular
positivamente a producdo de fatores de crescimento, como o fator de crescimento
transformador beta (TGF-B, do inglés tissue growth factor), com efeitos
estimuladores e proliferativos nos fibroblastos e na microcirculagédo (NAIR, 2007).

A opcao de regular negativamente o processo destrutivo explica a auséncia
de reabsorcdo Ossea tardia e a reconstrucdo do tecido conjuntivo colagenoso
durante a fase crbnica da periodontite apical. Consequentemente, as lesbes
cronicas, como o0 granuloma periapical, podem permanecer “inativas” e
assintomaticas por longos periodos sem maiores alteracbes na aparéncia
radiografica (NAIR, 2007).

Desta forma, a maioria dos granulomas periapicais é assintomatica, mas pode
desenvolver dor ou sensibilidade se ocorrer uma exacerbacdo aguda.
Caracteristicamente, o dente envolvido pode apresentar coroa escurecida, néo

apresenta mobilidade ou sensibilidade significativa a percussao. O tecido mole que



recobre a regido periapical pode ou ndo estar sensivel. O dente ndo responde aos
testes pulpares térmicos ou elétricos, a menos que a necrose pulpar esteja
relacionada a um unico canal em um dente multirradicular (NEVILLE et al., 2004;
SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS; LOPES, 2004).

Grande parte das lesdes é descoberta durante exames radiogréficos de
rotina, no qual se observa uma radiotransparéncia bem delimitada de tamanho
variavel ocorrendo desde lesbes pequenas, pouco perceptiveis, até
radiotransparéncias excedendo dois centimetros de diametro. O dente afetado
mostra perda da lamina dura apical. A reabsor¢do radicular ndo € incomum
(NEVILLE et al., 2004; SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS; LOPES, 2004).

O tratamento indicado é o endoddntico convencional, se o dente puder ser
mantido, pois 0 sucesso do tratamento centraliza-se na reducdo e eliminacdo dos
microrganismos agressores. Os elementos dentais sem possibilidades restauradoras
devem ser extraidos e todo tecido mole apical curetado (NEVILLE et al., 2004).

Os dentes tratados endodonticamente devem ser avaliados com intervalos de
1 a 2 anos para excluir um possivel crescimento da lesdo e assegurar uma
cicatrizagcdo adequada. Aproximadamente 50% dos granulomas n&o respondem aos
tratamentos endodonticos convencionais. Se o tratamento convencional inicial nao
for bem sucedido, o retratamento endodontico representa a melhor abordagem para
potencializar a reducdo das bactérias e deve ser considerado antes da cirurgia
parendodontica e biopsia, a qual, em geral, é reservada para lesdes maiores que
dois centimetros ou para aquelas associadas a dentes nos quais o tratamento
endoddntico convencional ndo é possivel ou indicado (NEVILLE et al., 2004).

2.2 CISTO PERIAPICAL

Os cistos periapicais, também denominados de cistos radiculares,
perirradiculares ou periodontais apicais, sao cistos inflamatoérios dos ossos maxilares
formados nos apices de dentes com polpas necréticas e infectadas, sendo
considerados sequelas diretas dos granulomas apicais, embora nem todo granuloma
torne-se um cisto durante o seu desenvolvimento (NAIR, 1998; NEVILLE et al., 2004;
REGEZI; SCIUBBA, 2000).



As lesbes cisticas periapicais sdo, de longe, as mais comuns da regido
maxilofacial representando cerca de 55% dos cistos odontogénicos e constituindo,
aproximadamente, metade a trés quartos de todos os cistos na maioria da literatura
pertinente (JONES; CRAIG; FRANKLIN, 2006; MENINGAUD et al., 2006; NEVILLE
et al.,, 2004; OCHSENIUS et al., 2007; REGEZI; SCIUBBA, 2000; TAYLOR et al.,
2002). Sua incidéncia entre as lesGes periapicais varia de 6% a 55% (NAIR;
PAJAROLA; SCHROEDER, 1996).

A distribuicdo dos cistos periapicais por idade varia da terceira a sexta década
de vida, sendo relativamente rara a ocorréncia na primeira década, ainda que lesdes
de céarie e dentes sem vitalidade sejam bastante freqlientes neste grupo etario. A
maioria dos casos tem sido relatada em individuos do sexo masculino e, no tocante
a localizacéo, os cistos periapicais ocorrem com maior frequéncia na maxila (60%),
especialmente na regido anterior, seguida pela regidao maxilar posterior, regiao
posterior da mandibula e, finalmente, regido mandibular anterior (JONES; CRAIG;
FRANKLIN, 2006; NEVILLE et al., 2004; OCHSENIUS et al., 2007; REGEZI;
SCIUBBA, 2000).

Segundo informam varios autores, 0s cistos periapicais originam-se de um
granuloma que se tornou epitelizado. Formam-se a partir dos restos epiteliais de
Malassez presentes no ligamento periodontal, que passam a proliferar em
decorréncia de estimulos inflamatérios nessa regiao, a partir do momento em que
as bactérias e seus produtos, anteriormente presentes na polpa dental, avancam
para fora do sistema de canais radiculares e atingem os tecidos periapicais
(CURY et al., 1998; FIGUEIREDO; SANTOS; ALBUQUERQUE JUNIOR, 1999;
LIN; HUANG; ROSENBERG, 2007; MEGHJI et al., 1996; NEVILLE et al., 2004;
REGEZI; SCIUBBA, 2000; SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS; LOPES, 2004).

Os mecanismos responsaveis pela indugéo a proliferacédo epitelial, que levam
a formacédo da lesdo, bem como a biologia do processo de crescimento e expansao
cistica, sdo temas bastante estudados e mais recentemente tem sido sugerido que
esses mecanismos biologicos estdo associados a eventos imunopatologicos
(BANDO et al., 1993; CURY et al., 1998; FIGUEIREDO; SANTOS; ALBUQUERQUE
JUNIOR, 1999; MEGHJI et al., 1996; MOREIRA et al., 2000; TAKAHASHI, 1998).

Diversas publicacbes tém reportado que as endotoxinas bacterianas
apresentam um papel iniciador crucial na patogénese dos cistos periapicais. As

bactérias e seus produtos estimulam a proliferacdo epitelial diretamente exercendo



potente acdo mitogénica para as células epiteliais ou indiretamente pela estimulacao
da sintese de citocinas e fatores de crescimento pelos linfocitos, mondcitos e
fibroblastos, que atuam sobre os restos epiteliais de Malassez ocasionando
proliferacdo e diferenciacdo alterada dos mesmos. Os fatores de crescimento
envolvidos nesse mecanismo sdo o TGF-3, fator de crescimento epidérmico (EGF,
do inglés epidermal growth factor) e fator de crescimento de ceratinécito (KGF, do
inglés keratinocyte growth factor). As principais citocinas envolvidas sao a IL-1, IL-6
e TNF. Estas citocinas induzem ao aumento da expressao de receptores do fator
EGF e do KGF pelas células epiteliais durante a inflamacé&o periapical (BANDO et
al., 1993; CURY et al., 1998; GAO; FLAITZ; MACKENZIE, 1996; LIN et al., 1996;
LIN; HUANG; ROSENBERG, 2007; MEGHJI et al., 1996; PIRES et al., 2007).

Recentemente, a Oxido nitrico sintase, enzima que secreta 0xido nitrico, um
regulador dos processos inflamatorios, assim como as proteinas de choque térmico,
que desempenham papel de protecdo celular em episodios de estresse, também
foram relacionadas com a ativagdo e proliferacdo do revestimento epitelial das
lesbes periapicais cisticas. Esta afirmacdo baseia-se no fato de que ambas
encontram-se significativamente menos expressas nos restos epiteliais de Malassez
que no revestimento epitelial destas lesfes. A Oxido nitrico sintase atua na
proliferacdo das células epiteliais, enquanto as proteinas de choque térmico as
protege da inflamagéo (SUZUKI et al., 2002).

Apesar dos mecanismos supracitados explicarem a proliferacdo dos restos
epiteliais de Malassez no granuloma periapical, esse processo, por si s0, ndo induz a
formacao da cavidade cistica e vérias teorias tém sido propostas buscando elucidar
tal aspecto (FIGUEIREDO; SANTOS; ALBUQUERQUE JUNIOR, 1999; LIN;
HUANG; ROSENBERG, 2007; NEVILLE et al., 2004; TORABINEJAD, 1983;
REGEZI; SCIUBBA, 2000).

A teoria da deficiéncia nutricional postula que ilhas de epitélio em proliferacéo
tornam-se progressivamente grandes, de maneira que as células mais internas
perdem sua fonte de nutricdo, sofrem degeneracdo e liquefacdo, ocasionando a
formacdo de uma cavidade central. A decomposicdo de restos celulares no interior
da luz dos cistos aumenta a concentragdo protéica, ocasionando uma maior pressao
osmoética, fato esse que resulta em transporte de fluido através do revestimento
epitelial para o limen do tecido conjuntivo, auxiliando no crescimento do cisto
externamente (LIN; HUANG; ROSENBERG, 2007; NEVILLE et al., 2004; REGEZI,



SCIUBBA, 2000). Esse mecanismo tem sido bastante questionado na atualidade
devido ao fato do epitélio em proliferacdo dos cistos periapicais encontrarem-se,
normalmente, invaginado por tecido conjuntivo, o qual fornece o suprimento
sangliineo necessério (FIGUEIREDO; SANTOS; ALBUQUERQUE JUNIOR, 1999;
RUIZ et al., 2004; PIRES et al., 2007).

Outra teoria mencionada é a teoria do abscesso, segundo a qual quando um
abscesso é formado no tecido conjuntivo, as células epiteliais proliferam e revestem
a cavidade pre-existente devido a sua tendéncia inerente de cobrir superficies de
tecido conjuntivo expostas. Entretanto, observa-se que a proliferacdo epitelial € mais
proeminente na periodontite apical cronica que em abscessos periapicais (LIN;
HUANG; ROSENBERG, 2007).

Atualmente as teorias supracitadas ndo sdo bem aceitas e os estudos
comprovam que o desenvolvimento da cavitacdo cistica é mediado por reacdes
imunopatolégicas (FIGUEIREDO; SANTOS:; ALBUQUERQUE JUNIOR, 1999;
TAKAHASHI, 1998; TORABINEJAD; 1983; TORABINEJAD, 1994; RUIZ et al., 2004;
PIRES et al., 2007).

As substancias biologicamente ativas geradas pela inflamacao periapical
recrutam neutrofilos, ocorrendo liberacdo local de enzimas hidroliticas que exercem
acao de lise tecidual. A ativacdo do sistema complemento pelas bactérias, tanto pela
via classica quanto pela via alternativa através do lipopolissacarideo bacteriano
(LPS), exerce papel de destaque nas reacdes imunopatoldgicas envolvidas no
desenvolvimento da cavitacdo cistica. O produto final da ativacdo desse sistema,
designado complexo de ataque a membrana (MAC, do inglés membrane attack
complex), culmina no processo de morte celular, devido a sua funcéo citotoxica,
contribuindo para o processo de formacdo da cavidade cistica (FIGUEIREDO;
SANTOS; ALBUQUERQUE JUNIOR, 1999; RUIZ et al., 2004).

Também € importante para esse processo a sintese de moléculas de adesao
na superficie endotelial, principalmente ICAMs (do inglés intercellular adhesion
molecules) e ELAMs (do inglés endothelial adhesion molecules), estimulada pela IL-
1, TNF e LPS. Essas moléculas favorecem a marginacdo de células de defesa pelo
endotélio, favorecendo a criacdo de um gradiente leucocitario continuo, o qual
responde, em parte, pela manutencdo do estado pro-inflamatorio de fundamental
importancia na patogenia da formacao cistica (BANDO et al., 1993; FIGUEIREDO,;
SANTOS; ALBUQUERQUE JUNIOR, 1999; RUIZ et al., 2004).



Deve-se ressaltar que o mecanismo de expansdo do cisto periapical é
dependente do crescimento da lesdo, sendo acompanhado e governado pela perda
Ossea local, estando o processo reabsortivo, em parte, na dependéncia do infiltrado
inflamatorio que, usualmente, encontra-se associado a essa lesdo. Além do
processo reabsortivo, o crescimento dos cistos envolve a interacdo entre o epitélio e
a capsula fibrosa (BANDO et al., 1993; FIGUEIREDO; SANTOS; ALBUQUERQUE
JUNIOR, 1999; MEGHJI et al., 1996; RUIZ et al., 2004).

Componentes bacterianos como o LPS, PGs, bradicinina, imunocomplexos e
citocinas estdo envolvidas no processo de reabsor¢do Gssea nos cistos periapicais.
As principais citocinas envolvidas nesse processo, descritas como fatores
estimuladores de osteoclastos, sdo a IL-1, IL-3, IL-6, TNF e fator estimulador de
colonia (CSF, do inglés colony-stimulating factor), sendo a fonte celular dessas
substancias os macréfagos, as células T, os fibroblastos, as células endoteliais e os
ceratindcitos (CURY et al.,, 1998; STASHENKO et al.,, 1994; STASHENKO; YU;
WANG, 1992; TAKAHASHI, 1998; TORABINEJAD, 1994; WANG; TANI-ISHII;
STASHENKO, 1997).

As substéncias supracitadas podem induzir a ostedlise pela estimulagdo da
reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos presentes em torno do 0sso perialveolar e
inibicdo da sintese de matriz 6ssea pelos osteoblastos, impedindo a formacdo de
0sso reparativo (STASHENKO; YU; WANG, 1992; ZECHI-ORLANDINI et al., 1996).

Adicionalmente, a protedlise tecidual possui um papel importante na
patogénese dos cistos periapicais no que diz respeito a0 mecanismo de expansao e
reabsorcdo Ossea. O sistema plasmina/plasminogénio possui papel central neste
processo. Pode ser ativado diretamente por bactérias de polpas necroticas ou
indiretamente por citocinas inflamatérias geradas por células residentes, conforme
supracitado. Sua ativagdo pelos fatores ativadores de plasminogénio determina
colapso do tecido conjuntivo, agindo de forma direta sobre componentes deste
tecido e/ou indireta pela ativacdo de enzimas proteoliticas, como as
metaloproteinases que degradam a matriz extracelular éssea n&o-mineralizada,
necessitando, para tanto, que o 0sso sofra desmineralizacdo prévia. Além disso, 0s
fragmentos colagenos gerados ativam o0s osteoclastos. A expressdo de fatores
ativadores de plasminogénio, presentes no revestimento epitelial, no tecido
conjuntivo, no infiltrado inflamatério e endotélio dos cistos periapicais possui relacéo
direta com a intensidade do infiltrado inflamatério (DELAISSE et al., 2000;



TERONEN et al., 1995a; TSAI et al., 2004).

Ressalta-se, ainda, que o0s cistos periapicais podem contribuir para a
destruicdo 0ssea ndo apenas pela liberacéo de citocinas envolvidas com a atividade
e desenvolvimento dos osteoclastos e osteoblastos nas superficies perialveolares,
mas também por produzirem sinais apropriados para o recrutamento de precursores
de osteoclastos circulantes para os espagos extravasculares do tecido conjuntivo
fibroso da capsula cistica. Uma vez na capsula fibrosa, essas células podem
alcancar o osso adjacente e se diferenciarem em células reabsortivas ativas,
contribuindo para o processo de destruicdo O0ssea perialveolar juntamente com o0s
osteoclastos recrutados das superficies 6sseas (ZECCHI-ORLANDINI et al., 1996).

A maioria dos estudos analisou cistos periapicais biologicamente ativos e
inativos como um unico grupo. Contudo, Cury et al. (1998) propuseram a divisdo dos
cistos periapicais, de acordo com a espessura do epitélio de revestimento, em
atréfico (2 a 10 camadas de células epiteliais) ou hiperplasico (mais de 10 camadas
de células) para o estudo dos mecanismos imunolégicas envolvidos no crescimento
destas lesGes, por acreditarem que lesdes cisticas revestidas por epitélio
hiperplasico podem ser mais ativas que lesdes revestidas por epitélio atrofico.

Apesar dos cistos periapicais apresentarem-se clinicamente como grandes
lesbes expansivas, eles mostram periodos de ndo-proliferacdo e crescimento, 0s
quais ndo sdo previsiveis. Contudo, estes periodos podem ser avaliados pela
situacao do epitélio cistico que representa um parametro histoldgico confiavel para a
atividade metabdlica e/ou a inatividade de crescimento destas lesdes (MOREIRA et
al., 2000).

O cisto periapical é caracteristicamente assintomatico, sendo descoberto
acidentalmente durante exame radiografico de rotina, a menos que ocorra uma
exacerbacéo inflamatoéria aguda. O dente envolvido apresenta resposta negativa aos
testes de sensibilidade pulpar, percussao e palpacao. Entretanto, se o cisto atingir
um tamanho consideravel, pode ser observada tumefacdo e sensibilidade leve,
sendo possivel, também, ocorrer mobilidade e deslocamento dos dentes adjacentes.
A inspecdo, normalmente, detecta-se a presenca de carie e/ou restauracbes
extensas e a coroa do dente envolvido pode apresentar-se escurecida como
resultado da necrose pulpar (NEVILLE et al., 2004; REGEZI; SCIUBBA, 2000;
SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS; LOPES, 2004).

Radiograficamente, o cisto periapical ndo pode ser diferenciado de um



granuloma periapical. O padrao radiografico é o de uma éarea radiollcida geralmente
circular ou ovoide associada ao 4apice radicular ou lateralmente a raiz, bem
circunscrita, com perda da integridade da lamina dura. Se o cisto expande-se
lentamente, pode-se observar um halo radiopaco estreito contiguo com a lamina
dura do dente acometido pela les&o. Nos cistos de longa duracdo, pode ser notada
reabsorgcédo radicular do dente envolvido e, ocasionalmente, dos dentes vizinhos
(NEVILLE et al., 2004; REGEZI; SCIUBBA, 2000; SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS;
LOPES, 2004).

Os cistos periapicais variam de diametro, desde 5 milimetros ou menos até
varios centimetros ocupando todo um quadrante, embora a maioria mostre tendéncia
a ter menos de 1,5 centimetro. Tais cistos causam reabsorcdo Ossea, mas,
geralmente, ndo produzem expansdo Ossea (NEVILLE et al., 2004; REGEZI;
SCIUBBA, 2000; SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS; LOPES, 2004).

Histologicamente, os cistos periapicais sdo caracterizados por uma cavidade
patolégica revestida total ou parcialmente por epitélio pavimentoso estratificado,
normalmente nédo-ceratinizado, de variavel espessura, podendo apresentar graus
variaveis de espongiose, exocitose, hiperplasia, ou, ainda, corpusculos de Rushton.
Circundando o revestimento epitelial, encontra-se presente uma capsula fibrosa
constituida principalmente por colageno condensado perifericamente e por um tecido
conjuntivo fibroso denso, a qual, usualmente, apresenta um pronunciado infiltrado
inflamatorio focal ou difuso, predominantemente mononuclear. O limen pode estar
preenchido por liquido e células descamadas. Por vezes estdo presentes no lumen,
na capsula ou em ambos, focos de calcificacdo distrofica, imagens negativas de
cristais de colesterol, células gigantes multinucleadas, hemacias, areas de
pigmentacdo por hemossiderina e corpusculos hialinos de Russel (NEVILLE et al.,
2004; REGEZI; SCIUBBA, 2000).

Dois tipos de cistos periapicais tém sido descritos histologicamente. O cisto
em bolsa possui comunicacdo de sua cavidade com o canal radicular. Ja o cisto
verdadeiro tem sua cavidade completamente revestida por epitélio, estando ligado
ao apice radicular por um corddo de epitélio (NAIR; PAJAROLA; SCHROEDER,
1996).

As células inflamatdrias presentes em maior niumero nos cistos periapicais
sdo os linfocitos T e plasmadcitos, sendo observados também linfocitos B,

macrofagos, mastocitos, células natural killer e granulécitos em um numero variado



(GAO et al., 1988; MARTON et al., 1998; PULHEZ, 2004; STASHENKO et al., 1994;
SUZUKI et al., 2001; TAKAHASHI, 1998; YU; STASHENKO, 1987).

Estudos demonstraram que em numeros absolutos, os cistos periapicais com
revestimento epitelial atrofico apresentam menor quantidade de infiltrado inflamatorio
gue 0s cistos periapicais que possuem revestimento epitelial hiperplasico, apesar
dessa diferenca ndo ser estatisticamente significativa (MOREIRA et al., 2000). Tem
sido relatado aumento na porcentagem de linfocitos T nos cistos periapicais de
revestimento epitelial hiperplasico, principalmente de linfocitos T auxiliares em
periodos de ativo crescimento (CURY et al., 1998), enquanto que 0s cistos
periapicais que possuem revestimento epitelial atréfico exibem nimero aumentado
de imunossupressores, como o0s linfécitos natural killer, ocasionando
imunomodulagéo negativa para a expanséao das lesdes (MOREIRA et al., 2000).

Est4 bastante documentada na literatura a presenga de imunoglobulinas
(Igs) nos cistos periapicais, sendo a IgG a classe predominante seguida pela IgA,
IgE e IgM. Estes anticorpos podem ser inespecificos ou especificos contra os
antigenos relacionados a etiologia dos cistos e sédo secretados pelos plasmaocitos
em resposta a estimulacdo pelas células T ou pelas endotoxinas bacterianas
(TAKAHASHI, 1998; TAKAHASHI; MAC DONALD; KINANE, 1996).

A presencga dessas células inflamatorias e de imunoglobulinas nas lesfes
cisticas periapicais indica que tanto reacdes imunolégicas humorais quanto
mediadas por células, participam na patogénese dessas lesdes (CURY et al., 1998;
TAKAHASHI, 1998; TAKAHASHI; MAC DONALD; KINANE, 1996; TORABINEJAD,
1994).

O tratamento indicado para 0s cistos periapicais €, inicialmente, a terapia
endodoéntica convencional, pois se deve ter em mente que o cisto periapical é
meramente o resultado da resposta do hospedeiro a infeccdo do sistema de canais
radiculares e néo a fonte de irritacdo. O tratamento endodontico resulta em reducao
dos mediadores inflamatdrios, citocinas pré-inflamatérias e fatores de crescimento,
e, assim, a proliferacdo das ceélulas epiteliais cessa. A regressdo das células
epiteliais ja proliferadas ocorre pela morte celular programada ou apoptose. Também
é possivel que durante a proliferagdo as células epiteliais adquiram propriedades
antigénicas e expressem em sua superficie moléculas que ndo expressam em
condic0es fisioldgicas, sendo, assim, reconhecidas como estranhas (nao proprias) e

destruidas pelo sistema imunoldgico (células natural killer, linfocitos T citotdéxicos ou



macrofagos), favorecendo o reparo da regido periapical (LIN; HUANG;
ROSENBERG, 2007; PIRES et al., 2007; SIQUEIRA JUNIOR; RC)QAS; LOPES,
2004).

O tempo de reparo varia de seis meses a varios anos. Neste periodo ocorre
uma sucessdo de eventos, como a substituicdo progressiva do tecido inflamatorio
cronico por tecido fibroso e deste pelos tecidos duros, que reparardao as perdas
Ossea e radicular, e a inser¢cdo de novas fibras coldgenas no 0sso e no cemento
neoformados proporcionando a restauracdo do ligamento periodontal (MAALOUF;
GUTMANN, 1994).

O reparo periapical pode ser constatado clinicamente quando o dente
apresenta auséncia de sintomatologia e imagem radiografica de reducdo no
tamanho da lesdo ou do seu desaparecimento (MAALOUF; GUTMANN, 1994). Por
vezes, podem ocorrer cicatrizes fibrosas apos o tratamento endodéntico do dente
envolvido com a lesdo cistica e o0 tecido que estava originalmente presente é
substituido por tecido conjuntivo fibroso compacto, especialmente quando ambas as
corticais 0sseas tiverem sido rompidas. Nesses casos, a lesdo exibe um padréo
radiografico radioltcido, porém néo necessita de tratamento (NEVILLE et al., 2004).

A estrutura histopatolégica dos cistos periapicais em relacdo ao canal
radicular do dente afetado pode ser de particular importancia para o comportamento
dessas lesGes apds o tratamento endodontico. A néo regressao de alguns cistos
periapicais apos tratamento endoddntico convencional pode estar relacionada com a
localizacdo da cavidade cistica no que diz respeito a sua intima relacdo com o
forame apical. Tratando-se de um cisto periapical em bolsa, parece razoavel que
uma alteracdo no contetdo do canal possa ter um efeito sobre o limen e o epitélio
adjacente, ocasionando alteracdo ambiental e cura da lesdo pela terapia
endodéntica ndo-cirargica. Em contraste, os cistos periapicais verdadeiros parecem
constituir lesdes auto-sustentadas, independentes da fonte irritativa do canal
radicular e, portanto, a terapia convencional pode néo ter efeito sobre os mesmos,
principalmente sobre os maiores. Neste tipo de cistos, além dos irritantes do canal
radicular, outros irritantes, tais como cristais de colesterol ou possiveis antigenos
nao identificados estdo presentes, ndao podem ser removidos pela terapia
endodoéntica ndo cirdrgica e, dessa forma, mantém continuo estimulo inflamatoério
para as ceélulas do revestimento epitelial. Por isso, os cistos periapicais verdadeiros
devem ser tratados cirurgicamente (NAIR, 1998; NAIR; PAJAROLA; SCHROEDER,



1996).

Contrariamente, Maalouf e Gutmann (1994) inferiram que o tratamento
endodoéntico nao-cirargico conduz, de alguma forma, a destruicdo local ou
generalizada do limitante epitelial de cistos verdadeiros, culminando no reparo. Um
dos mecanismos pelos quais isso ocorreria seria através de quebra da integridade
do limitante epitelial ocasionada por uma sobreinstrumentacdo, que estabeleceria a
drenagem e reducéo da pressao intra-luminar cistica. Concomitantemente, ocorreria
fibroplasia com deposicado de colageno, compressédo da rede vascular que nutria as
células epiteliais e, consequentemente, degeneracdo e remo¢do das mesmas pelos
macrofagos.

ApOs o tratamento, € aconselhado um acompanhamento rigido de pelo menos
um a dois anos. Se a imagem radiolicida ndo desaparecer e 0 tratamento
endoddntico inicial ndo alcancar uma boa qualidade, a lesdo podera, muitas vezes,
ser tratada com sucesso pelo retratamento endodontico. Entretanto, se o tratamento
endodontico inicial parecer adequado, mas a lesdo nao cicatrizar e apresentar-se
sintomatica, uma cirurgia parendodontica e biopsia estdo indicadas para excluir
outros processos patologicos possiveis (MAALOUF; GUTMANN, 1994; NEVILLE et
al., 2004; SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS; LOPES, 2004).

ApoOs a terapia endodéntica cirargica, o reparo periapical segue exatamente o
mesmo curso daquele decorrente da terapia endodontica convencional. A Unica
diferenca € que com a terapia endodoéntica cirdrgica o reparo ocorre de maneira mais
rapida devido ao debridamento artificial mais efetivo do tecido infectado conferido
pelos procedimentos cirdrgicos quando comparado ao debridamento bioldgico
realizado pelos fagocitos na terapia endodoéntica convencional (LIN; HUANG,;
ROSENBERG, 2007).

Nos casos em que se faz necessaria a extracdo do dente envolvido com a
les&o cistica e o tecido inflamatério periapical néo for curetado, pode originar-se um
cisto periapical residual (DIMITROULIS; CURTIN, 1998; NEVILLE et al., 2004,
REGEZI; SCIUBBA, 2000).

2.3 CISTO PERIAPICAL RESIDUAL



O cisto periapical residual origina-se de remanescentes epiteliais, estimulados
por um processo inflamatério, que nao foram curetados e totalmente removidos no
momento da extracdo de um dente ndo-vital (DIMITROULIS; CURTIN, 1998;
NEVILLE et al., 2004; REGEZI; SCIUBBA, 2000).

Apesar de muitos dentes com granulomas e cistos periapicais serem
extraidos, o nimero de casos de cistos periapicais residuais diagnosticados € muito
pequeno. Representam uma pequena parcela dos cistos odontogénicos, variando de
1,5% a 11,2% e sendo mais frequentes em individuos do sexo masculino (JONES;
CRAIG; FRANKLIN, 2006; MENINGAUD et al., 2006; OCHSENIUS et al., 2007,
TAYLOR et al.,, 2002; VARINAUSKAS; GERVICKAS; KAVOLIUNIENE, 2006). A
localizacdo mais relatada tem sido a regido anterior da maxila seguida da regiao
posterior da mandibula (JONES; CRAIG; FRANKLIN, 2006; OCHSENIUS et al.,
2007; VARINAUSKAS; GERVICKAS; KAVOLIUNIENE, 2006).

No tocante a patogénese dos cistos periapicais residuais, observa-se
semelhanca com a relatada para os cistos periapicais, no que diz respeito a
proliferacédo epitelial, formacdo e expansao da cavidade, além da reabsorcdo 0ssea
que a acompanha. Contudo, alguns estudos demonstraram diferenca no
metabolismo dos cistos residuais, haja vista tratar-se de uma lesdo menos ativa que
0S cistos periapicais uma vez que a fonte de irritacdo constante representada pela
infeccdo oriunda do canal radicular foi eliminada com a extracdo dental (PULHEZ,
2004; SUZUKI et al., 2001; SUZUKI et al., 2002).

Suzuki et al. (2001) demonstraram baixo potencial proliferativo do epitélio dos
cistos periapicais residuais. Observaram menor imunomarcagdo a um antigeno de
proliferacdo celular, nimero de células de Langerhans significativamente menor e
intensidade mais leve do infiltrado inflamatorio nos cistos periapicais residuais
guando comparados aos cistos periapicais. Os autores ressaltaram que as células
de Langerhans estdo associadas, além da resposta imune, a proliferacdo e
maturacdo epitelial e que o estimulo inflamatoério intenso pode causar proliferacédo
epitelial. Os dados deste estudo caracterizam uma fase quiescente e de regresséo
do crescimento dos cistos periapicais residuais ap6s a remocao do irritante
inflamatoério.

A diferenca do potencial proliferativo entre estes dois tipos de cistos foi
confirmada por Suzuki et al. (2002) que verificaram menor expressdo da enzima

oxido nitrico sintase e das proteinas de choque térmico, ambas relacionadas com a



proliferagdo do revestimento epitelial, nos cistos periapicais residuais quando
comparados aos cistos periapicais.

Corroborando tais resultados, Pulhez (2004) observou que o indice de
proliferacédo epitelial foi significativamente menor nos cistos periapicais residuais em
relacdo aos cistos periapicais, quando comparadas as porcentagens de células
epiteliais positivas e & area de marcacdo em pm? aos marcadores de proliferacdo
epitelial.

Caracteristicamente, o cisto periapical residual apresenta-se assintomatico,
sendo acidentalmente descoberto nos exames radiogréaficos de rotina (NEVILLE et
al., 2004). Contudo, alguns casos associados a sintomatologia, representada por dor
e/ou edema, foram relatados na literatura, estando relacionados a cistos periapicais
residuais maiores que os assintométicos (HIGH; HIRSCHMANN, 1988).

Seu aspecto radiografico corresponde a uma radiotransparéncia de forma
circular a oval, de tamanho variavel, no interior do processo alveolar no sitio de uma
extracdo dental prévia. Com o envelhecimento da lesdo, a degeneracdo dos
constituintes celulares no Iumen pode ocasionar calcificagdo distréfica e
radiopacidade luminal central (HIGH; HIRSCHMANN, 1986; NEVILLE et al., 2004).

As caracteristicas histopatolégicas dos cistos periapicais residuais sao
semelhantes as dos cistos periapicais. E uma cavidade revestida por epitélio
escamoso estratificado, o qual pode apresentar exocitose, espongiose ou
hiperplasia. O luamen ¢é preenchido por liquido e células descamadas.
Ocasionalmente, o revestimento epitelial pode apresentar calcificacées lineares ou
em forma de arco, conhecidas como corpusculos de Rushton. Calcificacdes
distréficas, cristais de colesterol com células gigantes multinucleadas, hemacias e
areas de pigmentacdo por hemossiderina podem estar presentes no lumen, na
capsula ou em ambos. A capsula consiste em tecido conjuntivo fibroso denso,
muitas vezes com infiltrado inflamatério contendo linfécitos mesclados com
neutrofilos, plasmdécitos, histidcitos e, raramente, mastocitos e eosindfilos (NEVILLE
et al., 2004).

As células inflamatorias predominantes sao os linfocitos T e os plasmacitos.
Comparativamente aos cistos periapicais, 0s cistos periapicais residuais apresentam
maior numero de linfécitos T supressores (PULHEZ, 2004).

Com o tempo, a maior parte dos cistos periapicais residuais exibem uma

reducdo no tamanho, atrofia do revestimento epitelial, diminuicdo das células



inflamatorias e ocorréncia de aumento das calcificacdes distréficas, podendo ocorrer
resoluc@o espontanea mediante a auséncia do estimulo irritante constante. Contudo,
muitos persistem e 0s poucos estudos publicados na literatura sobre estes cistos,
em comparacdo com os demais tipos de cistos odontogénicos, ainda nao elucidaram
os fatores determinantes sobre a regressao ou persisténcia dos cistos periapicais
residuais (HIGH; HIRSCHMANN, 1986).

Como grande parte dos cistos e tumores ndo-odontogénicos apresentam
aparéncia semelhante de um cisto periapical residual, ele deve ser removido
cirurgicamente e encaminhado para biopsia (NEVILLE et al., 2004; REGEZI,
SCIUBBA, 2000), ndo necessitando de nenhum cuidado adicional na cirurgia de
remocao no que diz respeito a enxerto da cavidade é6ssea (CHIAPASCO et al.,
2000). Caso permanecam sem tratamento, o crescimento continuado pode causar
destruigcdo significativa e enfraguecimento da mandibula ou maxila acompanhado de
parestesia (DIMITROULIS; CURTIN, 1998).

ApOs um tratamento adequado, 0 reparo 0sseo completo € usualmente
observado e nado ocorre recidiva. Contudo, podem ocorrer cicatrizes fibrosas,
especialmente quando ambas as corticais estiverem rompidas, nao sendo
necessario outro tratamento. Em casos raros, pode ocorrer transformagéo
carcinomatosa (NEVILLE et al., 2004; REGEZI; SCIUBBA, 2000).

2.4 ANGIOGENESE

2.4.1 Considerac0des gerais

O termo angiogénese € uma palavra de origem grega (aggeion: vaso,
génesis: formacdo) empregada para conceituar a producdo de novos capilares a
partir de vasos pré-existentes, ou melhor, a neoformacgéo vascular. E fundamental
em grande numero de processos fisiolégicos como a embriogénese, alteracdes
associadas ao ciclo reprodutivo feminino e reparo tecidual. Em eventos patoldgicos,
como nos processos inflamatoérios, condicbes isquémicas, crescimento tumoral e

metastase, é rapidamente iniciada em resposta a hipoxia ou isquemia, a partir da



secrecdo de fatores angiogénicos (FOLKMAN; SHING, 1992; FOLKMAN, 1995;
PEPPER, 1997).

Com excecdo da neoformacdo vascular que ocorre em resposta a injaria
tecidual ou nos orgaos reprodutivos femininos, a modificacdo das células endoteliais
em condi¢Oes fisiolégicas € bastante baixa. A angiogénese é rigorosamente
controlada por fatores estimuladores angiogénicos enddgenos e reguladores
negativos da proliferacdo endotelial, os quais atuam de forma antagbnica para
manter a quiescéncia da microvasculatura responsavel pela renovacdo endotelial
(FOLKMAN; SHING, 1992; FOLKMAN, 1995; PEPPER, 1997; PEPPER, 2001).

Tem sido caracterizada uma ampla variedade de fatores angiogénicos
enddgenos, como o fator de crescimento fibroblastico basico (FGFb, do inglés basic
fibroblastic growth factor), o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF, do
inglés vascular endothelial growth factor), o fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF, do inglés platelet-derived growth factor), o fator estimulador de
granulécitos (G-CSF, do inglés granulocyte-colony stimulating factor), o fator de
crescimento placentario (PIGF, do inglés placental growth factor), o fator de
crescimento dos hepatocitos (HGF, do inglés hepatocyte Growth Factor), a
angiogenina, a proliferina, o TGF-a, o TGF-, o TNF-a e a IL-8 (DVORAK et al.,
1995; FOLKMAN; D'’AMORE, 1996; FOLKMAN, 1995; FOLKMAN; SHING, 1992;
GRIFFOEN; MOLEMA, 2000; PEPPER, 1997).

Os fatores angiogénicos sao liberados pelas células presentes nas lesdes,
como os macrofagos ativados, considerados uma das principais fontes de fatores
angiogénicos, os mastécitos e os linfocitos, os quais além de secretar fatores
angiogénicos, também secretam citocinas e fatores quimiotaticos para as células
endoteliais (FOLKMAN; SHING, 1992).

Além dos fatores angiogénicos descritos, a neovascularizacdo que
comumente acompanha respostas imunes e inflamatorias crénicas também pode ser
induzida pelas células T do proeminente infiltrado inflamatério crénico que esti
presente nestas condicdes. As células endoteliais expressam o receptor CD40 e seu
reconhecimento e ligacdo pelos linfocitos T CD4 determina ativacdo das células
endoteliais e neovascularizagdo (MACH et al., 1999).

Uma vez que os fatores estimuladores da angiogénese podem ser detectados
em tecidos nos quais aparentemente ndo ha angiogénese, acredita-se que a

manutencdo da quiescéncia endotelial seja, essencialmente, devida a presenca de



inibidores angiogénicos (PEPPER, 2001).

Os inibidores angiogénicos fazem parte de um extenso grupo de supressores
e normalmente defendem o endotélio vascular de um estimulo mitdgeno. Dentre
eles, destacam-se principalmente a angiostatina e a trombospondina, além da
endostatina e a tumstatina. A angiostatina € um fragmento interno do plasminogénio
com potente acéo inibitoria sobre a angiogénese. A trombospondina, por outro lado,
€ uma glicoproteina trimérica que modula a angiogénese de forma multifuncional e
dose dependente. Em baixas concentracdes aumenta a angiogénese, enquanto que
em altas doses atua inibindo a proliferacdo das células endoteliais (FOLKMAN,
1995; HANAHAN; FOLKMAN, 1996; QIAN et al., 1997).

Como a maioria dos outros processos bioldgicos, a angiogénese € o resultado
de complexas interacOes entre os fatores inibidores e efetores (PEPPER, 2001). A
alteracdo no equilibrio entre estes fatores desencadeia o fenotipo angiogénico em
algumas condi¢cdes patoldgicas, podendo levar as células a exibir expressao
excessiva de um ou mais fatores estimuladores da angiogénese, a mobilizar uma
proteina angiogénica da matriz extracelular e/ou recrutar células hospedeiras
sintetizadoras de fatores angiogénicos (FOLKMAN, 1995; HANAHAN; FOLKMAN,
1996). A super-expressdo de fatores angiogénicos pode induzir & formacgéo cistica,
desenvolvimento, invaséo e metastase de tumores (ZHANG et al., 2006).

2.4.2 VEGF

Dos doze fatores angiogénicos conhecidos, o VEGF tem sido um dos mais
estudados e suas inUmeras propriedades o tornam universalmente aceito como um
importante regulador da angiogénese. Pode ser classificado em diferentes tipos de
acordo com sua atividade. O VEGF-A € o membro mais importante devido a sua
atuacao sob as células endoteliais vasculares. Os outros membros sdo: o VEGF-B
(angiogénese embrionaria), o VEGF-C (linfagiogénese), o VEGF-D (linfagiogénese
ao redor de bronquiolos pulmonares) e o PIGF (vasculogénese). Estes membros
foram descobertos posteriormente ao VEGF-A, e antes desta descoberta o VEGF-A
era chamado somente VEGF, termo ainda mais empregado. Também foram

detectadas algumas proteinas relacionadas ao VEGF codificadas por virus (VEGF-



E) e no veneno de algumas cobras (VEGF-F) (DVORAK et al., 1995; WIKIPEDIA,
2008).

O VEGF esta associado a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade inicial,
que permitem a saida de proteinas plasmaticas para os tecidos para formar uma
rede provisoria rica em fibrina, indugdo a mitose e migracéo das células endoteliais,
aumento da expressado da integrina a3 pelas células endoteliais, criacdo do limen
vascular e fenestracdes nos vasos sanglineos. Além disso, exerce quimiotaxia para
monadcitos, induz a expressao de proteases e de receptores importantes para a
invasdo celular e remodelacdo tecidual e, também, previne apoptose das células
endoteliais (DVORAK et al., 1995; GRUPTA et al., 1999; LAMOREAUX et al., 1998;
LEE et al., 2007; VALABLE et al., 2005; WANG; KEISER, 1998; WIKIPEDIA, 2008;
ZHANG et al., 2006).

A producdo do VEGF pode ser induzida em células endoteliais, células
epiteliais, macréfagos, linfocitos e fibroblastos por diversos estimulos, tais como o
LPS, citocinas inflamatoérias (IL-1, IL-8, TNF-a), fatores de crescimento (TGF-q,
TGF-B e PDGF) e hipéxia tecidual. Nesta situacdo, as células produzem o fator de
transcricdo HIF (do inglés hipoxia inducible factor) que estimula a secre¢céo de VEGF
(DVORAK et al., 1995; HANAHAN; FOLKMAN, 1996; WIKIPEDIA, 2008).

Na angiogénese, o VEGF atua diretamente e seletivamente sobre as células
endoteliais por meio de duas classes de receptores tirosina kinases: o VEGFR-1 (do
inglés vascular endothelial growth factor receptor-1) ou Flt-1 (do inglés fms-like
tyrosine-kinase-1) e VEGFR-2 (do inglés vascular endothelial growth factor receptor-
2) ou KDR/FIk-1 (do inglés kinase domain region/ fetal liver kinase-1). O VEGFR-2
parece mediar quase todas as respostas celulares ao VEGF. A funcédo do VEGFR-1
ainda nao estad bem definida, mas sabe-se que este receptor modula a sinalizacéo
do VEGFR-2 e que possivelmente atua quebrando a ligacdo do VEGF ao receptor
VEGFR-2, 0 que é particularmente importante durante a vasculogénese embrionéria
(DVORAK et al., 1995; HANAHAN; FOLKMAN, 1996; WIKIPEDIA, 2008).

Diversos efeitos seguem a interacdo do VEGF com seus receptores nas
células endoteliais (DVORAK et al., 1995; HANAHAN; FOLKMAN, 1996). O primeiro
a ser detectado € um aumento em quatro vezes do calcio citoplasmatico, o que
culmina no aumento de outros agonistas nas células endoteliais, tais como trombina,

histamina e fator de von Willebrand (FvW). O VEGF também estimula o acimulo de



fosfolipase C. Em conjunto, estes eventos sdo responsaveis pelo aumento da
permeabilidade vascular inicial induzida pelo VEGF (DVORAK et al., 1995; ZUCKER
et al., 1998).

Outro efeito que segue a interacdo do VEGF com seus receptores das células
endoteliais é a inducdo da expressao e ativacdo de algumas proteases, tais como 0s
ativadores de plasminogénio e as metaloproteinases (MMPSs), de integrinas e de
outros fatores que estimulam e/ou favorecem a proliferacdo e migracdo das células
endoteliais (DVORAK et al., 1995; ELICEIRI; CHERESH, 1999; FRIEDLANDER et
al., 1995; ZUCKER et al., 1998).

Além do VEGF, um outro fator de crescimento com potente atividade
angiogénica é o FGF. Contudo, embora estimule a proliferacdo e migracao das
células endoteliais, também apresenta receptores em outras células como
fibroblastos, células musculares lisas e células epiteliais, sendo considerado,
portanto, como marcador angiogénico inespecifico (SO et al., 2001; WAKULICH et
al., 2002).

Tem sido observado que o VEGF e o FGFb induzem uma resposta
angiogénica sinérgica (FOLKMAN, 1995; HANAHAN; FOLKMAN, 1996; PEPPER,
2001). Tanto o VEGF quanto o FGFb agem diretamente nas células endoteliais,
estimulando a angiogénese, mas ao contrario do FGFb, o VEGF é um potente fator
de permeabilidade vascular que atua diretamente no aumento da permeabilidade
microvascular para as proteinas plasmaticas, sendo, também, responsavel pela
inducdo de fenestragcbes endoteliais. Entretanto, o FGFb também atua na
permeabilidade vascular, mas de uma forma indireta. O FGFb induz a expresséo de
VEGF, promove a proliferacdo de células endoteliais, induz a expressdao de
proteases (principalmente das MMPSs), regula a expressao de integrinas (a,(3) pelas
células endoteliais e promove migracao destas células, eventos que contribuem para
0 aumento da permeabilidade vascular por alterarem a estrutura vascular (BROOKS;
CLARK; CHERESH, 1994; ELICEIRI; CHERESH, 1999; FRIEDLANDER et al., 1995;
PEPPER, 2001; SENGER, 1996).

2.4.3 Biodindmica da angiogénese



A angiogénese € um processo complexo e, no tocante a biodinamica pode-se
dividi-la em fase de ativacdo (brotamento) e fase de resolucdo (PEPPER, 1997;
PEPPER, 2001).

A fase de ativacao envolve varios processos sequenciais: episodio de hipoxia,
que estimula a liberacdo de fatores angiogénicos; aumento da permeabilidade
vascular e deposicdo de fibrina extravascular; ativacdo mitogénica das células
endoteliais vasculares para induzir sua proliferacdo; degradacdo seletiva da
membrana basal vascular, para permitir os brotamentos vasculares; migracdo das
células endoteliais em direcdo a fonte de estimulo quimiotatico; degradacdo da
matriz extracelular ao redor do vaso para permitir a invasao das células endoteliais e
formacdo do lumen capilar (FOLKMAN; SHING, 1992; LAMOREAUX et al., 1998;
PEPPER, 1997; PEPPER, 2001).

Inicialmente, os fatores angiogénicos liberados induzem um rapido aumento
da permeabilidade vascular nos vasos sangiineos, o que permite o extravasamento
do fibrinogénio, uma proteina de coagulacdo sangtinea, o qual € polimerizado e
forma um denso gel de fibrina ao redor do vaso. A rede de fibrina depositada serve
como armacdo temporaria, ou matriz proviséria, para o ingresso das células
endoteliais que subseqglentemente gerardo os vasos. Apesar de importante suporte
estrutural para a neovascularizacao, esta rede de fibrina representa a maior barreira
para a migracao das celulas endoteliais e devera ser degradada posteriormente para
que a movimentacdo celular ocorra (DVORAK et al.,, 1995, PEPPER, 1997,
PEPPER, 2001; SENGER, 1996).

Concomitantemente, os fatores angiogénicos promovem ativagao mitogénica
das células endoteliais vasculares e induzem sua proliferacdo e fazendo com que
formem brotamentos vasculares, representados por pseuddpodos endoteliais
simples que tenderdo a formar uma rede capilar. Tal processo inicial é dependente
da desorganizacdo e degradacédo seletiva da membrana basal vascular realizada
pela enzima plasmina a pelas MMPs (DANTAS, 2000b; KENAGY et al., 1997,
PEPPER, 2001).

Em seguida, as células adjacentes secretam fatores de crescimento, como,
por exemplo, TGF-B, PDGF e TGF-a, os quais, através de um efeito paracrino
induzem outras células a sintese e secre¢do de fatores angiogénicos, podendo esta
sintese e secrecdo ocorrer, também, por meio de efeito autdcrino. Os fatores

angiogénicos produzidos ligam-se aos seus receptores das células endoteliais (por



exemplo, o VEGF liga-se ao VEGFR-2), promovendo mitoses e a expressao de
outros receptores. Adicionalmente, regulam a expressdo das MMPs e de seus
inibidores, uma vez que estas proteases, aléem de participarem de eventos ja
comentados, como a degradacdo da membrana basal dos vasos, também seréo
requeridas para eventos posteriores na angiogénese (DANTAS, 2000b;
LAMOREAUX et al., 1998).

Para que as células endoteliais estimuladas migrem em direcdo a fonte de
estimulo quimiotatico, a barreira representada pela rede de fibrina inicialmente
depositada ao redor dos vasos deve ser vencida. Para tanto, as células endoteliais
em migracdo sintetizam enzimas proteoliticas, principalmente as MMPs, que
degradam a matriz extracelular ao redor do vaso, permitindo, assim, a invasao das
células endoteliais e formacgao do lumen capilar (LAMOREAUX et al., 1998; PEPPER
et al., 2001; SENGER, 1996).

As células endoteliais podem sintetizar diferentes tipos de proteases e a
sintese destas € regulada pelas interacdes realizadas entre as células endoteliais e
0s componentes da matriz extracelular circunjacente, mediadas pelas integrinas.
Deste modo, somente as proteases apropriadas para dissolucdo do substrato
especifico necessério a migracéo celular sdo liberadas no microambiente pericelular
e apenas fibrina suficiente para a invasao endotelial é degradada para permitir a
formacdo dos tubulos endoteliais, enquanto grande parte da matriz proviséria é
preservada para acomodar a nova rede capilar e as populacdes celulares acessoérias
(LAMOREAUKX et al., 1998; PEPPER et al., 2001; SENGER, 1996).

Além da sintese, a atividade das proteases também é regulada para que a
invasdo endotelial e adequada formacgéo tubular ocorram, uma vez que atividade
proteolitica em excesso resulta tanto em destruicdo do suporte conferido pela matriz
provisoria, necessario para a invasdo, como na formacdo de estruturas vasculares
aberrantes. Destarte, os inibidores das proteases desempenham um importante
papel permissivo durante a angiogénese, localizando-se, neste caso, ao redor dos
vasos em regides de proliferacdo vascular ativa, local no qual podem prevenir a
destruicdo descontrolada da matriz. Por outro lado, na auséncia de suficiente
protedlise, a invasdo e a formacdo do Iumen do vaso séo inibidos (MONTESANO et
al., 1990; PEPPER, 2001).

Seguindo a degradacéo da rede de fibrina, a formacé&o dos tubos endoteliais,

que sdo os primordios dos vasos sanguineos, € estimulada pela ligacao dos fatores



angiogénicos a determinados receptores das células endoteliais (por exemplo, o
VEGF liga-se aos receptores VEGFR-1). A partir de entdo se formam os capilares
comuns pelo dobramento de uma unica célula endotelial ou capilares sinusoéides
pela associacdo de até trés ceélulas endoteliais. A parede desse tubo endotelial
primitivo pode tornar-se cada vez mais complexa, formando arteriolas, vénulas,
veias e artérias (DANTAS, 2000b).

Finalizada a fase de ativacdo ou brotamento, inicia-se a fase de resolucao da
migracdo celular; reconstituicio da membrana basal vascular; maturagdo do
complexo juncional e restabelecimento da parede do vaso; e recrutamento e
diferenciacdo de células musculares lisas e pericitos. O estabelecimento do fluxo
sangilineo no novo vaso formado esta implicito na definicdo desta fase (PEPPER,
1997; PEPPER, 2001).

Nesta fase da angiogénese, o balanco entre as proteases e seus inibidores é
bastante importante para a resolucdo do processo. Os inibidores das proteases
controlam a degradacéo da matriz, até entdo necessaria, permitindo a deposicéo de
nova matriz ao redor dos vasos neoformados, restabelecimento da membrana basal,
diferenciacdo e quiescéncia das células endoteliais (KRALING et al., 1999).
Contudo, o processo de protedlise ndo cessa neste momento, mas continua de
forma sutil estando implicado com a regulacdo da atividade de citocinas, com a
ativacdo de formas latentes de TGF- e geragdo de fragmentos proteoliticos com
atividade regulatoria para a angiogénese, como, por exemplo, a angiostatina, a
endostatina e a trombospondina, que atuam sobre as células endoteliais inibindo sua
proliferacéo e induzindo a quiescéncia endotelial (DANTAS, 2000b; PEPPER, 2001).

Além destes inibidores, a angiopoetina também atua na fase de resolucéo da
angiogénese. A angiopoetina-2 (Ang-2), ao ligar-se aos receptores Tie-2 (do inglés
tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains 2) das células
endoteliais, provoca aumento da resposta aos inibidores de proliferagédo vascular,
evitando, assim, que o0s vasos crescam. Defeitos nestes receptores tém sido
relacionados a vascularizacdo anormal de érgédos e tecidos (DANTAS, 2000b).

Posteriormente, se da a maturagédo e remodelacdo vascular promovidas pelo
PDGF, pelo TGF-3 e pela angiopoetina-1 (Ang-1). A Ang-1 se liga aos receptores
Tie-2 das células endoteliais, fazendo com que elas produzam fatores de migracao,

proliferacdo e diferenciacdo para as células periendoteliais que irdo envolver os



tubos de endotélio, sustentar e definir a arquitetura dos vasos, bem como deixar as
células endoteliais em quiescéncia para evitar crescimento vascular exagerado e
permitir a maturacdo do vaso. Tratando-se de um capilar, as células circundantes
originam pericitos ou células perivasculares indiferenciadas que ficam associadas ao
capilar, enquanto as células do conjuntivo auxiliam as células endoteliais a
reconstituir a membrana basal. Se for um vaso mais calibroso (arteriola, artéria, veia
ou vénula) ocorre o recrutamento de células periendoteliais para formas tdnicas
associadas a estes vasos (DANTAS, 2000b; FOLKMAN; D'AMORE, 1996;
FOLKMAN; SHING, 1992; KENAGY et al., 1997; PEPPER, 1997; VALABLE et al.,
2005).

2.4.4 Mensuragéo da angiogénese

A angiogénese pode ser qualitativa e quantitativamente mensurada por uma
grande variedade de métodos, como, por exemplo, a cultura de células, a
hibridizacdo in situ e a microscopia de luz, principalmente pela imuno-histoquimica
por ser uma técnica extremamente especifica e sensivel, podendo detectar
antigenos expressos em niveis relativamente baixos, além de poder ser realizada
em cortes teciduais rotineiramente utilizados, da simplicidade de execucéo, do baixo
custo e da necessidade de reduzido espaco fisico (JORDAN et al.,, 2002;
VERMEULEN et al., 2002).

Quanto a avaliacdo da angiogénese pela microscopia de luz, Schor et al.
(1998), em um estudo comparativo entre diferentes metodologias destinadas a
quantificacdo dos vasos sanguineos, demonstraram que varios fatores influenciam a
estimativa da vascularizagdo: o tipo de fixador empregado, o pré-tratamento das
secbes teciduais antes da marcacdo, o anticorpo selecionado e o método de
quantificacdo utilizado.

Apesar dos antigenos serem mais bem preservados em tecidos congelados,
bons resultados s&o alcancados em tecidos fixados em formalina, os quais
possibilitam um material prontamente disponivel, que requer métodos de
aplicabilidade e custo usuais, além de resultar em detalhes microscopicos bem

preservados. Deve ser ressaltado que atraso ou tempo extenso de fixagdo (mais de



48 horas), inadequada desidratacdo e/ou temperatura excessiva na inclusdo na
parafina (>54C) podem prejudicar a técnica, resultando em fraca imunomarcacao
ou resultado falso-negativo (JORDAN et al., 2002).

Quanto ao tipo de fixador empregado, Jacquemier et al. (1998), em estudo
realizado com carcinomas de mama, encontraram diferenga estatisticamente
significativa na marcacdo vascular entre espécimes fixados no fluido de Bouin e
agueles fixados em formalina alcodlica. Apenas nestes ultimos, todas as amostras
exibiram marcacao positiva para o anticorpo estudado.

Contudo, os epitopos antigénicos dos espécimes teciduais fixados em
formalina ficam indisponiveis a ligacdo ao anticorpo quando da utilizacdo da técnica
de imuno-histoquimica para mensuracdo da angiogénese. Assim, é necessaria a
realizacdo de pré-tratamento tecidual antes da imunomarcacdo, chamado de
recuperacdo antigénica (JORDAN et al., 2002). Schor et al. (1998) confirmaram a
necessidade da recuperacdo dos sitios antigénicos para o estudo imuno-
histoquimico da angiogénese, uma vez que obtiveram maior marcacao de vasos
sangiliineos em espécimes submetidos a recuperacao antigénica que naqueles onde
esta etapa foi ignorada.

A recuperacao antigénica pode ser realizada por calor (microondas ou panela
de pressdo, ambos requerem solucdo quelante - citrato ou &cido
etilenodiaminotetracético) ou digestdo enzimatica (protease, tripsina ou pepsina)
(JORDAN et al.,, 2002; SCHOR et al., 1998). Segundo Jordan et al. (2002), a
digestdo enzimatica fornece marcacdo menos intensa que a fornecida pelo calor e
aumento da marcacgdo de fundo. J& Schor et al. (1998) obtiveram maior nimero de
vasos imunomarcados com o pré-tratamento tecidual pela digestdo enzimatica com
a protease XXIV que com o0 aquecimento em microondas.

O anticorpo empregado também pode influenciar na mensuragdo da
angiogénese pela microscopia de luz empregando a técnica da imuno-histoquimica.
E necesséria certa cautela na escolha do anticorpo, pois determinados antigenos
sdo compartilhados por diferentes tipos celulares e podendo reagir com varios
anticorpos distintos. Diversos anticorpos podem ser selecionados para
imunomarcacdo dos vasos sanguineos, desde que apresentem afinidade por
epitopos especificos das células endoteliais. Dentre eles destacam-se o anti-fator de
von Willebrand (anti-FvW) ou fator VIII, o anti-CD31, anti-CD34, anti-CD105 e outros
(DALES et al., 2004; HANAHAN; FOLKMAN, 1996; JORDAN et al., 2002;



VERMEULEN et al., 2002).

Embora haja opinides conflitantes em relacdo a indicacdo do marcador imuno-
histoquimico que ofereca melhores resultados na quantificacdo da angiogénese, 0s
anticorpos anti-CD31 e o anti-FVW sdo os mais recomendados na literatura
(FREITAS et al.,, 2005; GLEICH et al., 1997; HANAHAN; FOLKMAN, 1996;
JACQUEMIER et al., 1998; PAZOUKI et al., 1997; SHOR et al., 1998; SION-VARDY
et al.,, 2001; SOUZA; FREITAS; MIRANDA, 2007; TAKAHASHI et al.,, 1994;
TOMODA et al., 1999). Destes, o anticorpo anti-FVW tem apresentado melhores
resultados por determinar imunomarcacdo mais uniforme e de mais fécil
interpretacédo (FREITAS et al., 2005; GLEICH et al., 1997; SION-VARDY et al., 2001,
SOUZA; FREITAS; MIRANDA, 2007).

Gleich et al. (1997) evidenciaram marcacao celular insuficiente e/ou elevada
marcacao de fundo em alguns espécimes de carcinoma oral de células escamosas
marcados com o anticorpo anti-CD31, o que n&o ocorreu com o anti-FvW. Corrobora
estes resultados o estudo realizado por Freitas et al. (2005) que demonstrou
contagem microvascular mais uniforme avaliando a imunomarcacdo do FVW em
hemangiomas e granulomas piogénicos quando comparada a do CD31 nas mesmas
lesbes. Outrossim, Souza, Freitas e Miranda (2007) compararam a vascularizagao
evidenciada pelos anticorpos anti-CD31 e anti-FvW em casos de carcinomas de
células escamosas de lingua e labio inferior e verificaram que a imunomarcagao com
0 anticorpo anti-FVW realmente se apresentou mais homogénea e eficiente (100%
de casos positivos) que a obtida com o anti-CD31 (55,5% de positividade).

O anticorpo anti-FVW caracteriza-se como um anticorpo monoclonal obtido do
plasma humano que € capaz de reagir especificamente com o fator de von
Willebrand expresso nas células endoteliais e megacariocitos, exibindo reatividade
num padrdo granular ao nivel do citoplasma das células marcadas positivamente
(DAKO, 2003).

O fator de von Willebrand € uma glicoproteina multimérica, circulante no
plasma sanguineo, sintetizada pelas células endoteliais e megacariocitos. Possui
papel fundamental na hemostasia primaria formando pontes entre glicoproteinas
plaquetarias e estruturas do endotélio vascular, além de manter o0s niveis
plasmaticos do fator VIII, protegendo esta proteina pré-coagulante da degradacao
proteolitica. Este fator tem sua expressdo aumentada nas células endoteliais

estimuladas pelo fator angiogénico VEGF, e, assim, representando um antigeno



especificamente realcionado aos processos angiogénicos (ZUCKER et al., 1998).

No que diz respeito as técnicas para a quantificacdo da angiogénese, 0s
estudos destacam a da densidade microvascular (MVD, do inglés microvessel
density), a do volume microvascular (MVV, do inglés microvascular volume) e a da
contagem microvascular (MVC, do inglés microvessel count) (FREITAS et al., 2005;
SOUZA; FREITAS; MIRANDA, 2007; PAZOUKI et al., 1997; SCHOR et al., 1998).

A MVD expressa a média dos vasos por espécime. A area de maior
densidade vascular é selecionada num aumento de 100x e envolve, na pratica, a
contagem de trés diferentes areas. Procede-se, entdo, a contagem manual em
microscopia de luz, num aumento de 200x, de trés campos em cada uma destas
areas obtendo-se, entdo, a MVD alta (highest ou h-MVD) expressa em mm? ou,
ainda, em 10-15 campos obtendo-se a MVD média (average-MVD ou a-MVD), cujo
resultado é expresso em média por desvio padrdo (GRAZIANI et al., 2006; SCHOR
et al., 1998).

Outra técnica empregada para a mensuracdo vascular é a MVV que consiste
num meétodo estereoldgico de determinacdo de volume, no qual sdo selecionados 15
campos e contados 100 pontos coincidentes em cada, num total de 1.500 pontos,
sendo o resultado expresso em porcentagem de volume (SCHOR et al., 1998). Este
€ um método bastante sensivel apesar de trabalhoso, sendo mais utilizado como
indicador prognostico para canceres em estagio precoce (PAZOUKI et al., 1997).

A MVC se constitui num método no qual em um aumento de 40x verificam-se
as cinco areas de maior densidade vascular tecidual, onde, entdo, em aumento de
200x contam-se manualmente o0s vasos, sendo o resultado expresso pelo nimero
meédio de vasos em cada seccao histologica (FREITAS et al., 2005; MAEDA et al.,
1995; MARINHO et al., 1997; SOUZA; FREITAS; MIRANDA, 2007). Segundo Freitas
et al. (2005), este € um método de mensuracdo da angiogénese mais simples e que
nao apresenta diferenca estatisticamente significativa entre a mensuracao realizada
pela MVD.

Deve-se ressaltar que, independente do método escolhido para mensuragao
da angiogénese, a interpretacdo dos cortes corados pela técnica de imuno-
histoquimica é de extrema importancia, devido a sua natureza subjetiva, apesar da
possibilidade, em alguns casos, de estabelecimento de analise semi-quantitativa ou
qguantitaiva. A intensidade da marcacdo, o0 percentual e as caracteristicas

morfoldgicas das células imunorreativas devem ser considerados quando se realiza



a avaliacdo da imunomarcacdo. Além disso, controles positivos s80 necessarios
para confirmacao da especificidade da reacdo. Mas acima de tudo, a interpretacao
imuno-histoquimica deve centrar-se no contexto da impressao obtida apos a analise

dos cortes corados por hematoxilina e eosina (JORDAN et al., 2002).

2.4.5 Angiogénese e lesdes periapicais

A relacdo entre angiogénese e lesbes inflamatorias crénicas tem sido
estudada e, em muitas condi¢cbes, como nas lesdes periapicais, elas acontecem ao
mesmo tempo. E provavel que o inicio do processo de angiogénese durante a
inflamacé@o seja causado pelas células ativadas e em proliferacdo que estdo em
continua demanda de nutrientes e oxigénio. Os leucécitos recrutados pelo processo
inflamatorio podem induzir a proliferagcdo vascular pela secrecdo de citocinas
responsaveis pela inducdo de VEGF e expressdo de proteases pelas células
endoteliais, culminado em ativagdo das células endoteliais e formacdo do tubo
vascular. Com a estimulagdo cronica, tanto aumento da densidade vascular como
dilatacdo vascular ocorrem, sendo evidente a neovascularizacdo. O aumento da
permeabilidade vascular ocasionado pelo VEGF permite um fluxo continuo e
consequente abundancia de células inflamatdrias. Além de nutrir os tecidos, o0s
vasos sangiineos neoformados também desempenham um ativo papel na
inflamacé&o por serem uma fonte de citocinas, quimiocinas e proteases (GRIFFOEN,;
MOLENA, 2000; MAJNO, 1998).

A despeito da importancia da vascularizacdo para a manutencdo o0s
processos patoldgicos, pouco se sabe sobre a estrutura vascular e o papel da
angiogénese no desenvolvimento das lesbes periapicais. Acredita-se que a
angiogénese possa desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento destas
lesdes (GRAZIANI et al., 2006; LEONARDI et al., 2003; TETE’ et al, 2005).

Os poucos estudos existentes demonstraram expressdo de fatores
angiogénicos, como o VEGF e o FGFb, e vascularizagdo aumentada nas lesdes
periapicais, estando ambas relacionadas aos estagios de desenvolvimento e a
intensidade do infiltrado inflamatorio presente (GRAZIANI et al., 2006; LEONARDI et
al., 2003; MOLDAUER; VELEZ; KUTTLER, 2006; TETE’ et al., 2005).



Dentre o escasso acervo de trabalhos neste sentido, aponta-se a pesquisa
desenvolvida por Leonardi et al. (2003), na qual a expressédo do VEGF foi detectada
nos fibroblastos, nas células inflamatorias, endoteliais e epiteliais em diferentes
lesGes periapicais. Nos granulomas periapicais sem epitélio, quase todas as células
inflamatdrias expressaram forte imunomarcacdo do VEGF. Nos granulomas
periapicais epitelizados, essa expressao foi moderada nas células inflamatérias e
forte em todas as células epiteliais. Ja nos cistos periapicais, o VEGF foi fortemente
expresso em todas as camadas do revestimento epitelial, enquanto que nenhuma
célula inflamatéria apresentou imunorreatividade. Muitos vasos sanguineos
pequenos neoformados, distribuidos pelas lesdes e especialmente concentrados nas
regides de intenso infiltrado inflamatério, exibiram expresséo do VEGF.

Proeminente neoformacdo vascular foi evidenciada nos cistos periapicais e
nos ceratocistos por Tete’ et al. (2005) através da imunomarcacdo de componentes
vasculares (CD31), tanto em éareas de inflamacdo quanto no tecido subjacente,
sendo a neoformacéao vascular mais intensa nas areas de maior inflamacéo.

No intuito de relacionar a expressdo de fatores angiogénicos, a
vascularizacéo e a inflamag&o em lesdes periapicais, Graziani et al. (2006) avaliaram
a expressao do VEGF e a densidade microvascular (MVD), por meio da imuno-
histoquimica, e as relacionaram com a condicdo inflamatoria em cistos periapicais.
Os autores observaram, de uma forma geral, moderada imunorreatividade para o
VEGF no citoplasma das células inflamatérias, fibroblastos, células endoteliais e
células epiteliais. Detectaram significante associacdo entre a MDV, a expressao do
VEGF pelas células do tecido conjuntivo e a intensidade do infiltrado inflamatério. A
MDV aumentada estava associada a um grau maior de expressao de VEGF pelas
células do tecido conjuntivo e foi observada em espécimes que apresentavam maior
severidade de infiltrado inflamatério.

Com base em estudos realizados em outras lesdes cisticas (SATO et al.,
1997; VAQUERO et al.,1999), alguns autores tém hipotetizado que o VEGF
expresso pelas células inflamatérias, células endoteliais e células epiteliais das
lesdes periapicais desempenha um importante papel na patogénese dos granulomas
periapicais e na expansao dos cistos periapicais por diversos mecanismos. Além de
estimular a formacdo de novos vasos, aumentando do suprimento de oxigénio,
ocasiona permeabilidade vascular persistente de vasos pré-existentes, permitindo a

deposicdo de matriz rica em fibrina necessaria para a migracdo celular, acumulo de



células inflamatorias e, mais tardiamente, de fluido na cavidade cistica (GRAZIANI et
al., 2006; LEONARDI et al., 2003).

Além dos mecanismos supracitados, o VEGF liberado pela degradacdo da
matriz 6ssea ndo mineralizada também contribui para o desenvolvimento das lesGes
periapicais auxiliando no processo de reabsor¢do éssea, atuando diretamente no
recrutamento de osteoclastos (TETE’ et al., 2005).

O FGFb também tem sido implicado na patogénese das lesdes periapicais.
Este fator de crescimento, reconhecidamente um fator angiogénico, além de
estimular a neoformacdo vascular, pode participar da formagdo do tecido de
granulacdo e da ativagdo das células epiteliais, culminando em formacéo cistica, e,
também, induzir a proliferacdo de fibroblastos que participardo da fase de reparo
(MOLDAUER; VELEZ; KUTTLER, 2006).

Moldauer, Velez e Kuttler (2006) relataram a imunoexpressao do FGFb em
fibroblastos, células inflamatdrias, endoteliais e epiteliais de granulomas e cistos
periapicais. A intensidade da marcacdo do FGFb nas células endoteliais estava
relacionada a severidade do infiltrado inflamatorio. Pequenos vasos neoformados,
concentrados principalmente em areas de intensa inflamacdo, expressavam
fortemente o FGFb.

Destarte, apesar de poucos, 0s estudos indicam que a angiogénese
desempenha um papel fundamental no estabelecimento e desenvolvimento das
lesbes periapicais (GRAZIANI et al., 2006; LEONARDI et al., 2003; TETE’ et al,
2005). Conforme mencionado anteriormente, um dos principais eventos para que a
angiogénese ocorra é a protedlise extracelular, realizada pelas MMPs, uma vez que
este processo facilita a migracdo das células endoteliais pelos tecidos adjacentes
através da interrupcéo das barreiras fisicas da matriz extracelular e permite que os
brotamentos vasculares se formem devido a degradagdo da membrana basal de
vasos sanglineos (HAAS et al.,, 2000; KENAGY et al., 1997; PEPPER, 2001;
RUNDHAUG, 2003; STERNLICHT; WERB, 2001; VALABLE et al., 2005; ZHANG et
al., 2006).

2.5 MMPs



2.5.1 Considerac0es gerais

As MMPs sao uma familia de endopeptidases cuja atividade catalitica reside
em um dominio ativo que possui um sitio ligante de zinco, dependendo da presenca
desse metal para ser ativas, dai o termo metaloproteinases (BORKAKOTI, 2000;
NAGASE; WOESSNER JUNIOR, 1999; STERNLICHT; WERB, 2001).
Coletivamente, sdo capazes de degradar a maior parte, se ndo todos, dos
componentes da matriz extracelular (MEC), determinando sua protedlise e
remodelacdo (MOTT; WERB, 2004; SORSA; VISSE; NAGASE, 2003).

A MEC é formada por um conjunto de macromoléculas arranjadas na forma
de uma malha tridimensional formando um arcabou¢co semelhante a uma rede que
envolve as células. Constitui um meio de transporte pelo qual as células recebem os
nutrientes do sangue arterial e os produtos a serem eliminados sao transportados
até a circulacéo eferente. Funciona como um reservatério de fatores biologicamente
ativos, como fatores de crescimento, integrinas, citocinas, proteases, horménios e
outras moléculas bioativas que eventualmente interagem com a superficie celular
influenciando muitas propriedades das células com as quais faz contato, tais como a
migracao, aderéncia, proliferacéo, grau de diferenciacéo e predisposi¢cao a apoptose
(DANTAS, 2000a; LABAT-ROBERT, 2004; MOTT; WERB, 2004).

Trés grupos principais de proteinas compdem a matriz extracelular,
representados pelas proteinas estruturais fibrosas, proteinas estruturais néo fibrosas
e proteinas matricelulares. As proteinas estruturais fibrosas sdo subdivididas nos
sistemas colagénico (colagenos fibrilares e nao-fibrilares) e elastico (fibras
elauninicas, oxitalanicas e elasticas) e tém funcédo principalmente estrutural,
conferindo resisténcia ao tecido. Por sua vez, dentre as proteinas estruturais nao-
fibrosas, apresentam-se as glicosaminoglicanas e glicoproteinas (laminina,
fibronectina, entactina, entre outras) que sédo importantes na adesividade celular e
na viscosidade da MEC, fornecendo resiliéncia e lubrificacdo aos tecidos.
Constituindo as proteinas matricelulares apontam-se as trombospondinas,
osteopontinas e tenascinas que demonstram habilidade de romper interacdes entre
as células e a matriz (DANTAS, 2000a; LABAT-ROBERT, 2004).

Didaticamente, a MEC pode se organizar sob duas formas principais: a matriz

intersticial e as membranas basais. A matriz intersticial, constituida, dentre outros



componentes, por tipos fibrilares de colagenos (tipos I, 1l e IV), nao fibrilares,
elastina, fibronectina, acido hialurénico, proteoglicanas e outros componentes, esta
presente nos espacos entre epitélio, endotélio, células musculares e no tecido
conjuntivo propriamente dito, bem como em formas especializadas de tecido
conjuntivo, como os tecidos 6sseo e cartilaginoso (ALBERTS et al., 1997; DANTAS,
2000a). Por sua vez, as membranas basais, produzidas por células endoteliais e
mesenquimais, sado constituidas de forma geral por colagenos dos tipos I, I, IV e
VII, laminina, fibronectina, sulfato de heparano e perlecan (DANTAS, 2000a;
GONZALEZ et al., 1994). Tanto a laminina quanto o colageno tipo IV s&o
constituintes da membrana basal de vasos sanglineos e sua remodelacdo ocorre
nos processos de neoformacao vascular (OLIVEIRA, 2000).

A degradacdo e remodelacdo da MEC sado fendmenos que ocorrem
comumente durante a morfogénese, na angiogénese, nos processos patoldgicos e
no reparo tecidual. Implicam continuos eventos de sintese e degradagdo de
proteinas colagenas e ndo colagenas que a compdem pela acdo de complexos
enzimaticos (DANTAS, 2000a; MOTT; WERB, 2004). Na verdade, varios tipos de
proteinases podem participar do turnover da MEC. Contudo, as MMPs constituem o
principal grupo de enzimas que atuam sobre este substrato (BREW,
DINAKARPADIAN; NAGASE, 2000).

As primeiras MMPs foram identificadas em 1962 em estudo sobre 0 processo
de metamorfose dos girinos no momento da perda da cauda. Desde entdo, mais de
66 MMPs foram clonadas e sequenciadas, incluindo 25 MMPs em vertebrados e 22
membros homologos em humanos. Além destas, é descrita uma série de MMPs em
seres nédo vertebrados e na maioria dos seres vivos, inclusive bactérias, denotando
haver processo evolutivo de algumas MMPs primordiais ao longo de bilhdes de anos
(STERNLICHT; WERB, 2001).

As MMPs constituem um grupo de 25 enzimas classificadas com base em sua
estrutura molecular e especificidade de substrato em seis grupos principais:
colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-18), cujo principal substrato € o
colageno fibrilar; gelatinases (MMP-2 e MMP-9), as quais degradam gelatina e os
coladgenos tipo I, IV e V; tipo membrana (MT) (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-
17), cujos substratos sdo o colageno fibrilar, proteoglicanas, glicoproteinas e
gelatinases; estromelisinas (MMP-3, MMP-10 e MMP-11), que tém como substrato

laminina, fibronectina e colagenos nao fibrilares; matrilisinas (MMP-7 e MMP-26),



gue também degradam laminina, fibronectina e colagenos nao fibrilares; e outras
MMPs (MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-22; MMP-23, MMP-27 e MMP-
28) (BORKAKOTI, 2000; JOHN; TUSZYNSKI, 2001; SORSA; VISSE; NAGASE,
2003).

A maioria das MMPs esta organizada ao redor de um dominio catalitico
conservado, um pré-peptideo, um pré-peptideo e um dominio C-terminal. O
dominio catalitico, formado por 170 aminoacidos, possui uma sequéncia ligante
de zinco e uma metionina altamente conservada formando uma estrutura singular
denominada Met-Turn. Possui ainda um ion zinco estrutural e dois a trés ions
calcio necessarios para a estabilidade e expressdo da atividade enzimatica das
MMPs. Determina a especificidade de clivagem do substrato por meio de seu sitio
fenda ativo, da especificidade de sub-sitios capazes de ligar residuos de
aminoacidos imediatamente adjacentes a ligacdo do peptideo e através de sitios
secundarios externos ligantes de substrato. O dominio pré-peptideo é formado
por cerca de 20 aminoacidos e possui 0 peptideo sinalizador responséavel pelo
direcionamento de secrecdo do composto pela célula. O dominio pré-peptideo
possui cerce de 80 aminoacidos e contém uma cisteina interruptora, a qual se liga
ao ion zinco catalitico para manter a laténcia da enzima (pr6-MMP). O dominio
hemopexina C-terminal contribui para a especificidade de substrato e interagbes
com inibidores enddgenos (Figura 1) (BODE; FERNANDEZ-CATALAN;
TSCHESCHE, 1999; BORKAKOTI, 2000; NAGASE; WOESSNER JUNIOR, 1999;
STERNLICHT; WERB, 2001).

Este arquétipo é observado no subgrupo de proteases secretadas,
composto pelas colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-18), as duas
estromelisinas (MMP-3 e MMP-10), e quatro MMPs com caracteristicas peculiares
adicionais (MMP-12, MMP-19, MMP-20 e MMP-27). Por sua vez, as matrilisinas
(MMP-7 e MMP-26) e a MMP-23 ndo apresentam o dominio hemopexina e as
gelatinases (MMP-2 e MMP-9) incorporam trés moédulos de fibronectina tipo II,
provendo um dominio compacto de ligacdo ao colageno (Figura 1) (NAGASE;
WOESSNER JUNIOR, 1999; STERNLICHT; WERB, 2001; VISSE; NAGASE,
2003).

As MMPs sao sintetizadas por uma variedade de células, incluindo células
epiteliais, fibroblastos, células inflamatorias, osteoblastos, osteoclastos e células
endoteliais, sob diversos estimulos (SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS; LOPES, 2004).



Sdo, em grande parte, secretadas na forma de precursores latentes,
denominados pré-enzimas ou zimogénios, que precisam ser clivados no pro-
dominio para assumirem a forma ativa. Tal laténcia pode ser mantida em funcéo
da presenca de um grupo cisteina-sulfidril ndo pareado proximo ao dominio pro-
peptideo, o qual age como uma espécie de quarto ligante para o sitio ativo de
zinco e a ativagao requer quebra desta ligacdo através da remocao proteolitica do
dominio pro-peptideo ou por perturbacdo ectopica da ligacdo cisteina-zinco
(NAGASE; WOESSNER JUNIOR, 1999; STERNLICH; WERB, 2001).
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Figura 1 Estrutura das MMPs: S, sinal peptideo - pré-prepitideo; Pro, pro-peptideo; Cat, dominio
catalitico; Zn, sitio ativo de zinco; Hpx, dominio hemopexina; Fn, dominio fibronectina; V,
insercdo vitronectina; I, dominio transmembrana tipo [; Il, dominio transmembrana tipo II; G,
dominio de ancoragem; Cp, dominio citoplasmatico; Ca, regido de cisteina; e lg, dominio Ig-
G. Um sitio de reconhecimento furin-like esta marcado por um trago preto entre o dominio
pro-peptideo e catalitico. Fonte: Visse e Nagase (2003).

Apesar da maior parte das MMPs ser secretada sob a forma latente, algumas,
tais como a MMP-11, a MMP-28 e as MT-MMPs, possuem um dominio de
reconhecimento enzimatico furin-like, constituido por aminoacidos basicos. Situado
entre o dominio catalitico e o pro-peptideo, este dominio permite que estas MMPs
sejam ativadas antes de serem levadas a superficie celular ou serem secretadas
(BORKAKOTI, 2000; NAGASE; WOESSNER JUNIOR, 1999; STERNLICHT; WERB,



2001; VISSE; NAGASE, 2003).

Além da ativacéo intracelular, a ativagdo das MMPs pode ocorrer por meio de
ativacdo na superficie celular (pelas MT-MMPs), na regido extracelular (pela
ativacdo de outras proteases) e por outras MMPs previamente ativadas atraves de
um processo denominado stepwise (JOHN; TUSZYNSKI, 2001; STERNLICH,;
WERB, 2001; VISSE; NAGASE, 2003). No compartimento extracelular, os
zimogénios sdo ativados através de uma série de cascatas de ativacao interativas
envolvendo outras MMPs e/ou proteases tipo cisteina ou serina capazes de quebrar
as pontes de peptideo nos pré-dominios das MMPs. Ainda, outros mecanismos
como oxidacao e nitrolizagdo podem iniciar este processo (BELLON; MARTINY;
ROBINET, 2004).

E importante que as MMPs estejam localizadas na regido pericelular, pois a
protedlise nesta regido culmina em uma série de eventos sinalizadores
extracelulares importantes para a regulagédo do comportamento celular. Para tanto,
h& mecanismos especificos para concentrar as MMPs na regido pericelular. Estes
mecanismos incluem a expressdo de MMPs ligadas as membranas (MT-MMPS),
ligagdo das MMPs a receptores na superficie celular, presenca de receptores na
superficie celular para enzimas ativadoras de MMPs (plasmina, trombina e elastase)
e concentracdo das MMPs nas moléculas pericelulares da MEC. Estes mecanismos
de localizac&o freqientemente aumentam a ativacdo das MMPs, limitam o acesso
dos inibidores de MMPs, concentram as MMPs nas imediacbes de seus alvos e
limitam a extensao da protedlise nas regides pericelulares (STERNLICHT; WERB,
2001).

A expressao das MMPs é firmemente regulada, uma vez que seu efeito pode
ser potencialmente devastador (CURRAN; MURRAY, 2000; POLETTE et al., 2004).
A regulacdo da atividade das MMPs ocorre nos niveis transcricional e pos-
transcricional pelo controle dos niveis destas enzimas por seus ativadores, inibidores
e sua localizac&o na superficie celular (BAKER; EDWARDS; MURPHY, 2002; JOHN;
TUSZYNSKI, 2001; STERNLICHE; WERB, 2001).

A maioria dos genes das MMPs sdo bastante sensiveis a diversos estimulos
regulatérios. Aléem do estresse celular, alteracfes na forma celular e autoprotedlise,
a longa lista de fatores estimulatérios das MMPs inclui; agentes quimicos,
transformacdo oncogénica, ésteres forbdis, sinais derivados de integrinas, citocinas,

como o TNF-q, IL-1 e IL-8, fatores de crescimento, como o TGF-3, EGF, KGF, fator



de crescimento neural (NGF, do inglés nerve growth factor), FGFb, VEGF, PDGF,
além de indutores das MMPs presentes na MEC, como a plasmina (JOHN;
TUSZYNSKI, 2001; NAGASE; WOESSNER JUNIOR, 1999; STERNLICHT; WERB,
2001).

N&o apenas agentes sollveis, mas, também, interacbes célula-célula e
célula-matriz sdo fatores determinantes da expressédo génica das MMPs. Assim, a
adesao de integrinas, expressas na superficie celular, a moléculas da MEC esta
associada com a inducéo de eventos sinalizadores que conduzem a producéo das
de MMPs por varios tipos de células. Esta inducao parece ser especifica e o tipo de
MMP gerada depende do tipo celular e do componente da MEC envolvidos na
interacdo (BORKAKOTI, 2000; HAAS; MADRI, 1999; NAGASE; WOESSNER
JUNIOR, 1999; STERNLICHT; WERB, 2001). Por exemplo, a producédo de MMP-2 e
MT1-MMP por células endoteliais ocorre pela interacdo destas células com o
coladgeno tipo I, mas ndo com a laminina (HAAS; DAVIS; MADRI, 1998).

A regulacédo da expressao génica e atividade proteolitica das MMPs pode se
dar pela interacdo entre fatores de transcricdo, proteinas co-ativadoras e co-
repressoras com 0s elementos cis-ativos na regido promotora dos genes das MMPs.
Acredita-se que um mecanismo pelo qual a transcricdo génica é mediada seja
dependente da via PGE,, além de outras multiplas vias (STERNLICHT; WERB,
2001).

Apesar dos diversos estudos direcionados a compreensdo da ativacao
transcricional das MMPs, este processo permanece incompletamente elucidado.
Os fatores estimulatérios supracitados sédo capazes de determinar padrdes
variados de expressdao das MMPs em diferentes tipos teciduais, bem como,
efeitos diversos em membros distintos da familia das MMPs, dificultando a
compreensdo da regulacdo génica das MMPs em condi¢des fisiologicas e
patolégicas. Por exemplo, enquanto o TGF-3 induz a expressdao da MMP-13,
suprime a transcricdo dos genes da MMP-1 e MMP-3 (STERNLICHT; WERB,
2001).

A regulacédo pos-transcricional também tem sido documentada. Elementos
bioativos como citocinas, fatores de crescimento e hormoénios possuem a
capacidade de modular a estabilidade do RNAm transcrito das MMPs, tornando-o,
por conseguinte, estabilizado ou desestabilizado. Por exemplo, os RNAmM

transcritos que codificam a MMP-1 e a MMP-3 sao estabilizados pelo éster forbol



e EGF, ao passo que os transcritos da MMP-13 sdo estabilizados pelo PDGF e
glucocorticoides, sendo desestabilizados pelo TGF-f (STERNLICHT; WERB,
2001).

Uma série de fatores pode ter efeito inibitério sobre a sintese das MMPs,
como os retindides, indometacina, IL-4, hormonios da tiredide, glucocorticoides,
progesterona e androgénios. Todos estes agentes se ligam a membros da
subfamilia de receptores nucleares, 0s quais controlam a expressdo génica por meio
de diferentes mecanismos (BORKAKOTI, 2000; STERNLICHT; WERB, 2001).

A despeito dos inibidores supracitados, a atividade das MMPs é controlada
por um delicado balanco entre sua expressao e sintese e seus principais inibidores
endogenos, os TIMPs (do inglés tissues inhibitors of metalloproteinases). Nos
mamiferos, os TIMPs sdo moléculas constituidas por dois dominios, sendo um deles
o N-terminal, com cerca de 125 aminoacidos, o qual é responsavel pela atividade
inibitéria das MMPs atraveés de interacdes complexas com o conservado sitio ligante
de zinco das MMPs ativas. O outro é o dominio C-terminal, menor em extensao,
formado por aproximadamente 65 residuos de aminoéacidos, que interage com o pro-
peptideo do zimogénio. Atualmente, sdo descritos quatro tipos de TIMPs nos seres
vertebrados (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4) e todas as MMP-s podem ser
inibidas por eles (BAKER; EDWARDS; MURPHY, 2002; BORKAKOTI, 2000; BODE;
FERNANDEZ-CATALAN; TSCHESCHE, 1999; BREW; DINAKARPANDIAN;
NAGASE, 2000; NAGASE; WOESSNER JUNIOR, 1999; VERSTAPPEN; HOFF,
2006; VISSE; NAGASE, 2003).

Todos os quatro tipos de TIMPs inibem a atividade das MMPs atualmente
estudadas, contudo diferem quanto a sua habilidade de inibicdo. Por exemplo,
enquanto os TIMP-2 e TIMP-3 inibem a MT1-MMP, o TIMP-1 demonstra-se como
fraco inibidor das MT-MMPs e da MMP-19. O TIMP-3 é mais potente que 0s outros
TIMPs em inibir a MMP-9. Para inibir a atividade de MMP-2, o TIMP-2 possui
efetividade cerca de 10 vezes maior em relacdo ao TIMP-1 (BAKER; EDWARDS;
MURPHY, 2002; BREW; DINAKARPANDIAN; NAGASE, 2000; SOUZA,; LINE, 2002;
STERNLICHT; WERB, 2001).

Apesar dos TIMPs serem 0s maiores inibidores das MMPs, este ndo € o seu
unico efeito bioldgico pois algumas destas proteinas também induzem alteracdes na
morfologia celular, estimulam o crescimento de varios tipos de células, estdo

envolvidas no desenvolvimento de células germinativas, tém efeito na angiogénese



e regulam a apoptose (BAKER; EDWARDS; MURPHY, 2002; BREW;
DINAKARPANDIAN; NAGASE, 2000; NAGASE; WOESSNER JUNIOR, 1999;
VERSTAPPEN; HOFF, 2006; VISSE; NAGASE, 2003).

O equilibrio entre a sintese de MMPs e TIMPs representa um ponto critico na
manutencdo da homeostasia da MEC, j& que diversos processos patologicos
revelam taxas alteradas na sintese destes complexos enzimaticos e de seus
respectivos inibidores. A quebra deste equilibrio pode resultar em doencas que
estdo associadas com um turnover desregulado da matriz, como artrite, cancer,
doencas cardiovasculares, nefrite, desordens neuroldgicas, ulceracdes, fibrose e
fendas labiais e palatinas (BODE; FERNANDEZ-CATALAN; TSCHESCHE, 1999;
BREW; DINAKARPANDIAN; NAGASE, 2000; TURPEENNIEMI-HUJANEN, 2005;
VERSTAPPEN; HOFF, 2006).

Nas neoplasias 0 aumento da expressdao das MMPs esta associado ao
crescimento invasivo e potencial metastatico (CURRAN; MURRAY, 2000; FODA,
ZUCKER, 2001; IKEBE et al., 1999; POLETTE et al., 2004; RUNDHAUG, 2003;
SCHMALFELDT et al., 2001; ZHANG et al., 2006; ZHENG et al., 2006).

Estas proteases também séo as principais responsaveis pelo dano ao tecido
conjuntivo durante uma agressao microbiana, como ocorre nha carie dental,
periodontite, lesdes pulpares e periapicais (CHANG et al.,, 2002; CHAUSSAIN-
MILLER et al., 2006; KUBOTA et al., 2000; LIN et al., 2002; NAKATA et al., 2000;
O'BOSKEY; PANAGAKOS, 1998; SHIN et al.,, 2002; SILVEIRA et al.,, 2007
SOARES et al., 2007; TERONEN et al., 1995b). Também estdo associadas a outras
enfermidades orais, tais como varios tipos de carcinomas, ameloblastomas e
tumores de glandulas salivares (PINHEIRO et al., 2004; SORSA; TJADERHANE et
al., 1998; TSAI et al., 2003; TSAI et al., 2005; VICENTE et al., 2005).

Destarte, o nivel de expressao constitutivo dos genes das MMPs em seres
humanos é normalmente baixo, sendo tais genes expressos em varias situacdes
fisiolégicas como organogénese e remodelagem de feridas, nas quais
desempenham importantes funcdes na regulacdo da comunicacdo celular,
processamento de moléculas e liberagdo de componentes bioativos, como
receptores de superficie celular, citocinas, hormoénios, moléculas de adeséo e
fatores de crescimento. Participam, também, do processo de neoformacao de
vasos sanguineos (angiogénese), um evento necessario em processos como a
embriogénese, reparo e patoldgicos (FODA; ZUCKER, 2001; HAAS; MADRI,



1999; RUNDHAUG, 2003; SORSA; STERNLICHT; WERB, 2001).

2.5.2 MMPs e angiogénese

Sabe-se que o processo de crescimento de novos vasos sanglineos envolve
interacOes entre células endoteliais e as células adjacentes e/ou com componentes
da membrana basal. Varios modelos de estudo in vivo e in vitro tém demonstrado
que a atividade das MMPs é essencial para a neoformacédo vascular, ja que estas
proteases podem clivar componentes da membrana basal e moléculas da matriz
intersticial e que inibidores naturais ou sintéticos da atividade das MMPs diminuem
ou até mesmo inibem a neoformacdo vascular (BELLON; MARTINY; ROBINET,
2004; GUEDEZ et al., 2001; HAAS; DAVIS; MADRI, 1998; HAAS et al., 2000; HAAS;
MADRI, 1999; HAJITOU et al., 2001; MOSES, 1997; RUNDHAUG, 2003).

Por exemplo, Guedez et al. (2001) demonstraram que a atividade do TIMP-1
em lesdes tumorais determinou diminuicdo dos vasos sanguineos em 50% e da
migracao endotelial em 60%. Assim, estes autores relacionaram a regressao tumoral
promovida pelo TIMP-1 a alteracdo da resposta angiogénica essencial para o
crescimento do tumor e ndo a supressao do crescimento celular. Fang et al. (2000),
em estudo in vivo e in vitro da angiogénese em nédulos de condrosarcoma e de sua
invasdo tumoral, demonstraram que a supressdao das MMPs por inibidores
especificos resultou em perda do potencial angiogénico, inibindo a transicdo do
estagio avascular para o vascular durante o desenvolvimento do tumor com
subsequente inibicdo do crescimento tumoral em aproximadamente 70%.

Avaliando o papel dos inibidores das MMPs no processo de neoformagéo
vascular, Hajitou et al. (2001) evidenciaram inibicdo da angiogénese pelo TIMP-2 em
carcinoma mamario. Os autores relataram que a super-expressdo do TIMP-2
resultou em diminuicdo da expressao do VEGF, reducdo do suprimento sanguineo,
diminuicdo do tamanho dos vasos e da densidade vascular, além de auséncia de
dilatacdo vascular. Haas, Davis e Madri (1998) mostraram que em cultura de células
endoteliais de camundongos numa matriz tridimensional de colageno tipo I, ocorreu
formacdo de estruturas tubulares em resposta ao aumento da expressao de algumas

MMPs (MMP-2 e MT1-MMP), enquanto que inibidores especificos destas proteases



(marimastat ou batimastat) bloqguearam a atividade das MMPs e determinaram
fracasso na migracao celular e formagédo de estruturas tubulares. Corrobora estes
resultados o estudo de Haas et al. (2000) no qual a inibicdo da atividade da MMP-2,
assim como a da MT1-MMP, ndo sO preveniu o crescimento de novos capilares
como também estava relacionada com a diminuigdo significativa no namero de
capilares que apresentavam ruptura na membrana basal, a qual é essencial para a
migracdo das células endoteliais angiogénicas.

Outros estudos que avaliaram a angiogénese em modelos animais cuja
expressdo das MMPs foi geneticamente bloqueada corroboraram estas evidéncias,
pois demonstraram neovascularizagédo significativamente inferior em camundongos
que ndo expressavam as MMPs, representada por menor quantidade de vasos
sangilineos (69% a menos) (ITOH et al.,, 1998) e padrdao anormal de crescimento
esquelético devido ao atraso na secrecdo do ativador angiogénico e no inicio da
vascularizacéo na cartilagem (VU et al., 1998).

As MMPs podem contribuir com a angiogénese de varias maneiras: liberando
fatores angiogénicos sequestrados na MEC, facilitando a migracdo das células
endoteliais pelos tecidos adjacentes através da interrupcdo das barreiras fisicas da
MEC e permitindo que os brotamentos vasculares se formem devido a degradacgéo
da membrana basal de vasos sanguineos (HAAS et al., 2000; KENAGY et al., 1997;
PEPPER, 2001; RUNDHAUG, 2003; STERNLICHT; WERB, 2001; VALABLE et al.,
2005; ZHANG et al., 2006). As MMPs também podem participam da angiogénese
regulando-a negativamente através da geracdo de fragmentos proteoliticos da MEC
com atividade anti-angiogénica (FODA; ZUCKER, 2001; PEPPER, 2001,
STERNLICHT; WERB, 2001).

As condi¢des patologicas que requerem angiogénese sao acompanhadas de
intensa degradacdo e remodelagcdo da MEC promovida pela atividade das MMPs.
Esta protedlise culmina em ativacdo de formas latentes de TGF-$3 e liberacdo de
FGFb e VEGF, produzidos pelas células ativadas pelo estimulo angiogénico, que
estavam sequestrados na MEC. Estes fatores angiogénicos induzem altera¢des nas
células endoteliais, as quais aumentam a expressao dos fatores transcricionais Egr-1
(do inglés early growth response factor 1) e ETS-1 (do inglés v-ets erythroblastosis
virus E26 oncogene homolog 1), de algumas MMPs (MT1-MMP, MMP-1, MMP-3 e
MMP-9), de subunidades de integrinas (33) e de receptores, como o0s CDs40. O

reconhecimento destes receptores pelas células T abundantes em processos



inflamatorios cronicos determina aumento da ativagdo da MMP-2, inducdo a sintese
e secrecdo da MMP-9 e aumento da expressdo da MMP-1 e MMP-3 intersticiais
(HAAS et al., 1999; HAAS; MADRI, 1999; ODA et al., 1999).

Assim, os niveis dos fatores angiogénicos (VEGF, FGF e TGF-3) possuem
relacdo com regulacao da expresséo de algumas MMPs e de seus inibidores. Tanto
o VEGF quanto o FGFb ocasionam aumento da secrecdo das MMPs. Enquanto o
VEGF ocasiona aumento consideravel da expressao das MMP-1, MMP-2 e MMP-9
e, menos proeminente, da MMP-3 pelas células endoteliais (BELOTTI et al., 2003;
LAMOREAUX et al., 1998; LEE et al., 2007; VALABLE et al., 2005; WANG; KEISER,
1998; ZHANG et al., 2006; ZHENG et al., 2006; ZUCKER et al., 1998) e diminui 0os
niveis de TIMP-1 e TIMP-2 (LAMOREAUX et al., 1998; ZUCKER et al., 1998), o
FGFb promove aumento das MMP-2 e MMP-9 por estas células (KENAGY et al.,
1997; MOHAN et al., 2000).

A fibrina insolavel presente na MEC € uma das barreiras que as células
endoteliais angiogénicas devem romper durante a formagdo do novo vaso
sangilineo. Apesar da fibrindlise fisiolégica ser atribuida ao sistema plasmina
ativador de plasminogénio, o papel fibrinolitico durante a angiogénese é assumido
pelas MMPs secretadas pelas células endoteliais. Assim, a invasao das células
endoteliais pela matriz de fibrina ocorre de maneira plasmino-independente
(HIRAOKA et al., 1998; MONTESANO et al., 1990).

Neste contexto, as MT-MMPs desempenham um papel critico na angiogénese
em virtude da sua atividade fibrinolitica. A MT1-MMP € uma potente fibrinolisina e
permite que as células endoteliais penetrem nos géis de fibrina e formem as
estruturas tubulares. Esta invasédo e tubulogénese séo bloqueadas pelos inibidores
naturais e sintéticos da MT1-MMP. Sem duvida, as MT-MMPs desempenham papel
similar em permitir que as células endoteliais também atravessem outras barreiras
da MEC (STERNLICHT; WERB, 2001). Também desempenham esta atividade as
MMP-2, MMP-9, MMP-3, MMP-10, MMP-11 e as matrilisinas (FODA; ZUCKER,
2001; HIRAOKA et al., 1998).

Além disso, para que as células endoteliais angiogénicas migrem através da
MEC, é importante a interacdo das integrinas por elas expressas com componentes
desta matriz. A integrina o33 reconhece, se liga e estabelece interacbes adesivas
com sitios especificos de diversas proteinas da MEC, incluindo a fibronectina,

vitronectina, laminina, coldgenos tipo | e IV, fibrinogénio e colageno desnaturado.



Contudo, alguns componentes, como o coladgeno nativo, possuem sitios de
reconhecimento inacessiveis as integrinas, os quais sao disponibilizados pela
clivagem do colageno promovida pelas MMPs, o que contribui para a migracéo
celular endotelial mediada pela a,B3; através da MEC proteolizada (BROOKS et al.,
1996; ELICEIRI; CHERESH, 1999; FODA; STERNLICHT; WERB, 2001; ZUCKER,
2001).

Para tanto, ocorre uma interagdo coordenada entre a MMP-2 com a integrina
avB3, 0 que facilita a invasédo vascular, uma vez que esta ligacéo localiza a MMP-2
na parede dos vasos sanglineos angiogénicos, permitindo, assim, que as células
endoteliais degradem e remodelem a MEC durante sua migracéo. Por outro lado, a
supressdo da ligacao MMP-2/integrina a,B3 promove efeito anti-angiogénico
(BROOKS et al, 1996; ELICEIRI; CHERESH, 1999; FODA; ZUCKER, 2001;
SILLETTI et al., 2001; STERNLICHT; WERB, 2001).

De fato, a ligacdo da MMP-2 a integrina a3 € de fundamental importancia
para estabelecimento da angiogénese. Brooks et al. (1998) demonstraram que um
fragmento da MMP-2 que contém o dominio hemopexina C-terminal, denominado
PEX, pode atenuar significativamente a angiogénese, uma vez que este fragmento
compete com a MMP-2 pela integrina a,33 na membrana celular, e sua ligagdo com
esta integrina impede a ligacdo da MMP-2 e ativa e bloqueia a atividade proteolitica
na superficie da membrana. Corroborando esta evidéncia, Pfeifer et al. (2000)
relataram que o PEX suprimiu a invasao endotelial e formacéo de estrutura capilar in
vitro, além de bloquear a ativacdo da MMP-2 e angiogénese mediada pelo FGFb in
Vivo.

A participacdo das gelatinases, tanto a MMP-2 quanto a MMP-9, na
angiogénese € de fundamental importancia. A ativacdo dos fatores de transcricao
AP-1 e NF-kB presentes nos genes promotores das gelatinases induz a resposta
angiogénica destas enzimas determinando a mudancga para um fenétipo angiogénico
das células endoteliais quiescentes, provavelmente por um mecanismo que envolve
a ativacdo de fatores angiogénicos, como, por exemplo, o VEGF. Além disso, as
gelatinases favorecem os brotamentos capilares e migracao endotelial devido a sua
habilidade de degradacdo do colageno tipo IV e laminina presentes nas membranas
basais endoteliais (BELLON; MARTINY; ROBINET, 2004; BELOTTI et al., 2003;
FANG et al., 2000; FODA; ZUCKER, 2001; HAAS et al., 2000; MACH et al., 1998;



MOHAN et al., 2000; NGUYEN; ARKELL; JACKSON, 2001).

Conforme comentado anteriormente, as MMPs podem, também, regular
negativamente a angiogénese por gerar, durante a fase de resolucédo, fragmentos
proteoliticos da MEC com atividade anti-angiogénica, como a angiostatina, a
endostatina e a tumstatina. A angiostatina € um produto N-terminal da quebra do
plasminogénio que pode ser gerado pelas MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, e MMP-
12. A endostatina é um fragmento protéico anti-angiogénico da por¢cao C-terminal do
colageno tipo XVIII que pode ser gerado pelas MMP-3, MMP-9, MMP-12, MMP-13 e
MMP-20, enquanto que a tumstatina € um peptideo aminoacido da cadeia 3 do
colageno tipo IV gerado pela MMP-2 e MMP-9 (BELLON; MARTINY; ROBINET,
2004; CORNELIUS et al., 1998; DANTAS, 2000b; LIJNEN et al., 1998; O'REILLY et
al., 1999; PATTERSON; SANG, 1997; PEPPER, 2001; STERNLICHT; WERB,
2001).

Alguns destes inibidores angiogénicos atuam por meio da regulacdo das
gelatinases. A endostatina, por exemplo, liga-se a pr6-MMP-2, formando um
complexo estavel, bloqueando a ativacdo da pro-MMP-2 pela MT1-MMP, além de
inibir a atividade catalitica da MMP-2 e MT1-MMP (KIM et al., 2000). As
trombospondinas 1 e 2 podem se ligar especificamente a MMP-2 e a MMP-9
através da ligacdo de seus dominios protéicos TS1 e TS2 aos dominios fibronectina
tipo 1l das gelatinases e suprimir a ativacdo da pro-MMP-2 pela trombina e da pro-
MMP-9 pela MMP-3, interferindo na atividade destas enzimas na angiogénese. O
TS2 liga-se tanto a MMP-2 latente quanto a ativa (BEIN, SIMONS, 2000; YANG,;
STRICKLAND; BORNSTEIN, 2001).

As MMPs podem, ainda, exercer efeito inibitorio sobre a angiogénese de
outras maneiras. O proprio dominio hemopexina livre da MMP-9 pode agir como um
inibidor angiogénico. Além disso, a MMP-2 pode gerar, pela clivagem do receptor 1
de superficie do FGFb, uma proteina ligante circulante e matriz associada que pode
modular o potente efeito angiogénico do FGFb alterando sua disponibilidade e
diminuindo sua capacidade de resposta (BROOKS et al., 1996; LEVI et al., 1996).
Adicionalmente, como consequéncia da clivagem de fragmentos de fibronectina pela
MMP-2 ocorre exposi¢do de um sitio com atividade de anti-adesividade celular que
inibe o crescimento de células endoteliais (LABAT-ROBERT, 2004).



2.5.3 MMP-9

A MMP-9 € uma enzima pertencente ao grupo das gelatinases, que recebe
esta denominacdo em funcdo da sua capacidade de degradar coldgeno desnaturado
(gelatina). Além da MMP-9, também denominada gelatinase B, faz parte deste grupo
a MMP-2 ou gelatinase A (STERNLICHT; WERB, 2001).

Em termos gerais, as gelatinases possuem especificidades de substrato
semelhantes, como colagenos tipo IV e V, gelatinas e elastina, entre outros
constituintes da MEC. A principal diferenca observada entre a MMP-2 e a MMP-9,
com relacdo ao substrato, constitui-se na capacidade da primeira em degradar
colageno fibrilar tipo | (AIMES; QUIGLEY, 1995; BJORKLUND; KOIVUNEN, 2005;
XU et al., 2005).

A partir de uma perspectiva de localizagdo espacial, determinada por
caracteristicas estruturais, a presenca de sitios de ligacéo as gelatinas (trés maddulos
de fibronectina tipo Il incorporados) na MMP-9, confere a esta enzima aspecto
singular entre as formas secretadas de MMPs. Os dominios de ligagdo as gelatinas
determinam alta afinidade de interacdo com o colageno extracelular, favorecendo
sua permanéncia em associacdo a MEC, a qual, por sua vez, atua como fonte de
reserva destas pro-enzimas (FRIDMAN et al., 2003).

Uma comparacao estrutural entre a MMP-9 e as demais MMPs demonstra
que a gelatinase B se desenvolveu, durante sua evolucdo, numa MMP
especializada, sendo a MMP mais complexa atualmente identificada. Além do
dominio adicional de fibronectina presente somente nas gelatinases, a MMP-9
possui um dominio adicional, ndo evidenciado na MMP-2, denominado de dominio
semelhante ao colageno tipo V, altamente glicosilado, localizado espacialmente
entre o dominio de ligacdo ao zinco e o dominio hemopexina C-terminal. Esta
glicosilacdo caracteristica da MMP-9 é constituida por diversos oligossacarideos
volumosos e altamente moéveis (BJORKLUND; KOIVUNEN, 2005; MATTU et al.,
2000; OPDENAKKER; VAN DEN STEEN; VAN DAMME, 2001).

Apesar do significado biolégico deste dominio adicional permanecer
incompletamente compreendido, funcionalmente, sugere-se que esta glicosilacao
possa ser responsavel pela protecdo de areas especificas contra clivagem

proteolitica, pela estabilizacdo da enzima, impondo conformacdes especificas para



determinados dominios, bem como, pelo direcionamento da enzima através de
interacdbes com a MEC ou receptores de superficie celular (MATTU et al., 2000;
OPDENAKKER; VAN DEN STEEN; VAN DAMME, 2001).

A MMP-9 possui expressdo altamente regulada, ndo sendo sintetizada
constitutivamente como a MMP-2, mas induzida por um acionamento adequado.
Neste contexto, a associacao de linfécitos a mondcitos € um potente estimulo para a
inducdo da expresséo desta enzima, assim como a IL-1, o TNF-a, TGF-, lectinas,
endotoxinas e interagdo com integrinas. Mediante inducdo, a MMP-9 €& expressa
principalmente por células inflamatérias (linfocitos, macréfagos, células dendriticas,
neutrofilos e eosinofilos) e em menor intensidade por células do tecido conjuntivo
(células endoteliais, fibroblastos e osteoblastos) e epiteliais. Por outro lado, a
producdo da MMP-9 é negativamente regulada pela IL-4, IL-10 e interferon  (IFN-3)
(MATTU et al., 2000, OPDENAKKER; VAN DEN STEEN; VAN DAMME, 2001; XU et
al., 2005).

Como as demais MMPs, a MMP-9 é secretada em sua forma zimogénica
inativa. Destarte, para sua funcdo enzimatica € necessaria a alteracdo entre o
grupamento sulfidril-cisteina, presente no dominio pré-peptidico e o ion zinco,
associado ao dominio catalitico, a qual pode ser desencadeada através de
mecanismos proteoliticos ou nao-proteoliticos (BANNIKOV et al., 2002; FRIDMAN et
al., 2003; OPDENAKKER; VAN DEN STEEN; VAN DAMME, 2001; STERNLICHT,;
WERB, 2001).

Diversas proteases estdo implicadas na ativacdo da MMP-9, dentre as quais
merecem destaque as MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-13 e MMP-26.
Dentre estas, a MMP-3 apresenta-se como uma das ativadoras mais efetivas da
MMP-9 (BJORKLUND; KOIVUNEN, 2005; FRIDMAN et al, 2003; MOOK;
FREDERIKS; VAN NOORDEN, 2004; OPDENAKKER; VAN DEN STEEN; VAN
DAMME, 2001).

A plasmina gerada a partir da ativacdo do plasminogénio ativa a pr6-MMP-3 e
esta enzima ativada é capaz de ativar a pr6-MMP-9, 0 que ocorre em duas etapas.
Na etapa inicial, a MMP-3 hidrolisa a cadeia polipeptidica da MMP-9. Por sua vez, o
segundo sitio de hidrélise encontra-se inacessivel, requerendo a presenca de
alteracdes na estrutura secundaria, ao redor do sitio de ativacdo, anteriores ao
acoplamento ao sitio ativo da MMP-3 (FRIDMAN et al., 2003).

O processo de ativacdo da pré-enzima MMP-9 pelas MMPs se da como



resultado de uma cascata iniciada na superficie celular pela de MT1-MMP, em
decorréncia desta forma de MMP associada a membrana celular ativar a pr6-MMP-2
e, estas duas proteases, serem capazes de ativar pro-MMP-13. O somatério da
atividade destas proteases na superficie celular pode acompanhar a degradacéo
eficiente do colageno intersticial, que é iniciado pela acdo colagenolitica da MT1-
MMP e MMP-13 e seguida pela atividade gelatinolitica das MMP-2 e MMP-9
(FRIDMAN et al., 2003; OPDENAKKER; VAN DEN STEEN; VAN DAMME, 2001).

Dentre os mecanismos nao-proteoliticos de ativacdo da MMP-9, destaca-se a
modificacdo oxidativa das cadeias laterais dos residuos de cisteina, o que resulta em
diminuicdo de sua habilidade em estabelecer ligacdes efetivas ao ion catalitico zinco
(BJORKLUND; KOIVUNEN, 2005), bem como, altera¢des conformacionais induzidas
por ligacbes ao substrato (gelatina e colageno tipo 1V) (BANNIKOV et al., 2002).
Estes processos podem resultar na atividade enzimatica sem clivagem do dominio
inibitério pré-peptideo. Entretanto, ha duvidas a respeito da eficiéncia deste
processo de ativacdo nao-proteolitico, mesmo sendo evidenciada a presenca de
formas ativas de MMP-9 contendo o dominio pro-peptidico (FRIDMAN et al., 2003).

Alguns tipos de leucdcitos podem ativar quimicamente a MMP-9, removendo
0 grupamento sulfidril-cisteina no pré-dominio. Por exemplo, neutréfilos ativados
produzem quantidades consideraveis de acido hipocloroso, o qual ativa a pr6-MMP-9
(OPDENAKKER; VAN DEN STEEN; VAN DAMME, 2001).

Além destes fatores indutores, tem sido demonstrado que fatores
angiogénicos determinam aumento da expressdo da MMP-9 (HOLBORN et al.,
2007; LEE et al., 2007; VALABLE et al., 2005; WANG; KEISER, 1998; ZHENG et al.,
2006). Na verdade, ha um feedback positivo entre a MMP-9 e o VEGF em condi¢des
de hipéxia. O VEGF induz a expressdao génica da MMP-9 por meio de uma
sinalizagdo autécrina e, da mesma forma, a MMP-9 determina aumento da
expressao do VEGF (HOLBORN et al., 2007).

A MMP-9 é regulada tanto em nivel transcricional quanto extracelular. A
regido promotora do gene que codifica a MMP-9 exibe sitios de ligacdo para
diversos fatores de transcricdo, sendo comumente descritos na literatura a proteina
ativadora 1 (AP-1, do inglés activator protein 1), proteina ativadora 2 (AP-2, do inglés
activator protein 2), o fator nuclear kB (NF-kB, do inglés nuclear factor-kappa B), a
proteina estimuladora 1 (SP-1, do inglés stimulatory proteinl), o elemento
responsivo pelo estimulo de interferon (ISRE, do inglés interferon-stimulated



response element), o fator inibitorio do fator de crescimento transformante 3 (TIE-(,
do inglés transforming growth factor Sinhibitory element), o elemento responsivo do
fator-1 de diferenciagdo de ceratindcitos (KRE-M9, do inglés Kkeratinocyte
differentiation factor-1 responsible element-M9) e a proteina de importacdo nuclear
(NIP, do inglés nuclear importin protein) (MOOK; FREDERIKS; VAN NOORDEN,
2004; SANCEAU et al., 2002).

Podem ser constatados efeitos opostos na expressdo de MMP-9, mediados
através da ligagdo a um mesmo sitio na regido promotora, dependendo do tipo de
proteina de ligacdo ativada. Contudo, de uma forma geral, NF-kB, AP-1 E SP-1
estimulam a transcricdo de MMP-9 através da via de sinalizacdo do TNFa, ao passo
que os interferons inibem a transcricdo desta MMP, através do fator regulador do
interferon (IRF, do inglés interferon regulatory factor), o qual compete com NF-kB
(SANCEAU et al., 2002).

Ha uma possivel associacéo funcional entre as integrinas e a MMP-9. Sinais
mediados pela ligacdo de integrinas a determinados constituintes da MEC e células
nela presentes séo reguladores da MMP-9, ativando esta enzima, consubstanciando
a gelatindlise efetiva no espaco pericelular e favorecendo, assim, o processo de
invasdo celular local. As integrinas também sao necessarias para a expressao da
pro-MMP-9 na superficie celular. Esta pro-enzima forma complexos com as
integrinas no interior das células para serem transportadas a superficie celular
(BJORKLUND; KOIVUNEN, 2005; DERYUGINA et al., 2001; ROLLI et al., 2003;
STERNLICHT; WERB, 2001). Adicionalmente, as integrinas, especificamente a
integrina a,B3, contribuem para a maturacdo da MMP-9 apés sua ativacao, apesar
deste mecanismo ser ainda desconhecido (BROOKS et al., 1996; DERYUGINA et
al., 2001; ROLLI et al., 2003).

A expressdo da MMP-9 pode ser regulada por inibidores fisioldgicos, os quais
incluem a2-macroglobulina, TIMPs, principalmente o TIMP-1 que possui alta
afinidade com esta protease, alguns fatores anti-angiogénicos, como a endostatina e
trombospondina, e inibidores sintéticos, como carboxilatos, tetraciclina, derivados do
acido fosférico, bifosfonatos e outros (BJORKLUND; KOIVUNEN, 2005).

A MMP-9 atua em grande variedade de condi¢cbes fisiologicas, tais como
processos invasivos durante a reprodugdo, crescimento e desenvolvimento,

angiogénese e reparo, além de controlarem a apoptose. O aumento da atividade da



MMP-9 é observado, também, em condi¢des patoldgicas como tumores, inflamacéo,
doencas infecciosas, degenerativas e vasculares (BJORKLUND; KOIVUNEN, 2005;
LEE et al., 2007; TSAIl et al., 2003; VICENTE et al., 2005). Esta enzima também tem
sido implicada em enfermidades orais tais como carie (CHAUSSAIN-MILLER et al.,
2006; TJADERHANE et al., 1998), pulpite (CHANG et al., 2002; O’'BOSKEY;
PANAGAKOS, 1998; TSAI et al., 2005), lesbes periapicais (KUBOTA et al., 2000;
SILVEIRA et al.,, 2007; SOARES et al., 2007; TERONEN et al., 1995b), doencas
periodontais e perimplantares (SOUZA; LINE, 2002) e tumores (PINHEIRO et al.,
2004; TSAl et al., 2003; VICENTE et al., 2005).

Esta enzima também participa de reagBes imunoldgicas especificas, como,
por exemplo, a interacdo entre células apresentadoras de antigenos e linfécitos.
Esta interacdo célula-célula conduz a expressao de MMP-9 que, por sua vez, altera
0s peptideos antigenos para apresentacdo pelas moléculas MHC de classe Il
auxiliando no processamento de citocinas, quimiocinas e, possivelmente, de
receptores. Adicionalmente, a MMP-9 ¢ utilizada pelas células natural killer ativadas
para cruzar as membranas basais e, assim, desempenhar sua funcédo imunoldgica
(OPDENAKKER; VAN DEN STEEN; VAN DAMME, 2001).

2.5.3.1 MMP-9 e angiogénese

A participacdo da MMP-9 na angiogénese € de extrema importancia, uma vez
gue esta protease tem como substrato o colageno tipo IV e a laminina, componentes
da membrana basal de vasos sangiineos. Assim, promove a degradac&do necessaria
ao brotamento vascular induzido pelos fatores angiogéncios (ASAHI et al., 2001;
KENAGY et al.,, 1997; LEE et al., 2007; VALABLE et al., 2005; WANG; KEISER,
1998).

Em modelo de estudo animal, Asahi et al. (2001) e Valable et al. (2005)
verifcaram que apOs episédio isquémico, os niveis de MMP-9 aumentaram
significativamente, promovendo degradacéo proteolitica da barreira
hematoencefalica, formada por células endoteliais ndo fenestradas, firmemente
unidas nos capilares cerebrais. Neste aspecto, Lee et al. (2007) relataram

hemorragia intracerebral in vivo, associada ao aumento da expressdo da MMP-9



induzido pelo VEGF.

Diversos estudos tém demonstrado efetivo aumento da expressao da MMP-9
em condi¢cdes que requerem neoformacdo vascular, tais como lesdes vasculares e
tumorais e a grande evidéncia da associacdo da MMP-9 no processo de
angiogénese encontra-se nos estudos que demonstraram que 0 bloqueio de sua
atividade por seus inibidores seletivos naturais ou sintéticos determina inibicdo da
migracdo celular endotelial (BERGERS et al., 2000; BJORKLUND; KOIVUNEN,
2005; FODA; ZUCKER, 2001; IURLARO et al., 1999; KENAGY et al., 1997,
KOIVUNEN et al., 1999; LEE et al., 2007; VU et al., 1998; ZHENG et al., 2006).

Neste contexto, Bergers et al. (2000) evidenciaram que a MMP-9, assim como
a MMP-2, tem sua expressdao aumentada em células endoteliais angiogénicas
presentes durante a carcinogénese induzida em camundongos. Estes autores
destacaram a MMP-9 como um componente funcional indispensavel a mudanca
para um fendtipo angiogénico, pois somente esta gelatinase foi capaz de induzir
atividade angiogénica em células endoteliais quiescentes por aumentar a
disponibilidade do VEGF, o que ndo ocorreu com o aumento da expressdo da MMP-
2. Além disso, verificaram que inibidores especificos da MMP-9 bloquearam a
angiogénese inicial por ela estimulada e, assim, sugeriram que a MMP-9 atua na
inducdo do fendtipo angiogénico e crescimento tumoral enquanto a MMP-2 atua
somente neste ultimo evento.

Avaliando o papel dos inibidores das gelatinases, Kenagy et al. (1997) e
Koivunen et al. (1999) demonstraram que inibidores sintéticos especificos da MMP-9
influenciaram negativamente a angiogénese suprimindo a migracdo de células
endoteliais in vitro. Corroborando estes achados, Lee et al. (2007) relataram que a
hemorragia intracerebral in vivo, associada ao aumento da expressdo da MMP-9
induzido pelo VEGF, foi atenuada pela supressdo da MMP-9 por inibidores sintéticos
(minociclina ou pirrolidina ditiocarbamato).

Outros estudos que avaliaram a angiogénese em modelos animais cuja
expressdo das gelatinases foi geneticamente bloqueada corroboraram estas
evidéncias. Em camundongos MMP-9-deficientes, Vu et al. (1998) observaram
padrdo anormal de crescimento esquelético, com retardo na ocorréncia de apoptose
nos condrdcitos e na ossificacdo da cartilagem devido ao atraso na secrecdo do
ativador angiogénico e no inicio da vascularizagdo na cartilagem, além de

remodelacdo defeituosa da MEC. Asahi et al. (2001) verifcaram reduzida



degradacdo e ruptura da barreira hematoencefalica em camundongos MMP-9
deficientes ap6és episodio isquémico.

No tocante a relacdo da MMP-9 com os fatores angiogénicos, tem sido
relatado um feedback positivo principalmente entre a MMP-9 e o VEGF. O VEGF
ativa o gene promotor da MMP-9 e esta aumenta a expressédo do VEGF pela
estimulacdo da sua transcrigcdo génica e secrecao (BERGERS et al., 2000; BELOTTI
et al., 2003; HOLBORN et al., 2007; LEE et al., 2007; VALABLE et al., 2005; WANG;
KEISER, 1998). Adicionalmente, ao realizar a protedlise da MEC, a MMP-9 libera
VEGEF e ativa TGF-B estocados na MEC, favorecendo a angiogénese (BJORKLUND;
KOIVUNEN, 2005; STERNLICHT; WERB, 2001; YU; STAMENKOVIC, 2000).

A clivagem proteolitica do colageno tipo IV, o principal componente da
membrana basal vascular, pela MMP-9 desempenha um importante papel funcional
na angiogénese. Esta clivagem culmina em exposi¢cédo de um sitio critico presente no
colageno tipo IV desnaturado (HUIV26), o qual somente é evidenciado em vasos
sanguineos em proliferacdo, mas ndo em vasos sanguineos quiescentes. A ligacdo
deste epitopo especifico exposto a integrina a,3; é essencial para que ocorra a
angiogénese in vivo, uma vez que seu bloqueio por anticorpos especificos inibe a
neoformacéo vascular. A MMP-9 € eficiente em expor estes epitopos e os inibidores
desta MMP reduzem significativamente a exposicdo destes sitios criticos. Estudos
demonstraram que em camundongos MMP-9-deficientes ocorreu reducdo da
exposicdo destes epitopos em aproximadamente 75%, enquanto que a reducdo
observada em camundongos MMP-2-deficientes foi minima. Desta maneira,
acredita-se que a MMP-9 € a principal responsavel pela exposicédo destes epitopos
criticos para o estabelecimento da neovascularizacdo (HANGAI et al., 2002; XU et
al., 2001).

A MMP-9 também pode regular negativamente a angiogénese ao realizar a
protedlise da MEC, gerando fragmentos proteoliticos com atividade anti-angiogénica,
como a angiostatina, a endostatina e a tumstatina (BELLON; MARTINY; ROBINET,
2004; CORNELIUS et al., 1998; DANTAS, 2000b; PATTERSON; SANG, 1997,
PEPPER, 2001; STERNLICHT; WERB, 2001).

Alguns fragmentos anti-angiogénicos atuam por meio da MMP-9. A
trombospondina, por exemplo, quando liberada em altas doses interfere
negativamente na morfogénese celular endotelial através da inducdo da expressao

de excessivos niveis de MMP-9 pelas células endoteliais, resultando em protedlise



descontrolada da MEC que interfere na formacao capilar. Contudo, em baixas
concentracbes de trombospondina observa-se efeito inverso, ocorrendo aumento
moderado da expressdao da MMP-9 pelas células endoteliais favorecendo a
formacdao tubular endotelial (QIAN et al., 1997).

2.5.4 MMPs e lesdes periapicais

A participacdo das MMPs na patogénese das lesdes periapicais tem sido
relatada por diversos estudos. Estas proteases atuam ativamente na regulacédo da
proliferacdo epitelial, na degradacdo tecidual e nos mecanismos de expansao
inerentes destas lesdes (KUBOTA et al, 2000; LEONARDI; CALTABIANO;
LORETO, 2005; LIN et al., 1997; LIN et al., 2002; SHIN et al., 2002; SILVEIRA et al.,
2007; SOARES et al., 2007; TERONEN et al., 1995a, TERONEN et al., 1995b;
WAHLGREN et al., 2001; WAHLGREN et al., 2002; WAHLGREN et al., 2003).

Um dos mecanismos pelos quais as MMPs contribuem para a patogénese
das lesBes periapicais € por meio da regulagdo da proliferacdo, maturagdo e
migracao do tecido epitelial das lesdes cisticas (KUBOTA et al., 2000; LEONARDI;
CALTABIANO; LORETO, 2005; WAHLGREN et al., 2003).

Neste aspecto, Leonardi, Caltabiano e Loreto (2005) pesquisaram a
expressdo da MMP-13 em granulomas periapicais sem epitélio e epitelizados. Nos
granulomas periapicais sem epitélio, detectaram fraca marcacdo da MMP-13 em
alguns fibroblastos e moderada nos plasmaécitos, estando ambos dispersos no tecido
de granulacdo. Entretanto, maior expressdo desta enzima foi observada nos
granulomas epitelizados, sendo evidente nas células epiteliais, assim como em
plasmadcitos, macrofagos e fibroblastos. Nas pequenas ilhas e finos corddes
epiteliais as células foram fortemente marcadas pelo anticorpo anti-MMP-13,
enquanto que os corddes epiteliais mais espessos apresentaram evidente
diminuicdo na expressao da MMP-13. O padrdo de imuno-marcacao observado para
a MMP-13 nestas lesGes pareceu estar associado ao estado de migracdo das
células epiteliais. Os autores concluiram que a MMP-13 atua na conversao dos
granulomas periapicais em cistos periapicais devido a sua habilidade de influenciar

ndo somente a migracdo das células epiteliais como também sua invasdo no tecido



granulomatoso.

Ao avaliar a participagcdo das MMPs na indugéao da proliferacdo epitelial nas
lesbes periapicais, Wahlgren et al. (2003) inferiram que as MMPs podem
desempenhar um papel na remodelacdo focal e crescimento epitelial nos cistos
periapicais, uma vez que estes autores identificaram a expressédo das MMP-2, MMP-
8 e MMP-13 no revestimento epitelial de cistos odontogénicos, incluindo os cistos
periapicais, estando estas proteases mais fortemente expressas nos cistos de
desenvolvimento que nos cistos inflamatérios. Kubota et al. (2000) também
evidenciaram a presenca de formas latentes e ativas da MMP-2, MMP-3 MMP-9 no
fluido de células epiteliais dos cistos periapicais e de outros cistos odontogénicos
inflamatorios e de desenvolvimento. Adicionalmente, observaram que a estimulacao
pela IL-1a determinou ativacdo das pro-MMP-2 e pro-MMP-9 através da MMP-3,
aumentando a quantidade das MMP-2 e MMP-9 ativas.

Corroborando as evidéncias da influéncia das MMPs no crescimento epitelial
nas lesdes periapicais, Silveira et al. (2007) estudaram a expressdo das MMP-2,
MMP-9 e MMP-1 tanto no tecido conjuntivo quanto no revestimento epitelial de cistos
periapicais e cistos periapicais residuais. No revestimento epitelial dos cistos
periapicais todas as MMPs estudadas apresentaram expressao focal, representada
por menos de 10% das células marcadas, enquanto que no tecido conjuntivo a
expressdo foi difusa, com mais de 10% das células marcadas, para a MMP-1 e
ausente para a MMP-2 e MMP-9. Ja os cistos periapicais residuais apresentaram
expressao difusa da MMP-1 e da MMP-2 e focal da MMP-9 no revestimento epitelial,
e no tecido conjuntivo expresséo focal da MMP-1 e auséncia de marcacéo para a
MMP-2 e MMP-9. Esta diferenca no padrao de expressao das MMPs observada nos
cistos periapicais e cistos periapicais residuais reflete 0 metabolismo distinto entre as
duas lesdes.

No tocante a destruicdo tecidual inerente as lesbes periapicais, 0os estudos
tém associado a atividade das MMPs a degradacdo da MEC periapical (LEONARDI;
CALTABIANO; LORETO, 2005; SILVEIRA et al.,, 2007; TERONEN et al., 1995a;
WAHLAGREN et al., 2001; WAHLGREN et al., 2002).

Niveis significativos de algumas MMPs, particularmente das gelatinases e das
colagenases, tém sido relatados em exsudatos das lesdes periapicais. Kubota et al.
(2000) evidenciaram a presenca de formas latentes e ativas da MMP-2 e da MMP-9
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IL-1a determinou ativacao das pro-MMP-2 e pr6-MMP-9, aumentando a quantidade
das MMP-2 e MMP-9 ativas. Wahlgren et al. (2002) detectaram a expressao da
MMP-8 em exsudato e células inflamatdrias (leucécitos polimorfonucleares,
macrofagos e plasmaocitos) de granulomas periapicais.

Avaliando a atividade colagenolitica nas lesdes periapicais, Wahlgren et al.
(2001) observaram forte expressao das colagenase 2 e 3 (MMP-8 e MMP-13) nos
plasmdcitos de granulomas periapicais e de cistos periapicais, sendo a MMP-13
mais frequentemente observada. Estes autores inferiram que as colagenases podem
induzir a producdo de proteases por outras células inflamatérias e do tecido
conjuntivo, bem como iniciar diretamente a colagenase critica em lesfes 0sseo-
destrutivas periapicais.

A participacdo das MMPs na degradacgéo tecidual das lesGes periapicais
também foi evidenciada por Teronen et al. (1995a) ao detectaram a expressao das
colagenases 1 e 2 (MMP-1 e MMP-8) na parede cistica tanto dos cistos periapicais
quanto dos cistos periapicais residuais, havendo tendéncia a degradagdo do
coladgeno tipo | pela MMP-1 mais prontamente que do colageno tipo Il pela MMP-8, o
qgue pode ser devido a acdo cooperativa das gelatinases (MMP-2 e MMP-9).

No tocante ao crescimento das lesdes periapicias, as MMPs contribuem de
forma significativa para este processo, pois atuam na remodelacdo da capsula
fibrosa e da parede cistica e na reabsorcdo éssea, solubilizando a matriz éssea e
regulando o inicio da reabsor¢do (DELAISSE et al., 2000; LIN et al., 2002; SILVEIRA
et al., 2007; TERONEN et al., 1995b; WAHLGREN et al., 2001).

Os mecanismos de expansao das lesdes periapicais provavelmente envolvem
interacdes entre as MMPs e seus inibidores, os TIMPs. Para que a reabsorgao
0ssea e crescimento da leséo ocorra € necessario que haja um desequilibrio entre a
expressdo das MMPs e dos TIMPs, com um saldo positivo para as MMPs. A
presenca dos TIMPs pode refletir um mecanismo importante de controle de perda
0ssea e explicar o crescimento relativamente lento dos cistos periapicais (LIN et al.,
1997; LIN et al., 2002; TERONEN et al., 1995b).

Neste aspecto, a MMP-1 tem sido apontada como um importante fator para o
processo de reabsorcdo 6ssea, atuando de forma direta ou indireta. Ao realizar a
protedlise, esta MMP gera fragmentos de colageno degradado com potencial de
ativar os osteoclastos, libera fatores ativadores de osteoclastos presentes na matriz

intersticial e degrada o tecido ostedide ndo-mineralizado presente na superficie



0ssea, permitindo acesso dos osteoclastos a fracdo mineralizada subjacente. Além
disso, tem sido sugerido um papel mais direto da MMP-1 no processo osteolitico dos
cistos periapicais uma vez que esta enzima também foi detectada em osteoclastos
presentes nas lacunas de reabsorcdo 0ssea (DELAISSE et al., 2000; LIN et al.,
1997; LIN et al., 2002).

Em estudo realizado em cistos periapicais, Lin et al. (1997) detectaram a
presenca de MMP-1 em macrofagos e fibroblastos na camada subepitelial e
osteoblastos e ostedcitos na margem do trabeculado 6sseo e em lacunas de
reabsorcdo na periferia dos cistos periapicais, respectivamente. A expressédo da
MMP-1 também foi observada nas células endoteliais de alguns pequenos capilares
neoformados na parede do tecido conjuntivo fibroso com intenso infiltrado
inflamatorio. Osteoblastos, ostedcitos, células endoteliais, macrofagos e fibroblastos
positivos ao TIMP-1 também foram observados nas mesmas areas nas quais estes
tipos celulares sintetizavam MMP-1. Entretanto, o revestimento epitelial ndo mostrou
imunorreatividade ao TIMP-1, exceto em poucos casos que exibiam proeminente
inflamacéo subepitelial.

Lin et al. (2002) estudaram a distribuicdo espacial e temporal da MMP-1,
TIMP-1, IL-6 e COX-2 em lesdes periapicais induzidas em ratos. A porcentagem de
células expressando estes trés mediadores aumentou de maneira tempo-
dependente apds a inducédo das lesdes. Os macrofagos foram as principais fontes
de MMP-1, IL-6 e COX-2. Numa fase mais tardia, a MMP-1 foi detectada também em
osteoblastos, os guais, assim como os macréfagos, estavam localizados proximos
as areas de reabsor¢cdo 6ssea, e em osteoclastos situados nas lacunas de Howship.
O TIMP-1 foi expresso por osteoblastos de maneira menos significativa que a
expressao da MMP-1. Além disso, a porcentagem das células produtoras de TIMP-1
para a MMP-1 diminuiu progressivamente durante a evolugcdo das lesbes. A
administracdo de um inibidor da COX-2 reduziu a perda 0ssea periapical em 43% e
também a expressdao da MMP-1 e IL-6. Estes resultados demonstram a efetiva
participacdo da MMP-1 e da IL-6 no processo de reabsorcdo 6ssea das lesbes
periapicais e que a COX-2 desempenha um importante papel na patogénese destas
lesGes modulando indiretamente a expressao da MMP-1 e IL-6.

Além da MMP-1, a participacdo das MMP-2 e MMP-9 e de seus inibidores no
processo de reabsorcdo Ossea das lesdes periapicais também foi evidenciada,

sendo as gelatinases essenciais na completa degradacdo do colageno, atividade



associada a clivagem inicial realizada pela MMP-1 (OKADA et al., 1995). Teronen et
al. (1995b) observaram presenca da MMP-2 e da MMP-9 tanto na parede quanto no
fluido dos cistos periapicais, estando apenas em parte complexadas aos TIMP-1 e
TIMP-2, 0 que sugere sua possivel participacdo na expanséao destas lesdes.

As gelatinases também se destacam na patogénese das lesdes periapicais
pela sua capacidade de degradacao de componentes da MEC e das membranas
basais epiteliais e vasculares, favorecendo a angiogénese necessaria para 0
desenvolvimento e também reparo destas lesdes, além de possibilitar o
estabelecimento e crescimento das mesmas, conforme ja citado (HIRAOKA et al.,
1998; KRALING et al., 1999). Contudo, ndo sado encontrados estudos na literatura,
envolvendo estas proteases na patogénese de lesdes periapicais no que diz respeito
a remodelacdo de membrana basal de vasos sangilineos durante a angiogénese.

Parece haver correlagcdo entre a sintomatologia relatada pelo paciente e a
expressdo das MMPs nas doencas pulpares e periapicais, uma vez que 0s quadros
agudos apresentam maior expressdo de MMPs que os cronicos. Isto pode ser
devido aos elevados niveis de PGE,, encontrados nas lesbes agudas, a qual
potencialmente induz a expressdo de enzimas proteoliticas, especialmente MMPs,
de inibidores de proteases e de citocinas pelos macréfagos (SHIN et al., 2002).

O estudo de Shin et al. (2002) sobre as MMPs em lesbes pulpares e
periapicais agudas e cronicas evidenciou maior expressdo das MMPs,
principalmente da MMP-1, em quadros agudos relacionados a sintomatologia clinica
quando comparados a quadros cronicos. Estes autores detectaram concentracdes
maiores das MMP-1, MMP-2 e MMP-3 nas pulpites agudas, pulpites cronicas e
lesbes periapicais que na polpa normal. A concentracdo da MMP-1 foi
significativamente maior nas pulpites agudas que nas pulpites cronicas e lesdes
periapicais. As MMP-1 e MMP-3 foram fortemente expressas nas células do infiltrado
neutrofilico, nos macréfagos e na MEC das pulpites agudas, enquanto as células
inflamatorias da pulpite cronica foram fracamente marcadas. A MMP-2 foi
fracamente expressa nas células inflamatorias e fibroblastos, tanto nas pulpites
agudas e cronicas quanto nas lesdes periapicais.

O tratamento endoddntico contribui para diminuicdo das MMPs nas lesbes
periapicais e a analise da expressdao das MMPs no exsudato periapical pode ser util
para indicar a atividade inflamatoria e monitorar a efetividade da terapia endodontica
realizada em dentes com lesdes periapicais (SOARES et al., 2007; WAHLGREN et



al., 2002).

Abordando a questdo do tratamento endoddntico, Wahlgren et al. (2002)
evidenciaram significativa diminuicdo da expressdo da MMP-8 no exudato de
granulomas periapicais entre a primeira sessao e apoés tratamento endoddntico
realizado com hidréxido de célcio.

Estudando a expressdo das MMP-1, MMP-2 e MMP-9 em cistos periapicais
com e sem tratamento endodontico, Soares et al. (2007) observaram que 0s cistos
periapicais sem tratamento endoddntico apresentaram expressao imuno-
histoquimica mais forte destas MMPs quando comparados aos cistos periapicais
com tratamento. Estes, por sua vez, exibiram maior imunoexpressao da MMP-1,
MMP-2 e MMP-9 no revestimento epitelial e da MMP-1 nos fibroblastos e nas células
endoteliais que os cistos periapicais sem tratamento. Nos dois tipos de cistos a
MMP-2 e a MMP-9 foram fracamente expressas ou estavam ausentes na maioria
dos fibroblastos. Ja nas células endoteliais, a MMP-9 foi mais fortemente expressa
nos cistos com tratamento endoddntico.

Reunindo os dados disponiveis na literatura, pode-se inferir que as MMPs
participam da patogénese das lesbes periapicais, contribuindo de forma significativa
para a destruicdo tecidual caracteristica destas condi¢des. Utilizacdo de inibidores
das MMPs nos canais radiculares e tecidos periapicais pode, deste modo,
representar nova oportunidade terapéutica para a Endodontia no futuro proximo
(WAHLGREN et al.,, 2002), assim como tem sido no tratamento de outras
enfermidades orais, como nas periodontites (GOLUB et al., 1997; SORSA et al.,
1994).



3 PROPOSICAO

O presente experimento tem como objetivo analisar a angiogénese em
granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos periapicais residuais, por meio de
estudo imuno-histoquimico da expressdo do VEGF, FvW e MMP-9, com intuito de
contribuir para elucidacdo dos eventos relacionados ao desenvolvimento destas

lesdes.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O presente trabalho caracterizou-se por um estudo observacional e analitico
da expressdo imuno-histoquimica do VEGF, FvW e MMP-9 em espécimes de

granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos periapicais residuais.

4.2 POPULACAO

A populacdo referente ao presente estudo constituiu-se por casos de
granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos periapicais residuais biopsiados,
fixados em formalina a 10% e incluidos em blocos de parafina, pertencentes ao
arquivo do Servico de Anatomia Patolégica da Disciplina de Patologia Oral do
Departamento de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

4.3 AMOSTRA

Dentre os casos diagnosticados no servi¢co supracitado, foram selecionados
20 espécimes de granulomas periapicais, 20 espécimes de cistos periapicais e 10
espécimes de cistos periapicais residuais. Para inclusdo na amostra da presente
pesquisa, foram utilizados critérios histopatologicos e radiograficos, além da
quantidade de material biolégico presente no material emblocado em parafina.

Em decorréncia das dificuldades em se estabelecer parametros
inquestiondveis para distinguir granulomas epitelizados e cistos radiculares
incipientes, foram selecionados apenas espécimes de granulomas periapicais que
nao apresentavam qualquer remanescente epitelial odontogénico ao exame

histopatoldgico. Por sua vez, para 0s cistos periapicais e cistos periapicais residuais,



foram utilizados apenas espécimes que apresentavam cavidade patolégica evidente,
revestida total ou parcialmente por epitélio pavimentoso estratificado néo
ceratinizado.

Foram selecionados apenas os casos de granulomas periapicais, cistos
periapicais e cistos periapicais residuais que apresentavam radiografias periapicais
anexadas as fichas de requisicdo de exame anatomo-patoldgico. Todos os casos de
granulomas e cistos periapicais se apresentavam como area radiolucida, circular ou
ovoide, associada ao apice radicular com perda da lamina dura. Os cistos periapicais
residuais eram representados por area radiollcida de forma circular ou oval, no
interior do processo alveolar no sitio de uma extragéo prévia.

Além disso, foram utilizados apenas 0s espécimes que apresentavam
quantidade de material biolégico suficiente para realizar as analises morfolégica e
imuno-histoquimica. Os casos presentes em arquivo que nao preencheram qualquer
um dos critérios determinados para inclusdo nesta pesquisa foram descartados da

amostra.

4.4 ESTUDO MORFOLOGICO

Para o estudo morfoldgico, examinaram-se as laminas com cortes de 5 um de
espessura do material emblocado em parafina, corados pela técnica de rotina da
Hematoxilina/Eosina, sob microscopia de luz (Olympus CH30).

Avaliou-se a intensidade do infiltrado inflamatério em todos os espécimes, de
acordo com metodologia adaptada do estudo realizado por Tsai et al. (2004). A partir
da porcdo mais central dos granulomas periapicais e da porcdo luminal dos cistos
periapicais e periapicais residuais, em direcao a periferia, foram avaliados 3 campos
microscoépicos consecutivos, sob aumento total de 400x. LesBes periapicais que
apresentavam infiltrado inflamatorio restrito ao primeiro campo foram classificadas
como apresentando leve infiltrado inflamatério. Espécimes que revelavam infiltrado
inflamatorio até o segundo campo microscopico avaliado foram categorizados como
exibindo moderado infiltrado inflamatério. Por fim, as lesdes que exibiam infiltrado
inflamatorio até o terceiro campo microscopico foram classificadas como

apresentando intenso infiltrado inflamatorio.



Nos casos de cistos periapicais e cistos periapicais residuais, além da
intensidade do infiltrado inflamat6rio, também se analisou a espessura do epitélio
adaptando-se o critério sugerido por Moreira et al. (2000). Revestimentos epiteliais
de cistos periapicais e periapicais residuais que apresentavam em sua maior
extensdo 2 a 10 camadas de células foram classificados como atréficos. Por sua
vez, 0s revestimentos epiteliais das lesGes cisticas que revelavam mais de 10
camadas de células foram classificados como hiperplasicos.

A avaliacdo dos parametros morfologicos foi conduzida por dois
examinadores previamente calibrados, em momentos distintos. Para o0s cistos
periapicais e periapicais residuais, a andlise da intensidade do infiltrado inflamatorio
e da espessura do revestimento epitelial foi realizada em estudo cego.

Os dados obtidos foram, subseqlientemente, anotados em fichas
(APENDICES A e B).

4.5 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

Todos os espécimes selecionados, fixados em formalina a 10% e incluidos
em parafina, foram submetidos a cortes histolégicos com 3 pum de espessura,
estendidos em laminas de vidro devidamente preparadas com adesivo a base de
organosilano (3-aminopropyltriethoxi-silano, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA)
e submetidos a técnica da imunoperoxidase pelo método da estreptoavidina-biotina
(SABC, do inglés streptoavidin-biotin complex) utilizando os anticorpos monoclonais
anti-MMP-9, anti-VEGF e anti-FvW.

Como controle positivo para o0s anticorpos anti-VEGF e anti-FVW,
empregaram-se cortes histoldégicos de rim humano. Por sua vez, para o anticorpo
anti-MMP-9 foram utilizados cortes histoldégicos de intestino grosso humano
inflamado. O controle negativo, realizado em alguns cortes histologicos, consistiu na
substituicdo do anticorpo primario por albumina de soro bovino a 1 % (BSA — Bovine
Serum Albumin) em solugcédo tampéao. A técnica utilizada foi realizada conforme os
passos que se seguem:

a) desparafinizacdo: 2 banhos em xilol, sendo o primeiro a temperatura de

60°C por 30 minutos e o0 segundo a temperatura ambiente por 20 minutos;



b) re-hidratacdo em cadeia ascendente de etanois:

- &lcool etilico absoluto | (5 minutos);

- alcool etilico absoluto Il (5 minutos);

- alcool etilico absoluto 11l (5 minutos);

- lcool etilico absoluto 1V (5 minutos);

- &lcool etilico 95GL (5 minutos);

- alcool etilico 80GL (5 minutos);

c) remocéao de pigmentos formolicos em hidroxido de aménia a 10% por 10
minutos, a temperatura ambiente;

d) lavagem em agua corrente por 10 minutos e 2 passagens em agua
destilada por 5 minutos cada;

e) recuperacao dos sitios antigénicos (Quadro 1);

f) resfriamento dos cortes até alcancar temperatura ambiente;

g) lavagem em agua corrente por 10 minutos e 2 passagens em agua
destilada por 5 minutos cada;

h) duas incubacdes dos cortes, pelo periodo de 15 minutos cada, em
solucdo de peroxido de hidrogénio 10 volumes, em uma proporcédo de 1/1
para o bloqueio da peroxidase enddgena tecidual,

i) lavagem em &gua corrente por 10 minutos e 2 passagens em agua
destilada por 5 minutos cada;

j) duas passagens em solucdo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI (tris-
hidroximetil-aminometano, Sigma Chemical, St Louis, MO, USA) pH 7,4
por 5 minutos cada;

K) incubacdo com os anticorpos primarios (Quadro 1) diluidos em solucao
de BSA (albumina sérica bovina, Biotest S/A, Sado Paulo, Brasil) a 1%,
conservada em azida sodica a 0,1%, em TRIS-HCI pH 7,4;

l) duas passagens em solucao de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 por
5 minutos cada;

m) incubagdo com o anticorpo secundario (Biotinylated link universal,
DAKO, A/S, Glostrup, Dinamarca);

n) duas passagens em solugcéo Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 por 5

minutos cada;



0) incubacdo com o complexo estreptoavidina-biotina (DAKO, A/S,

Glostrup, Dinamarca) na diluicio de 1/100 durante 30 minutos, a

temperatura ambiente;

p) imersdo em TRIS-HCI pH 7,4, duas trocas de 5 minutos cada;

q) aplicagdo do agente cromoégeno diaminobenzidina (DAB), durante 3

minutos, diluido em TRIS-HCI pH 7,4 e ativado pelo peréxido de

hidrogénio 10 volumes a 0,3%, em camara escura,

r) lavagem em agua corrente por 10 minutos;

S) passagens rapidas em agua destilada (3 trocas);

t) contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer por 10 minutos a

temperatura ambiente;

u) duas passagens em agua destilada por 5 minutos cada e lavagem em

agua corrente por 10 minutos;

v) desidratacdo em cadeia ascendente de etandis:

- alcool etilico 80GL (3 minutos);

- alcool etilico 95GL (3 minutos);

- &lcool etilico absoluto | (3 minutos);

- alcool etilico absoluto Il (3 minutos);

- &lcool etilico absoluto Il (3 minutos);

w) diafanizacdo em xilol por 10 minutos;

x) montagem da laminula em resina Permount” (Fischer Scientific, Fair
Lawn, NJ, USA).

Especificidade | Clone | Diluicéo Fabricante Rzﬁ:gg;?fjo ;ir;s;ggi
N t Citrato pH 6,0, O ight

MMP-9 2C3 1:40 La(l;\cl)arl;?osrireas PasIc:Il, (;(F)) minutos (126;2:215)

t Tripsi 1% pH | O ight

VEGF | c | 1400 | i ey |79, 370 60 minutos | 18 hores)
VW F8/86 1:50 Cyt[(z?nlz?[ion Pa(':sict::II:[ %8 |_r|ni?1,8t,os 60 minutos

Quadro 1 Especificidade do anticorpo, clone, diluicdo, fabricante, recuperacdo antigénica e tempo de

incubacéo dos anticorpos primarios utilizados no estudo imuno-histoquimico.




4.5.1 Analise da imunoexpresséo do VEGF

A imunoexpressdo do anticorpo anti-VEGF foi analisada de forma semi-
guantitativa e quantitativa. Deve-se destacar que foram considerados como
imunopositivos todos 0s elementos celulares que apresentavam pigmentacao
acastanhada intracitoplasmatica, independente da intensidade de marcacéao.

A analise quantitativa foi realizada analise nas células imunopositivas do
tecido conjuntivo dos granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos periapicais
residuais, a partir de uma adaptacdo da metodologia proposta por Freitas et al.
(2005). Os espécimes foram analisados em toda a extensédo, sob aumento de 100x,
para identificar a é&rea que apresentava a maior quantidade de células
imunorreativas. ldentificada esta area, foi contado o numero total de células
Imunopositivas em cinco campos consecutivos, sob aumento de 1000x, marcando o
namero de células no aparelho Leucotron - LS II. Posteriormente, foi estabelecido o
namero médio de células por espécime.

A imunoexpressao do anticorpo anti-VEGF no revestimento epitelial dos cistos
foi analisada de forma semi-quantitativa, sob aumento de 100x, em toda extensao
dos espécimes, segundo adaptacdo da metodologia proposta por Leonardi et al.
(2003). De acordo com a extensdo do revestimento epitelial que apresentava
imunorreatividade, os casos foram categorizados como:

a) negativa — 0% a 10% da extensdo do revestimento epitelial
demonstrando imunorreatividade;
b) fraca expressdo — entre 11% e 25% da extensdo do revestimento
epitelial demonstrando imunorreatividade;
c) moderada expressao - entre 26% e 75% da extensdo do revestimento
epitelial demonstrando imunorreatividade;
d) forte expressédo - mais de 76% da extensdo do revestimento epitelial
demonstrando imunorreatividade.
As analises foram feitas por dois observadores em momentos distintos. Para os
cistos periapicais e cistos periapicais residuais, foi realizado um estudo cego. Os
dados obtidos foram, subseqilentemente, anotados em fichas (APENDICES C e
D).



4.5.2 Analise da imunoexpresséao do FVW

A imunorreatividade ao anticorpo anti-FVW foi realizada no tecido conjuntivo
de granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos periapicais residuais,
considerando as células endoteliais imunorreativas que apresentavam pigmentacéo
acastanhada intracitoplasmatica, independente da intensidade de marcacao.

Para analise quantitativa, foi realizada contagem microvascular (MVC), de acordo
com a metodologia proposta por Maeda et al. (1995). Em cada espécime, sob
microscopia de luz e com aumento de 40x, foram identificadas cinco areas que
apresentavam maior imunorreatividade. Nestes campos, sob aumento de 200x,
foram quantificados os vasos imunorreativos ao anticorpo anti-FVW. Vasos
sanguineos, com ou sem lumen distinto, e células endoteliais isoladas foram
considerados no processo de contagem. Em relacdo aos cistos periapicais e
cistos periapicais residuais, a analise foi realizada em estudo cego. Os dados

obtidos foram, subseqiientemente, anotados em fichas (APENDICE E).

4.5.3 Analise da imunoexpressdo da MMP-9

A imunoexpressdo do anticorpo anti-MMP-9 foi analisada de forma semi-
quantitativa, sob aumento de 200x, em toda extensdo dos espécimes, categorizando
a imunorreatividade dos vasos sanguineos, segundo adaptacao ao critério proposto
por Barros (2006):

a) negativa,

b) fraca expressao - menos de 10% dos vasos imunorreativos;

c) moderada expresséao - entre 11% e 50% dos vasos imunorreativos;
d) forte expresséo - mais de 50% dos vasos imunorreativos.

Deve-se destacar que foram considerados como imunopositivos todos os
vasos sangiineos que apresentavam células endoteliais com pigmentacéo

acastanhada intracitoplasmatica, independente da intensidade de marcacao.



A andlise foi feita por dois observadores em momentos distintos. Para os cistos
periapicais e cistos periapicais residuais, foi realizado um estudo cego. Os dados

obtidos foram, subseqiientemente, anotados em fichas (APENDICE F).

4.6 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados obtidos foram submetidos a testes estatisticos apropriados,
com intuito de testar as hipoteses levantadas na presente pesquisa. Os dados
obtidos foram digitados no formato DBF (Data Base Format), sendo, posteriormente,
analisados pelo programa SPSS (Statistical for Social Science Version 13.0 for
Windows"” XP, Chicago lllinois USA, www.spss.com).

Para analise das variaveis qualitativas (espessura do revestimento epitelial de
cistos periapicais e cistos periapicais residuais, intensidade de imunoexpressao de
VEGF em revestimento epitelial de cistos periapicais e cistos periapicais residuais,
intensidade de imunoexpressdo de MMP-9 em vasos sanguineos), foi utilizado o
teste exato de Fisher.

Por sua vez, em virtude da auséncia de distribuicdo normal, a avaliacdo das
variaveis quantitativas (numero de células imunopositivas para o VEGF, nimero de
vasos imunorreativos ao anticorpo anti-FvW) foi realizada por meio dos testes néo-
paramétricos de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Além disso, o coeficiente de
correlacdo de Spearman (r) foi utilizado para avaliar a correlacédo entre o numero de
vasos imunorreativos ao anticorpo anti-FvW e a quantidade de células
imunopositivas para o VEGF.

Para todos os testes estatisticos utilizados, foi considerado um nivel de

significancia de 5% (a=0,05).

4.7 IMPLICACOES ETICAS

O projeto de pesquisa deste estudo foi registrado no Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia



(135/2007), o qual o aprovou em reunido realizada no dia 11 de dezembro de 2007
(ANEXO A).



5 RESULTADOS

5.1 ANALISE MORFOLOGICA

A analise da intensidade do infiltrado inflamatoério revelou que dos 20 casos
de granulomas periapicais, 19 (95%) apresentavam intenso infiltrado inflamatorio e
apenas 1 espécime (5%) apresentou infiltrado inflamatério de intensidade moderada.
No grupo dos cistos periapicais, 14 casos (70%) apresentaram intenso infiltrado
inflamatorio, 5 casos (25%) exibiram moderado infiltrado inflamatorio e apenas 1
espécime (5%) revelou leve infiltrado inflamatorio. Para 0s cistos periapicais
residuais, 3 casos (30%) apresentaram intenso infiltrado inflamatério, 3 lesdes (30%)
revelaram moderado infiltrado inflamatorio e 4 espécimes (40%) demonstraram leve

infiltrado inflamatorio (Tabela 1, Figura 11).

Tabela 1 Distribuicdo dos casos de granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos periapicais
residuais, segundo intensidade do infiltrado inflamatério. Natal, RN — 2008.

_ Intensidade do infiltrado inflamatério Total
Tipo de lesdo Leve Moderado Intenso n (%)
n (%) n (%) n (%)

Granuloma periapical (8) (é) (32) (12000)
Cisto periapical L > 14 20

beriap (5) (25) (70) (100)

Cisto periapical residual ( 440) (330) (330) (11000)
Total 5 9 36 50

(20) (18) (72) (100)

No que se refere ao revestimento epitelial, 14 casos (70%) de cistos
periapicais apresentaram revestimento epitelial hiperplasico e apenas 6 casos (30%)
mostraram revestimento atrofico. Por sua vez, 6 casos (60%) de cistos periapicais

residuais demonstraram revestimento epitelial atrofico, enquanto que 4 espécimes



(40%) exibiram revestimento epitelial hiperplasico. O teste exato de Fisher
demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente significativa (p>0.05) entre a
espessura do revestimento epitelial e o tipo de cisto periapical (Tabela 2, Figuras 9 e
10).

Tabela 2 Parametros utilizados no calculo do teste exato de Fisher para avaliagdo da espessura do
revestimento epitelial de acordo com o tipo de cisto. Natal, RN — 2008.

Espessura do revestimento epitelial
Tipo de cisto - , - Total
Atrofico Hiperplasico n (%) p
n (%) n (%)

. . 6 14 20

Cisto periapical (30) (70) (100)
0,139

. . : 6 4 10

Cisto periapical residual (60) (40) (100)

Dentre os cistos periapicais com revestimento epitelial atréfico, 3 espécimes
(50%) possuiam infiltrado inflamatdrio de intensidade moderada e outros 3 casos
(50%) revelavam intenso infiltrado inflamatorio. Dentre o0s cistos periapicais com
revestimento epitelial hiperplasico, 11 casos (78,57%) exibiram intenso infiltrado
inflamatoério, 2 espécimes (14,28%) demonstraram infiltrado inflamatério de
intensidade moderada e apenas 1 caso (7,14%) revelou infiltrado inflamatorio leve.

Nos cistos periapicais residuais com revestimento epitelial atrofico, 3 casos
(50%) apresentaram leve infiltrado inflamatério, 2 espécimes (33,3%) exibiram
infiltrado inflamatério de intensidade moderada e apenas 1 caso (16,7%) revelou
intenso infiltrado inflamatério. Por sua vez, nos cistos periapicais residuais com
revestimento epitelial hiperplasico, 2 casos (50%) apresentaram intenso infiltrado
inflamatorio, 1 caso (25%) revelou moderado infiltrado inflamatério e 1 espécime
(25%) demonstrou infiltrado inflamatorio de intensidade leve.

Com intuito de verificar possiveis diferencas na espessura do revestimento
epitelial de cistos periapicais e cistos periapicais residuais de acordo com a
intensidade do infiltrado inflamatdrio, as lesdes que apresentavam infiltrado
inflamatorio leve e moderado foram agrupadas e comparadas com as lesfes que

demonstravam intenso infiltrado inflamatério. O teste exato de Fisher demonstrou



nao haver associacdo estatisticamente significativa (p>0.05) entre a espessura do

revestimento epitelial e a intensidade do infiltrado inflamatério (Tabela 3).

Tabela 3 Parametros utilizados no célculo do teste exato de Fisher para analise da espessura do
revestimento epitelial de cistos periapicais e cistos periapicais residuais, de acordo com a
intensidade do infiltrado inflamatério. Natal, RN — 2008.

Infiltrado inflamatoério
Revestimento epitelial Total p
Leve/ Moderado Intenso n (%)
n (%) n (%)
- 8 4 12
Atrofico
66,7 33,3 100
(66,7) (33,3) (100) 0.061
Hiperplasico > 13 18
(27,8) (72,2) (100)

5.2 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DO VEGF

Foi observada expressado imuno-histoquimica de VEGF em todos os casos de
granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos periapicais residuais. A
imunorreatividade pode ser constatada em fibroblastos, macrofagos, plasmacitos e
células endoteliais. O numero médio de células imunorreativas ao VEGF em
granulomas periapicais foi 564,9 (variacdo de 254 a 916). No grupo dos cistos
periapicais, o numero médio de células que expressaram o VEGF foi 565,0 (variacao
de 214 a 792). Por sua vez, nos cistos periapicais residuais, o numero médio de
células imunorreativas foi 443,9 (variacao de 222 a 660).

Apesar de um menor numero médio de células imunopositivas para o VEGF
em cistos periapicais residuais, a comparacdao das medianas obtidas com a
quantificacdo das células imunopositivas, através do teste nao-paramétrico de
Kruskal-Wallis, demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre
0s grupos (p>0.05) (Tabela 4, Figura 2).

A analise do numero de células imunorreativas para o VEGF em relagédo a
intensidade do infiltrado inflamatério revelou média de 390,4 células imunopositivas

em lesdes com leve infiltrado inflamatorio. Lesdbes com moderado infiltrado



inflamatoério apresentaram numero médio de 428,2 células imunorreativas. Por sua
vez, lesdes com intenso infiltrado inflamatério revelaram média de 589,8 células
imunopositivas.

Tabela 4 Pardmetros utilizados para o calculo do teste de Kruskal-Wallis para avaliacdo do niumero de

células imunopositivas para o VEGF em granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos
periapicais residuais. Natal, RN — 2008.

~ . Média dos
Lesao n Mediana Q25-Q7s DOSIOS KW Y
Granuloma 20 586,00 |406,25 - 690,25 27,55

periapical

Cisto

o 20 590,50 |505,75 - 688,75 27,20 3.315 0,191

periapical

Cisto
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Figura 2 Box-Plot da quantidade de células imunopositivas para o VEGF em granulomas periapicais,
cistos periapicais e cistos periapicais residuais. Natal, RN — 2008.

Com intuito de identificar possiveis diferencas no numero de células



pY

imunorreativas ao VEGF em relagdo a intensidade do infiltrado inflamatorio, foi
utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. A comparacdo das medianas
obtidas com a avaliacdo do numero de células imunopositivas para VEGF revelou
diferenca estatisticamente significativa (p<0.01). Dessa forma, lesdes com intenso
infiltrado inflamatoério apresentaram maior nimero de células imunorreativas ao
VEGF, em comparacdo com lesdes com infiltrado inflamatorio leve ou moderado
(Tabela 5, Figuras 3 e 12).

Tabela 5 Pardmetros utilizados para o calculo do teste de Kruskal-Wallis para avaliacdo do niumero de

células imunopositivas para o VEGF de acordo com a intensidade do infiltrado inflamatério.
Natal, RN — 2008.

inlfrlglirlrtlr:t%?io n Mediana Qa25-Qrs Mf;gi:;odsos KW P
Leve 5 373,00 | 242,00 -—547,50 11,70
Moderado 9 298,00 | 246,00 — 633,00 17,56 9.736 0,008
Intenso 36 611,00 | 542,75 -690,25 29,40
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Figura 3 Box-Plot da quantidade de células imunopositivas para o0 VEGF de acordo com a intensidade
do infiltrado inflamatdrio nas lesdes. Natal, RN — 2008.



A analise semi-quantitativa da expressao do VEGF no revestimento epitelial
dos cistos periapicais revelou forte imunorreatividade em 11 casos (55%), moderada
imunoexpressao em 7 espécimes (35%) e fraca expressdo em 2 casos (10%). Nos
cistos periapicais residuais, 7 casos (70%) apresentaram forte expresséao epitelial de
VEGF e 3 espécimes (30%) demonstraram moderada imunorreatividade. Com intuito
de identificar possiveis diferencas na intensidade de expresséo epitelial de VEGF
entre cistos periapicais e cistos periapicais residuais, 0s casos categorizados como
de fraca expressédo e moderada expresséo foram agrupados e comparados com 0s
casos de forte expressao epitelial de VEGF. O teste exato de Fisher demonstrou nao

haver diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p>0.05) (Tabela 6).

Tabela 6 Parametros utilizados no célculo do teste exato de Fisher para analise da intensidade de
expressao epitelial de VEGF de acordo com o tipo de cisto periapical. Natal, RN — 2008.

Intensidade de expresséo de VEGF
Tipo de leséao Total p
Fraca/Moderada Forte n (%)
n (%) n (%)
Cisto periapical 9 11 20
45 55 100
(45) (55) (100) 0.604
Cisto periapical residual 3 ! 10
(30) (70) (100)

Do total de cistos periapicais e periapicais residuais com revestimento epitelial
atréfico, 6 casos (66,7%) apresentaram forte expresséao epitelial de VEGF, 2 casos
(16,7%) revelaram moderada expressdo e 2 casos (16,7%) demonstraram fraca
imunorreatividade. Nas lesGes de cistos periapicais e periapicais residuais com
revestimento epitelial hiperplasico, 10 casos (55,6%) exibiram forte expressdo de
VEGF e 8 espécimes (44,4%) demonstraram moderada expressdo, ndo havendo
nenhum caso com fraca imunorreatividade epitelial (Figuras 13 e 14).

Para avaliar possiveis diferencas na intensidade de expressédo epitelial de
VEGF entre cistos com revestimento epitelial atrofico e cistos com revestimento
epitelial hiperplasico, os casos que exibiam fraca expressdo e moderada expressao
foram agrupados e comparados com o0s casos com forte expressao epitelial de

VEGF. O teste exato de Fisher demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente



significativa entre os grupos (p>0.05) (Tabela 7).

Tabela 7 Parametros utilizados no célculo do teste exato de Fisher para analise da intensidade de
expressao epitelial de VEGF de acordo com a espessura do revestimento epitelial de cistos
periapicais e cistos periapicais residuais. Natal, RN — 2008.

Intensidade de expresséo de VEGF Total
. L ota
Revestimento epitelial Fraca/Moderada Forte n (%) p
n (%) n (%)
- 4 8 12
Atrdfico
33,3 66,7 100
(33.3) (66,7) (100) 0.709
Hiperplasico 8 10 18
(44,4) (55,6) (100)

5.3 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DO FvW

Foi identificada imunorreatividade ao anticorpo anti-FVW em células
endoteliais de vasos sanglineos com limen conspicuo, bem como em brotamentos
capilares de lumens pouco distintos. O numero de vasos imunomarcados em
granulomas periapicais variou de 124 a 279, com um numero médio de 210,4 vasos
imunorreativos. Nos cistos periapicais, o numero de vasos imunomarcados variou
entre 159 e 209, obtendo-se um numero médio de 250,8 vasos imunorreativos. Nos
cistos periapicais residuais, observou-se uma variacdo na contagem de vasos
imunorreativos entre 114 e 366, com numero médio de 217,0 vasos imunomarcados.
Apesar de um maior numero meédio de vasos imunomarcados pelo anticorpo anti-
FVW em cistos periapicais, a comparacdo das medianas, através do teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis, demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p>0.05) (Tabela 8, Figuras 4 e 15).

A andlise do numero de vasos imunomarcados em relacdo a intensidade do
infiltrado inflamatorio revelou média de 192,2 vasos imunorreativos em lesées com
leve infiltrado inflamatério. Lesdes com moderado infiltrado inflamatdrio
apresentaram numero médio de 202,9 vasos imunorreativos. Por sua vez, lesdes

com intenso infiltrado inflamat6rio revelaram média de 239,1 vasos imunomarcados.



A analise das medianas, através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, revelou
nao existir diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p>0.05) (Tabela
9, Figura 5).

Tabela 8 Parametros utilizados para o calculo do teste de Kruskal-Wallis para avaliagdo do namero de
vasos imunomarcados com o anticorpo anti-FvW em granulomas periapicais, cistos
periapicais e cistos periapicais residuais. Natal, RN — 2008.

~ . Média dos
Lesao n Mediana Q25-Q75 0OStOS KW p
Granuloma | 5, | 55550 | 171,50 239,50 | 22,70
periapical
Cisto
T 20 233,00 | 199,00 — 287,50 30,00 3.189 0,203
periapical
Cisto
periapical 10 199,50 | 145,50 - 277,75 22,10
residual
400 — 038
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Figura 4 Box-Plot da quantidade de vasos imunomarcados com o anticorpo anti-FVYW em granulomas
periapicais, cistos periapicais e cistos periapicais residuais. Natal, RN — 2008.



Tabela 9 Parametros utilizados para o calculo do teste de Kruskal-Wallis para avaliagdo do namero de
vasos imunomarcados com o anticorpo anti-FvW, de acordo com a intensidade do infiltrado
inflamatdrio. Natal, RN — 2008.

inz‘rl]aflirl;r;%(r)io : Mediana Q25-Qrs M;é)gisiodsos KW P
Leve 5 173,00 154,00 — 240,00 17,40
Moderado 9 192,00 153,50 — 234,00 19,22 4.444 0,108
Intenso 36 232,50 198,75 - 259,00 28,19
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Figura 5 Box-Plot da quantidade de vasos imunomarcados com o anticorpo anti-FVW de acordo com
a intensidade do infiltrado inflamatério nas leses. Natal, RN — 2008.

Com intuito de identificar possiveis diferencas no numero de vasos
imunomarcados com o anticorpo anti-FVW, 0s casos que apresentavam infiltrado
inflamatorio leve e moderado foram agrupados e comparados com 0s casos que
exibiam intenso infiltrado inflamatodrio. A anélise das medianas, através do teste néo-

paramétrico de Mann-Whitney revelou diferenca estatisticamente significativa entre



0s grupos (p<0.05) (Tabela 10, Figura 6).

Tabela 10 Parametros utilizados para o célculo do teste de Mann-Whitney para avaliagdo do niumero
de vasos imunomarcados com o0 anticorpo anti-FVW, de acordo com a intensidade do
infiltrado inflamatério. Natal, RN — 2008.

Infiltrado , Média | Soma
inflamatério | " | Mediana Q25-Q7s dos dos U p
postos | postos
Leve/Moderado | 14 | 191,00 | 155,00 -231,50 | 18,57 260,00
155.00 | 0,036
Intenso 36| 232,50 | 198,75 —-259,00 | 28,19 | 1015,00
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Figura 6 Box-Plot da quantidade de vasos imunomarcados com o anticorpo anti-FVW de acordo com
a intensidade do infiltrado inflamatdrio nas lesdes. Natal, RN — 2008.

Foi realizada, ainda, analise da correlagdo entre o numero de células

imunopositivas para o0 VEGF e a quantidade de vasos imunomarcados com o

anticorpo anti-FvW. Em virtude dos dados nédo apresentarem distribuicdo normal, foi

realizado célculo do coeficiente de correlacdo de Spearman (r), o qual revelou ndo



haver correlagdo entre a quantidade de células imunorreativas para o VEGF e o

namero de vasos imunomarcados com o anticorpo anti-FVW (r = 0.224; p = 0,118).

5.4 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DA MMP-9

Todos os casos de granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos
periapicais residuais apresentaram imunoexpressdo de MMP-9. Foi possivel
identificar imunorreatividade em células inflamatérias (linfécitos, plasmaécitos,
macrofagos e neutrofilos), fibroblastos e células endoteliais de vasos sangtineos
(Figura 16). Além disso, houve marcacao variavel na matriz extracelular e, em cistos
periapicais e cistos periapicais residuais, também foi constatada imunorreatividade
nas células epiteliais.

A avaliacdo semi-quantitativa da expressao da MMP-9 realizada nas células
endoteliais revelou no grupo dos granulomas periapicais, 14 casos (70%) com forte
expressao, 3 casos (15%) com moderada expressao e 3 espécimes (15%) com fraca
imunorreatividade. Por sua vez, no grupo dos cistos periapicais, 14 casos (70%)
apresentaram forte imunoexpressao de MMP-9, 2 casos (10%) revelaram moderada
expressdo e 4 espécimes (20%) exibiram fraca imunoexpressdo. Para 0s cistos
periapicais residuais, 6 casos (60%) revelaram fraca expressdo de MMP-9 e 4
espécimes (40%) demonstraram forte imunorreatividade para MMP-9.

A andlise da expressdao de MMP-9 em células endoteliais em relacdo a
intensidade do infiltrado inflamatorio revelou que, do total de lesdes com leve
infiltrado inflamatorio, 4 espécimes (80%) exibiam fraca expressdao de MMP-9 e
apenas 1 caso (20%) revelava forte expressao desta protease. Dentre 0s casos com
moderado infiltrado inflamatério, 2 espécimes (22,2%) apresentavam fraca
expressdo de MMP-9, 2 casos (22,2%) demonstravam moderada expressdo e 5
espécimes (55,6%) revelavam forte expressdo de MMP-9. Por sua vez, dentre as
lesbes com intenso infiltrado inflamatério, 7 casos (19,4%) exibiam fraca
imunorreatividade para MMP-9, 3 casos (8,3%) apresentavam moderada expressao
de MMP-9 e 26 espécimes (72,2%) demonstravam forte imunoexpressao de MMP-9
em células endoteliais.

Com intuito de verificar possiveis diferencas na expressdo de MMP-9 em



células endoteliais em relacdo a intensidade do infiltrado inflamatério, os casos que
apresentavam infiltrado inflamatério leve e moderado foram agrupados e
comparados com 0s casos que apresentavam intenso infiltrado inflamatorio. O teste
exato de Fisher revelou valor de p=0,055, o qual pode ser considerado como situado
no limiar da significAncia estatistica (Tabela 11). Dessa forma, foi constatada
associacdo significativa entre a forte imunoexpressdo de MMP-9 em células

endoteliais e a presenca de intenso infiltrado inflamatorio.

Tabela 11 Parametros utilizados no calculo do teste exato de Fisher para andlise da intensidade de
expressdo da MMP-9 de acordo com a intensidade do infiltrado inflamatério. Natal, RN —

2008.
Infiltrado inflamatorio
. <0 MMP-9 Total
Xpressao i Leve/ Moderado Intenso n (%) P
n (%) n (%)
8 10 18
Fraca/ Moderada (44.,4) (55,6) (100)
0,055
Forte ° °0 o
(18,8) (81,3) (100)

Foram avaliadas, também, possiveis diferencas na expressdao de MMP-9 em
células endoteliais em relacdo ao nimero de células imunopositivas para o VEGF.
Para isso, 0s casos com fraca expressao e moderada expressao de MMP-9 foram
agrupados e comparados com 0s casos que apresentavam forte imunoexpressao. A
analise das medianas, por meio do teste ndo-paramétrico de Mann-Withney, revelou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p<0.01) (Tabela 12, Figura
7). Dessa forma, lesdes com forte imunoexpressao de MMP-9 em células endoteliais
apresentaram maior niumero de células imunopositivas para o VEGF.

Além disso, foram analisadas possiveis diferengcas no numero de vasos
sanguineos imunomarcados com o anticorpo anti-FvW em relacdo a intensidade de
expressao de MMP-9 em células endoteliais. Para isso, mais uma vez, 0S casos com
intensidade de expressao de MMP-9 categorizados como fraca e moderada foram
agrupados e comparados com 0s casos que apresentavam forte imunoexpressao. A
analise das medianas, por meio do teste ndo-paramétrico de Mann-Withney, revelou
valor de p = 0,051, o qual pode ser considerado como situado no limiar da



significancia estatistica (Tabela 13, Figura 8). Dessa forma, lesdes com forte

imunoexpressdo de MMP-9 em células endoteliais apresentaram maior numero de

vasos imunomarcados com anticorpo anti-FvW.

Tabela 12 Parametros utilizados para o célculo do teste de Mann-Whitney para avaliagdo do nimero
de células imunopositivas para o VEGF, de acordo com a intensidade de expressao de
MMP-9. Natal, RN — 2008.

Intensidade de Media | Soma
~ n | Mediana Q25-Q75 dos dos U p
expressao
postos | postos
Fraca/Moderada | 18 | 429,50 | 265,00 -568,50 | 17,11 | 308,00
137.00 | 0,002
Forte 32| 621,00 | 542,75-690,25 | 30,22 | 967,00
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Figura 7 Box-Plot da quantidade de células imunopositivas para o VEGF de acordo com a intensidade
de expressao de MMP-9 em vasos sangiineos. Natal, RN — 2008.




Tabela 13 Parametros utilizados para o célculo do teste de Mann-Whitney para avaliagdo do nimero
de vasos imunomarcados com o anticorpo anti-FvVW, de acordo com a intensidade de
expressdo de MMP-9. Natal, RN — 2008.

Intensidade de Media | Soma
~ n | Mediana Q25-Q75 dos dos U p
expressao
postos | postos
Fraca/Moderada | 18 | 193,00 | 158,25 -243,75 | 20,14 | 362,50
191.50 | 0,051
Forte 32| 225,50 | 198,75—-265,75 | 28,52 | 912,50
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Figura 8 Box-Plot da quantidade de vasos imunomarcados com anticorpo anti-FvW de acordo com a
intensidade de expressao de MMP-9 em vasos sanguineos. Natal, RN — 2008.



Figura 9 Cisto periapical exibindo revestimento epitelial do tipo hiperplasico, com areas de
exocitose e espongiose. Na capsula fibrosa, constatam-se feixes de fibras
colagenas, numerosos vasos sanglineos ingurgitados e, em posicdo justaepitelial,
infiltrado inflamatério de predominio mononuclear (Hematoxilina/ Eosina — 200x).
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Figura 10 Cisto periapical residual exibindo revestimento epitelial do tipo atréfico, com focos
de degeneracdo hidrépica. Na capsula fibrosa, constatam-se feixes de fibras
colagenas, densamente organizados, vasos sangliineos ingurgitados e, em posi¢cao
justaepitelial, infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear (Hematoxilina/
Eosina — 200x).



Figura 11 Granuloma periapical constituido por tecido conjuntivo fibroso frouxamente
organizado, entremeado por fibroblastos e vasos sangliineos com células
endoteliais volumosas. De permeio, intenso infiltrado inflamatério constituido por
neutrdfilos, linfocitos, plasmacitos e macréfagos (Hematoxilina/ Eosina — 400x).
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Figura 12 Expressao imuno-histoquimica de VEGF em espécime de granuloma periapical com
intenso infiltrado inflamatério, revelando numerosas células imunopositivas
(Estreptoavidina-Biotina — 400x).



Figura 13 Expressdo imuno-histoquimica de VEGF nas células do revestimento epitelial,
classificado como atréfico, em espécime de cisto periapical (Estreptoavidina-Biotina
— 400x).

Figura 14 Expressdo imuno-histoquimica de VEGF nas células do revestimento epitelial,
classificado como hiperplasico, em espécime de cisto periapical residual
(Estreptoavidina-Biotina — 400x).



Figura 15 Expressdo imuno-histoquimica do FYW em espécime de cisto periapical, revelando
numerosos vasos sangiineos ao longo da capsula fibrosa (Estreptoavidina-Biotina —
200x).

Figura 16 Expressao imuno-histoquimica de MMP-9 nas células endoteliais dos vasos
sanguineos, em espécime de granuloma periapical (Estreptoavidina-Biotina —
400x).



6 DISCUSSAO

As lesbes periapicais sao as lesdes osteoliticas mais comuns na maxila e na
mandibula e representam, essencialmente, uma reacdo defensiva secundéria a
destruicdo do tecido pulpar e a infeccdo microbiana do sistema de canais
radiculares. No intuito de conter o avanco dos produtos toxicos em direcéo a regiao
periapical, sdo mobilizados mecanismos de defesa que incluem reacles
inflamatorias e imunoldgicas, as quais culminam em destruigcdo tecidual e inducédo de
reabsorcdo 6ssea (FIGUEIREDO; SANTOS; ALBUQUERQUE JUNIOR, 1999; NAIR,
2007; NEVILLE et al., 2004).

O granuloma periapical € uma sequela comum desta infeccdo pulpar, e o
processo inflamatdrio, tipico desta lesédo, pode ativar e induzir a proliferacdo dos
restos epiteliais de Malassez gerando o granuloma epitelizado, o qual dard origem
ao cisto periapical quando do estabelecimento de uma cavidade patoldgica central.
Ambas as lesbes sdo tratadas pela terapia endodéntica convencional se o dente
puder ser mantido, pois o0 sucesso do tratamento se baseia na reducao e eliminacao
dos microrganismos agressores. Os elementos dentais sem possibilidades
restauradoras devem ser extraidos e todo tecido mole periapical deve ser curetado.
Caso contrario pode originar-se um cisto periapical residual (NEVILLE et al., 2004;
REGEZI, SCIUBBA, 2000; SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS; LOPES, 2004).

A literatura é escassa e ainda se discutem 0s mecanismos pelos quais ocorre
o desenvolvimento de cisto periapical residual a partir de remanescentes de lesdes
prévias de cistos periapicais deixados apos a extracdo dos dentes envolvidos, pois,
apesar de muitos dentes com granulomas periapicais e cistos periapicais serem
extraidos, o nimero de casos de cistos periapicais residuais diagnosticados € muito
pequeno (MENINGAUD et al, 2006; VARINAUSKAS; GERVICKAS;
KAVOLIUNIENE, 2006).

Destarte, fica evidente que os granulomas periapicais, 0s cistos periapicais e
0S cistos periapicais residuais representam, na verdade, diferentes estagios de
desenvolvimento do mesmo processo inflamatério e sua patogénese ocorre de forma
progressiva. Por isso apresentam-se clinica e radiograficamente de maneira bem
semelhante (NEVILLE et al., 2004; PULHEZ, 2004; SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS;

LOPES, 2004). Contudo, apesar destas lesdes compartiiharem diversas



similaridades, o seu metabolismo é distinto e dependente da intensidade do infiltrado
inflamatorio (GAO et al., 1998; PULHEZ, 2004; TAKAHASHI, 1998).

Partindo desta premissa, realizou-se, inicialmente, um estudo morfologico dos
granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos periapicais residuais no intuito de
obter subsidios para um melhor entendimento do metabolismo destas lesbes e de
aspectos que poderiam, de alguma forma, influenciar as variaveis de estudo em
questdo. Conhecer o metabolismo de uma lesdo é essencial para adocdo das
medidas terapéuticas mais indicadas para cada caso, evitando que o paciente seja
submetido a um tratamento mais rigoroso que 0 necessario ou que a escolha de
procedimentos inadequados venha a aumentar os riscos de desenvolvimento de
lesdes recorrentes.

Em decorréncia das dificuldades em se estabelecer parametros
inquestionveis para distincdo entre granulomas epitelizados e cistos periapicais
incipientes, uma vez que para tanto seriam necessarios cortes seriados envolvendo
desde a periferia até o centro do espécime, foram incluidos na amostra deste estudo
apenas espécimes de granulomas periapicais que nao apresentavam qualquer
remanescente epitelial odontogénico. Por sua vez, para 0s cistos periapicais e cistos
periapicais residuais foram utilizados espécimes que apresentavam cavidade
patolégica evidente, revestida total ou parcialmente por epitélio pavimentoso
estratificado ndo ceratinizado, de acordo com 0s aspectos histopatologicos descritos
por Neville et al. (2004) e Regezi e Sciubba (2000).

Também, foram levados em consideracdo os aspectos radiograficos destas
lesGes, descritos pelos mesmos autores, que foram determinantes para distinguir 0s
cistos periapicais dos cistos periapicais residuais, uma vez que 0S primeiros, a
semelhanca dos granulomas periapicais, sao representados por imagem radioltcida
oval ou circular associada ao apice radicular com perda da lamina dura, enquanto
gue nos ultimos esta imagem estd localizada no interior do processo alveolar
associada a sitio de uma extracdo prévia. Assim, foram incluidos na amostra apenas
espécimes que apresentavam radiografias periapicais anexadas as fichas de
requisicdo de exame anatomo-patolégico, o que determinou amostra menor de
cistos periapicais residuais.

A analise da intensidade do infiltrado inflamatério revelou que a maioria dos
granulomas periapicais e 0s cistos periapicais apresentaram infiltrado inflamatorio

intenso (95% e 70%, respectivamente), enquanto que 0s cistos periapicais residuais



tenderam a um infiltrado inflamatério leve ou moderado (70%), dados que
corroboram os achados de Suzuki et al. (2001). Estas diferencas de intensidades do
infiltrado inflamatdrio apresentadas pelos cistos periapicais residuais em relacao aos
granulomas periapicais e cistos periapicais reflete a diferenca no metabolismo
destas lesdes, haja vista tratar-se o cisto periapical residual de uma lesdo menos
ativa que os granulomas periapicais e cistos periapicais, que sao lesdes tipicamente
ativas e expansivas, uma vez que a fonte de irritacdo constante representada pela
infeccdo oriunda do canal radicular, que determina intensa reacao inflamatoria, foi
reduzida com a extracdo dentaria (PULHEZ, 2004; SUZUKI et al., 2001; SUZUKI et
al., 2002).

Além da intensidade do infiltrado inflamatdrio, alguns autores acreditam que a
espessura do revestimento epitelial tenha relacdo com o potencial de crescimento e
expansdo das lesbes cisticas, representando um parametro histolégico confiavel
para avaliacdo da atividade metabolica e/ou da atividade de crescimento destas
lesbes (CURY et al., 1998; MOREIRA et al., 2000). No presente estudo, observou-se
Nos cistos periapicais maior nimero de casos com revestimento epitelial hiperplasico
(70%), enquanto os cistos periapicais residuais demonstraram revestimento epitelial
atréfico na maior parte da amostra (60%).

Apesar de nédo ter sido evidenciada diferenga estatisticamente significativa em
relacdo a espessura do revestimento epitelial (p>0.05), os resultados percentuais
obtidos no presente estudo sugerem uma diferenca no potencial de crescimento e
expansao dos cistos periapicais e dos cistos periapicais residuais. De acordo com
Cury et al. (1998), o revestimento epitelial hiperplasico indica um comportamento
mais ativo das lesbes que o possuem quando comparadas as de revestimento
epitelial atrofico. De fato, os estudos de Suzuki et al. (2001), Suzuki et al. (2002) e
Pulhez (2004) confirmaram o baixo potencial proliferativo do revestimento epitelial
dos cistos periapicais residuais em comparacdo ao dos cistos periapicais, 0 que
caracterizaria uma fase quiescente e de regressdo do crescimento dos cistos
periapicais residuais apés a remocao do irritante inflamatoério. Coerentemente, High
e Hirschmann (1986) confirmaram que com o tempo, a maior parte dos cistos
periapicais residuais exibem uma reducdo no tamanho, atrofia do revestimento
epitelial, reducédo da intensidade do infiltrado inflamatorio e aumento da ocorréncia
de calcificacbes distroficas, podendo ocorrer resolucdo espontanea mediante a

auséncia do estimulo irritante.



Esta modulacdo negativa para a expansao das lesfes cisticas periapicais
pode ser explicada pela maior quantidade de células imunossupressoras
encontradas especificamente nos cistos periapicais residuais (PULHEZ, 2004) e nos
cistos periapicais de revestimento epitelial atrofico (MOREIRA et al., 2000) em
comparacdo ao aumento da porcentagem de linfécitos T auxiliares nos cistos
periapicais de revestimento epitelial hiperplasico, principalmente em periodos de
crescimento ativo (CURY et al., 1998). Assim, alguns acreditam que a intensidade e
a composicao celular do infiltrado inflamatério podem ter relacdo com a espessura
do revestimento epitelial das les@es cisticas periapicais.

Partindo deste pressuposto, avaliou-se a intensidade do infiltrado inflamatério
e a espessura do revestimento epitelial, constatando-se que as lesdes de
revestimento epitelial atrofico tenderam a apresentar infiltrado inflamatorio leve e
moderado (66,7%), enquanto que as de revestimento epitelial hiperplasico possuiam
intenso infiltrado inflamatério na maioria dos casos (72,2%), sem, contudo, haver
associacao estatisticamente significativa (p>0.05) entre a espessura do revestimento
epitelial e a intensidade do infiltrado inflamatério. Este resultado concorda com o
relatado por Moreira et al. (2000) no qual, em numeros absolutos, foi evidenciada
menor quantidade de infiltrado inflamatério nos cistos periapicais com revestimento
epitelial atrofico que nos cistos periapicais de revestimento epitelial hiperplasico, ndo
ocorrendo diferenca estatisticamente significativa.

Os estudos realizados sobre as lesdes periapicais nas uUltimas décadas tém
enfocado as reacdes imunolégicas como determinantes para 0 metabolismo,
principalmente no que se refere a indugdo da proliferacédo epitelial, a formacédo da
cavidade cistica e a degradacdo do osso circundante (FIGUEIREDO; SANTOS;
ALBUQUERQUE JUNIOR, 1999; TAKAHASHI, 1998; PIRES et al., 2007). Contudo,
0s mecanismos moleculares especificos envolvidos na formacdo do tecido de
granulacdo e crescimento das lesbes ndo foram ainda totalmente esclarecidos.
Estudos recentes sobre a biologia das lesdes periapicais destacaram a importancia
da angiogénese na patogénese das lesdes periapicais cronicas, estando relacionada
ao estabelecimento e manutencdo da lesdo, uma vez que 0s vasos sanglineos
neoformados suprem a continua demanda de nutrientes e oxigénio pelas células em
proliferacdo e contribuem para a inflamacdo por serem uma fonte constante de
citocinas, quimiocinas e proteases, estando também relacionada ao reparo tecidual
que segue a sua resolucao (GRIFFOEN; MOLENA, 2000; MAJNO, 1998).



Por este motivo, estudou-se a vascularizagdo em granulomas, cistos
periapicais e cistos periapicais residuais, no intuito de comparar seus
comportamentos no que tange 0s mecanismos envolvidos na inducdo da
neoformacdo vascular e crescimento endotelial. De acordo com Graziani et al.
(2006), a associacdo da mensuracdo vascular a expressao de fatores angiogénicos
faz-se necessaria para um melhor entendimento do papel da angiogénese no
desenvolvimento das les@es periapicais.

Tem sido caracterizada uma ampla variedade de fatores angiogénicos, mas o
VEGF tem sido universalmente aceito como um potente indutor de mitose das
células endoteliais por atuar especificamente sobre receptores da superficie destas
células, além de outros mecanismos favoraveis a angiogénese. Diversos estimulos
presentes em processos patoldgicos, tais como o LPS, citocinas inflamatérias,
fatores de crescimento e hipoxia tecidual, podem induzir a producdo deste fator
angiogénico por células endoteliais, células epiteliais, macrofagos e fibroblastos
(DVORAK et al., 1995; HANAHAN; FOLKMAN, 1996). Partindo deste pressuposto
analisou-se a expressao do VEGF nas células do tecido conjuntivo dos granulomas
periapicais, dos cistos periapicais e dos cistos periapicais residuais e no
revestimento epitelial destas lesdes cisticas.

Foi observada expressao imuno-histoquimica de VEGF em todos os casos
das lesdes estudadas. A imunorreatividade pdde ser constatada em fibroblastos,
macrofagos, células epiteliais e células endoteliais, concordando com os achados de
Graziani et al. (2006). Contudo, Leonardi et al. (2003) evidenciaram
imunorreatividade do VEGF nos fibroblastos e nas células inflamatérias apenas nos
granulomas periapicais, mas nao nos cistos periapicais.

A imunoexpressdo do VEGF em fibroblastos e células inflamatorias
observada neste estudo e por Graziani et al. (2006) é justificada devido ao fato
destas células serem consideradas as principais fontes de sintese e secre¢éo deste
fator angiogénico (DVORAK et al., 1995; PEPPER, 1997) e a natureza proliferativa
peculiar das lesGes periapicais cronicas, caracterizada pela presenca de elementos
de reparacdo, como os fibroblastos, além da intensa reacdo de granulacao rica em
macréfagos (NEVILLE et al., 2004; SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS; LOPES, 2004). Os
resultados diferentes encontrados por Leonardi et al. (2003) podem ser devidos ao
reduzido tamanho da amostra (apenas 6 cistos periapicais), ao diferente anticorpo

utilizado (anti-VEGF A-20, um anticorpo policlonal), e a avaliagdo semi-quantitativa



que pode determinar diferencas significativas.

Estes autores observaram que muitos vasos sanglineos pequenos
neoformados, distribuidos pelas les6es e especialmente concentrados nas regides
de intenso infiltrado inflamatdrio, exibiram expressao do VEGF, assim como também
foi evidenciado neste estudo, fato que confirma o importante papel deste fator na
inducdo da angiogénese nas lesdes periapicais, assim como indicado para outras
lesbes, como nas hemorragias cerebrais (LEE et al., 2007), hemangiomas
(TAKAHASHI, 1994; VAQUERO et al., 1999) e neoplasias malignas (ZHANG et al.,
2006; ZHENG et al., 2006).

As medianas obtidas a partir da contagem das células imunomarcadas pelo
anticorpo anti-VEGF ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa entre as
lesBes estudadas (p>0.05). No entanto, em termos absolutos houve maior nimero
médio de células que expressaram o VEGF nas amostras de granulomas periapicais
e cistos periapicais (564,9 e 565,0, respectivamente) que nos cistos periapicais
residuais (443,9). O maior numero meédio de células do tecido conjuntivo
imunopositivas para o VEGF nos granulomas periapicais e cistos periapicais
contribui para a evidéncia de que estas lesdes possuem maior atividade metabdlica
e potencial proliferativo, sendo tipicamente mais ativas e expansivas que 0s cistos
periapicais residuais, conforme sugeriram Pulhez (2004), Suzuki et al. (2001) e
Suzuki et al. (2002), uma vez que maior expressédo do VEGF tem sido reportada em
lesGes na fase tipicamente proliferativa (TAKAHASHI et al., 1994).

Partindo da premissa que a atividade metabdlica das lesbes periapicais esta
relacionada com o grau de inflamagé&o, analisou-se o niumero de células do tecido
conjuntivo imunorreativas para o VEGF em relacdo a intensidade do infiltrado
inflamatorio. Lesbes com intenso infiltrado inflamatorio apresentaram maior mediana
em relacdo ao numero de células imunorreativas ao VEGF, em comparacdo com
lesbes com infiltrado inflamatorio leve ou moderado. Este resultado foi
estatisticamente significativo (p<0.01) e concorda com o0s estudos sobre a
angiogénese das lesGes periapicais que demonstraram relacdo positiva entre a
expressdo de fatores angiogénicos e a intensidade do infiltrado inflamatério
(GRAZIANI et al., 2006; LEONARDI et al., 2003; MOLDAUER; VELEZ; KUTTLER,
2006; TETE’ et al., 2005).

Esta observacdo confirma a importancia relatada por Griffoen e Molena

(2000) do VEGF nas lesdes inflamatérias cronicas, no caso as periapicais mais



ativas, uma vez que as células do infiltrado inflamatorio, ativadas e em proliferacao,
requerem continua demanda de nutrientes e oxigénio e, para tanto, estimulam a
producdo e secrecdo do VEGF para inducdo da angiogénese. Além disso, o
aumento da permeabilidade vascular promovida por este fator determina continua
migracdo das células inflamatdrias e contribui para o aumento da intensidade do
infiltrado inflamatorio (GRAZIANI et al., 2006; LEONARDI et al., 2003).

No tocante a expressao do VEGF nas células epiteliais, Leonardi et al. (2003)
verificaram forte imunorreatividade em todas as camadas do revestimento epitelial
das lesbes periapicais, caracteristica igualmente observada neste estudo. A analise
da expressao do VEGF no revestimento epitelial dos cistos revelou tendéncia a forte
imunorreatividade tanto nos cistos periapicais (55%) quanto nos cistos periapicais
residuais (70%), padrédo observado também nos casos de epitélio atréfico (66,7%) e
hiperplasico (55,6%), ndo havendo, contudo, diferenca estatisticamente significativa
na intensidade de expressao epitelial de VEGF entre os dois tipos de cistos (p>0.05)
e entre 0s cistos com revestimento epitelial atréfico e cistos com revestimento
epitelial hiperplasico (p>0.05).

Apesar dos cistos periapicais residuais se apresentarem como lesdes de
menor potencial proliferativo epitelial, conforme indicaram Suzuki et al. (2001),
Suzuki et al. (2002) e Pulhez (2004), no presente estudo, foi observada forte
expressdo do VEGF no revestimento epitelial destas lesbes, independente da
espessura do revestimento cistico. Dessa forma, apesar do menor estimulo
antigénico recebido e, consequentemente, inflamacdo menos intensa, a expresséo
de VEGF no revestimento epitelial dos cistos periapicais residuais em percentuais
similares aos dos cistos periapicais, sugere a existéncia de um potencial de
crescimento para estas lesdes.

Os resultados obtidos neste, em adicdo aos dos outros estudos das lesbes
periapicais (GRAZIANI et al., 2006; LEONARDI et al., 2003) e de outras lesbes
cisticas (SATO et al.,, 1997; VAQUERO et al.,1999), reforcam a participacdo do
VEGF na patogénese dos granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos
periapicais residuais. O VEGF expresso pelos fibroblastos, células inflamatorias,
endoteliais e epiteliais destas lesdes contribui para a manutencéo e a expanséo das
lesBes periapicais por diversos mecanismos. Além de estimular a formacgao de novos
vasos, aumentando o suprimento de oxigénio, ocasiona permeabilidade vascular

persistente em vasos pré-existentes, permitindo a deposicdo de matriz rica em



fibrina necessaria para a migracéo celular, acimulo de células inflamatodrias, e, mais
tardiamente, de fluido na cavidade cistica (GRAZIANI et al., 2006; LEONARDI et al.,
2003). Adicionalmente, o VEGF também contribui para o desenvolvimento das
lesGes periapicais auxiliando no processo de reabsorcdo Ossea e atuando
diretamente no recrutamento de osteoclastos (TETE’ et al., 2005).

E interessante ressaltar que muitas moléculas envolvidas na inducdo da
expressdo do VEGF, tais como a IL-1, a IL-8, TNF-a e TGF-3, também tém sido
reportadas em niveis aumentados nas lesdes periapicais (BANDO et al., 1993;
MEGHJI et al. 1996; STASHENKO et al., 1994; TAKAHASHI, 1998; TORABINEJAD,
1994). Desta forma, a acdo de outros fatores, como as proteases e citocinas, no
desenvolvimento e evolugdo destas lesbes ndo deve ser desprezada, ja que
intensificam a resposta tecidual a agdo deste fator angiogénico.

A mensuracdo vascular é considerada um valioso indicador do potencial
angiogénico das lesdes periapicais (GRAZIANI et al., 2006). Embora haja opinides
conflitantes em relagdo a indicacdo do marcador imuno-histoquimico que ofereca
melhores resultados na quantificagdo da angiogénese, os anticorpos anti-CD31 e
anti-FVW sdo os mais recomendados na literatura (FREITAS et al., 2005; GLEICH et
al., 1997; JACQUEMIER et al., 1998; PAZOUKI et al., 1997; SHOR et al., 1998;
SION-VARDY et al., 2001; SOUZA; FREITAS; MIRANDA, 2007; TAKAHASHI et al.,
1994; TOMODA et al., 1999). Destes, o anticorpo anti-FVW tem apresentado
melhores resultados por determinar imunomarcagcdo mais uniforme e de mais facil
interpretacdo (FREITAS et al., 2005; GLEICH et al., 1997; SION-VARDY et al., 2001,
SOUZA; FREITAS; MIRANDA, 2007) e por esta razao optou-se pela utilizacdo deste
anticorpo para quantificacado da vascularizagédo neste experimento.

Todos os espécimes de granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos
periapicais residuais exibiram marcacdo positiva para o anticorpo anti-FVW. Foi
identificada imunorreatividade ao anticorpo anti-FVW em células endoteliais de vasos
sangilineos com limen conspicuo, bem como em brotamentos capilares de lumens
pouco distintos, corroborando a literatura pertinente que afirma ter o anticorpo anti-
FVW afinidade especifica por epitopos da célula endotelial, além de megacariocitos
(DAKO, 2003; GLEICH et al., 1997; SCHOR et al., 1998; TAKAHASHI et al., 1994).

No que diz respeito as técnicas para a quantificacdo da angiogénese, 0s
estudos destacam a da densidade microvascular (MVD, do inglés microvessel

density), a do volume mivrovascular (MVV, do inglés microvascular volume) e a da



contagem microvascular (MVC, do inglés microvessel count) (FREITAS et al., 2005;
MAEDA et al.,, 1995; MARINHO et al., 1997; SOUZA; FREITAS; MIRANDA, 2007;
PAZOUKI et al., 1997; SCHOR et al., 1998).

A técnica do MVV, apesar de bastante sensivel, € mais trabalhosa e tem sido
utilizada como indicador prognéstico para canceres em estagio precoce (PAZOUKI
et al., 1997), ndo se aplicando, desta forma, ao estudo em questdo. Segundo Freitas
et al. (2005), a MVC é um método de mensuracdo da angiogénese mais simples e
que ndo apresenta diferenca estatisticamente significativa entre a mensuracéo
realizada pela MVD. Dessa forma, a MVC foi adotada neste estudo, por ser um
método de quantificacdo da vascularizacdo mais rapido, de facil realizacédo, simples
e eficaz, conforme demonstrado em trabalhos anteriores (FREITAS et al., 2005;
MARINHO et al., 1997; SOUZA; FREITAS; MIRANDA, 2007).

Na contagem dos vasos que expressavam o FVW, o numero médio de vasos
imunorreativos nos granulomas periapicais foi 210,4, nos cistos periapicias 250,8 e
nos cistos periapicais residuais foi 217,0. Apesar de um maior numero meédio de
vasos imunomarcados pelo anticorpo anti-FVYW em cistos periapicais, a comparagao
das medianas demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (p>0.05), indicando, desta maneira, que a vascularizacdo é importante na
manutencao das lesdes periapicais cronicas, independente do tipo de les&o, assim
como também demonstraram Tete’ et al. (2005).

Levando em consideracdo o fato de que a intensidade do infiltrado
inflamatorio é capaz de influenciar significativamente o processo de angiogénese em
lesGes periapicais, conforme comentado anteriormente, analisou-se neste estudo o
namero de vasos imunomarcados pelo anticorpo anti-FVW em relacdo a intensidade
do infiltrado inflamatério. Lesdes com intenso infiltrado inflamatério apresentaram
maior mediana em relacdo ao numero de células imunorreativas ao FvW, em
comparacgdo com lesdes com infiltrado inflamatoério leve e moderado. Contudo, este
resultado néo foi estatisticamente significativo (p>0.05). Entretanto, quando foram os
casos que apresentavam infiltrado inflamatério leve e moderado foram agrupados,
observou-se que a mediana deste grupo para o numero de vasos imunomarcados
era inferior a mediana das lesdes com intenso infiltrado inflamataorio (p<0.05).

Neste aspecto, os resultados deste estudo concordam com os relatos da
literatura que indicam neoformacdo vascular aumentada em espécimes que

apresentam maior severidade de inflamacg&o nas lesdes periapicais (GRAZIANI et



al., 2006; TETE’ et al., 2005). Este achado reforca o papel modulador do infiltrado
inflamatorio sobre a atividade angiogénica destas lesfes.

A maior vascularizacdo observada nas lesdes de maior severidade de
infiltrado inflamatério, somada ao fato dos cistos periapicais terem apresentado, na
analise imuno-histoquimica, em numeros absolutos, maior quantidade de vasos, e,
na analise morfolégica, infiltrado inflamatorio predominantemente intenso, contribui
para a argumentacdo de que estas lesdes representam processos biologicamente
mais ativos e de maior potencial proliferativo que os cistos periapicais residuais,
como sugerido por Suzuki et al. (2001), Suzuki et al. (2002) e Pulhez (2004).

Embora a mensuracdo da vascularizacdo em espécimes teciduais seja
considerada um bom indicador do potencial angiogénico nas lesfes periapicais
(GRAZIANI et al., 2006), os marcadores utilizados rotineiramente (anti-CD31 e anti-
FVW) falham por ndo diferenciarem os vasos neoformados dos vasos pré-existentes
(GLEICH et al.,, 1997; SCHOR et al, 1998). A evidéncia neste estudo de
imunoexpressao do FVYW em brotamentos capilares, além das ceélulas endoteliais de
vasos sanguineos com lumen conspicuo, sugere a ocorréncia da angiogénese nas
lesBes estudadas, uma vez que a presenca de uma rede vascular esté relacionada
ao grau de angiogénese, pois novas estruturas vasculares podem se originar a partir
destes brotamentos através de um processo germinativo (FOLKMAN; SHING, 1992).
Apesar disto, para obter resultados mais fidedignos, relacionou-se nesta pesquisa a
imunoexpressao do VEGF, cuja principal funcdo é a inducéo a angiogénese, com a
MVC.

Com o intuito de avaliar se a expressao do FvVW exibia correlagéo significativa
com a expressdo do VEGF nos espécimes de granulomas periapicais, cistos
periapicais e cistos periapicais residuais, o teste de correlacdo de Spearman foi
aplicado nos resultados apresentados pela amostra em questdo. Os resultados
mostraram que ndo houve correlacdo entre a quantidade de células que
expressaram o VEGF e o numero de vasos que exibiram expressaram do FVW
(r=0.224; p=0.118).

Discordaram deste resultado, Graziani et al. (2006) que observaram
vascularizacdo aumentada associada a maior expressdo de VEGF pelas células do
tecido conjuntivo dos cistos periapicais. E possivel que esta discrepancia dos
resultados seja causada pela diferenca metodoldgica especialmente no que diz

respeito ao critério utilizado para mensurar a imunoexpressdo do VEGF (semi-



quantitativo), além de diferenca quanto ao anticorpo empregado para a marcacao
dos vasos sanguineos (anti-CD34), fatores que podem influenciar na mensuracao da
angiogénese segundo Schor et al. (1998).

Apesar de poucos, os estudos indicam que a angiogénese desempenha um
papel fundamental no estabelecimento e desenvolvimento das lesdes periapicais
(GRAZIANI et al.,, 2006; LEONARDI et al., 2003; TETE’ et al., 2005). As células
endoteliais pré-existentes nestas lesfes sao induzidas a proliferacdo, migracao e
formacdo de novos vasos sangiineos pelos fatores angiogénicos, principalmente o
VEGF, secretados em resposta as citocinas geradas pelo processo inflamatério
(DVORAK et al., 1995). Contudo, somente a indu¢do a angiogénese néo é suficiente
para que a neoformacdo vascular ocorra efetivamente (HAAS et al., 2000; HAAS;
MADRI, 1999; MOSES, 1997; RUNDHAUG, 2003).

A atividade proteolitica desempenha um importante papel durante a
angiogénese, uma vez que a migracdo das células endoteliais através da membrana
pericapilar, a fragmentacdo da membrana basal que precede este evento e a
subsequente migracdo das células endoteliais pela MEC do tecido que esta sendo
neovascularizado sdo alguns dos eventos angiogénicos dependentes da protedlise,
sendo esta comandada pelas MMPs (MOSES, 1997; PEPPER, 2001).

As MMPs sdo uma familia de endopeptidases que coletivamente, sao
capazes de degradar a maior parte dos componentes da matriz extracelular,
determinando sua protedlise e remodelacdo (MOTT; WERB, 2004; SORSA; VISSE;
NAGASE, 2003). Na angiogénese, contribuem de varias maneiras: liberando fatores
angiogénicos sequestrados na MEC, facilitando a migracdo das células endoteliais
pelos tecidos adjacentes através da interrupcdo das barreiras fisicas da MEC e
permitindo que os brotamentos vasculares se formem devido a degradacdo da
membrana basal de vasos sanglineos (HAAS et al.,, 2000; KENAGY et al., 1997;
PEPPER, 2001; RUNDHAUG, 2003; STERNLICHT; WERB, 2001; VALABLE et al.,
2005; ZHANG et al., 2006).

As principais MMPs envolvidas na remodelacdo da membrana basal vascular
sao as gelatinases uma vez que estas proteases tém como substrato o colageno tipo
IV e a laminina, componentes da membrana basal de vasos sanglineos. Assim,
promovem a degradacao necessaria ao brotamento vascular induzido pelos fatores
angiogéncios (ASAHI et al., 2001; KENAGY et al., 1997; LEE et al., 2007; VALABLE
et al., 2005; WANG; KEISER, 1998).



Além da remodelacdo da membrana basal vascular, a MMP-9 desempenha
outro importante papel funcional na angiogénese, pois a clivagem proteolitica do
colageno tipo IV por ela promovida culmina em exposicdo de um sitio critico
somente evidenciado em vasos sanguineos em proliferacdo, cuja ligacéo a integrina
0.B3 € essencial para que ocorra a angiogénese. Estudos demonstraram que na
auséncia da MMP-9 ocorre reducdo da exposicdo destes sitios e consequente
reducdo da neoformacdo vascular em aproximadamente 75%, enquanto que a
reducdo promovida pela auséncia da MMP-2 € minima. Desta maneira, acredita-se
que a MMP-9 seja a principal responsavel pela exposicdo destes sitios criticos para
o estabelecimento da neovascularizacdo (HANGAI et al., 2002; XU et al., 2001).

A grande evidéncia da associacdo da MMP-9 no processo de angiogénese
encontra-se nos estudos que demonstraram que o bloqueio de sua atividade por
seus inibidores seletivos naturais ou sintéticos determina inibicdo da migracéo
celular endotelial (BERGERS et al., 2000; BJORKLUND; KOIVUNEN, 2005; FODA;
ZUCKER, 2001; IURLARO et al., 1999; KENAGY et al., 1997; KOIVUNEN et al.,
1999; LEE et al., 2007; VU et al., 1998; ZHENG et al., 2006).

Diversos estudos tém demonstrado efetivo aumento da expressdo da MMP-9
em condicbes que requerem neoformagdo vascular como as tumorais,
degenerativas, vasculares, inflamatérias e infecciosas (BJORKLUND; KOIVUNEN,
2005; LEE et al., 2007; TSAI et al., 2003; TSAI et al., 2005; VICENTE et al., 2005),
incluisive nas enfermidades orais, como a carie dental, pulpite, doencas
periodontais, perimplantares e tumorais (CHANG et al., 2002; CHAUSSAIN-MILLER
et al., 2006; O'BOSKEY; PANAGAKQOS, 1998; PINHEIRO et al.,, 2004; SOUZA,
LINE, 2002; TJADERHANE et al., 1998; TSAI et al., 2003; TSAIl et al., 2005;
VICENTE et al., 2005).

Estudos recentes sobre a biologia das lesdes periapicais também destacam a
atuacao das MMPs, na patogénese das lesdes periapicais, atuando ativamente na
regulacédo da proliferacdo epitelial e migracdo do tecido epitelial, na degradacao
tecidual e remodelacdo da capsula fibrosa e da parede cistica, bem como nos
mecanismos de expansao inerentes destas lesfes, solubilizando a matriz 0ssea e
regulando o inicio da reabsorcdo (KUBOTA et al., 2000; LEONARDI; CALTABIANO;
LORETO, 2005; LIN et al., 1997; LIN et al., 2002; SHIN et al., 2002; SILVEIRA et al.,
2007; SOARES et al., 2007; TERONEN et al., 1995a, TERONEN et al., 1995b;
WAHLGREN et al., 2001; WAHLGREN et al., 2002; WAHLGREN et al., 2003).



Contudo, a despeito desta grande quantidade de artigos relacionando as
MMPs e a patogénese das lesbes periapicais, além do reconhecido papel da MMP-9
na angiogénese (ASAHI et al.,, 2001; KENAGY et al., 1997; LEE et al., 2007;
VALABLE et al., 2005; WANG; KEISER, 1998), ndo sao encontrados estudos na
literatura, envolvendo estas proteases na patogénese de lesdes periapicais no que
diz respeito a remodelacdo de membrana basal de vasos sangiiineos durante a
angiogénese.

Neste contexto, por serem as lesGes periapicais cronicas processos
inflamatoérios que requerem neoformacdo vascular, realizou-se neste estudo uma
analise imuno-histoquimica da expressdao da MMP-9 pelas células endoteliais dos
granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos periapicais residuais no intuito de
verificar a participacdo desta enzima em sua patogénese, principalmente no que diz
respeito a angiogénese.

Todos o0s casos de granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos
periapicais residuais apresentaram imunoexpressdo de MMP-9. Foi possivel
identificar imunorreatividade em células inflamatérias (linfécitos, plasmaécitos,
macrofagos e neutréfilos), fibroblastos e células endoteliais de vasos sangliineos.
Além disso, houve marcacédo variavel na matriz extracelular e nas células epiteliais
do revestimento de cistos periapicais, corroborando os achados de Kubota et al.
(2000) e Silveira et al. (2007), e cistos periapicais residuais, assim como também
evidenciaram Silveira et al. (2007). Estes autores apontaram a influéncia da MMP-9
no crescimento epitelial nas lesdes periapicais, mas nada inferiram no tocante a
angiogénese. Contudo, Wang e Keiser (1998) chamaram atencao para o fato de que
a localizacdo da MMP-9 nas células endoteliais, conforme observado neste estudo,
inidica seu papel espacialmente controlado na degradacdo da membrana basal
subendotelial, e isto € um passo crucial no estagio inicial da angiogénese.

A avaliagdo semi-quantitativa revelou marcada tendéncia a forte expresséo da
MMP-9 nas células endoteliais na maioria dos casos de granulomas periapicais
(70%) e cistos periapicais (70%). Por sua vez, 0s cistos periapicais residuais
exibiram fraca expressdo da MMP-9 no endotélio na maior parte de sua amostra
(60%). Esta diferenca no padrdo de expressao da MMP-9 pelas células endoteliais
observada entre o0s granulomas periapicais e cistos periapicais e 0s cistos
periapicais residuais reflete 0 metabolismo distinto entre estas lesfes, o que também

foi sugerido por Silveira et al. (2007) ao evidenciarem diferente padrédo de



imunomarcacdo de algumas MMPs nos cistos periapicais e cistos periapicais
residuais.

E possivel que haja uma associacdo da expressdo de MMP-9 em relacéo as
fases de desenvolvimento das lesdes periapicais, levando em consideracdo que 0s
granulomas periapicais, 0s cistos periapicais e 0s cistos periapicais residuais
representam fases distintas do mesmo processo patologico. O fato dos cistos
periapicais residuais expressarem fracamente a MMP-9 nas células endoteliais na
maior parte de sua amostra pode ter relacdo com a menor atividade proliferativa
destas lesdes, sugerida por Suzuki et al. (2001), Suzuki et al. (2002) e Pulhez
(2004), em relacdo aos granulomas periapicais e cistos periapicais, uma vez que
para o processo de crescimento destas lesGes, a angiogénese assume primordial
importancia, havendo necessidade de ruptura da membrana basal vascular, com
clivagem de proteinas que séo o substrato preferencial da MMP-9, como o colageno
tipo 1V, segundo Asahi et al. (2001), Bjorklund e Koivunen (2005); Kenagy et al.
(1997), Lee et al. (2007), Valable et al. (2005), Wang e Keiser (1998) e Xu et al.
(2005).

A MMP-9 diferencia-se por sua expressao altamente regulada, ndo sendo
sintetizada constitutivamente como a MMP-2 mas, induzida por um acionamento
adequado, o qual pode ser fornecido pelas células inflamatérias, através de
associacdo direta entre as células, por exemplo, linfécitos e mondcitos, ou da
secrecéo de citocinas, como a IL-1, o TNF-a, TGF-B. Adicionalmente, alguns tipos
de leucocitos podem ativar quimicamente a MMP-9, removendo o0 grupamento
sulfidril-cisteina no pré-dominio (MATTU et al., 2000, OPDENAKKER; VAN DEN
STEEN; VAN DAMME, 2001; XU et al., 2005).

Neste contexto, realizou-se analise da expressdo da MMP-9 nas células
endoteliais em relacdo a intensidade do infiltrado inflamatorio, a qual revelou
associacdo significativa entre a forte imunoexpressdo de MMP-9 em células
endoteliais e a presenca de intenso infiltrado inflamatério. Do total das lesdes que
apresentaram leve infiltrado inflamatério a maior parte da amostra (80%) exibiu fraca
expressdo da MMP-9 nas células endoteliais. Por outro lado, as lesées de moderado
infiltrado inflamatério tenderam a forte expressdao da MMP-9 (55,6%), assim como as
lesbes de intenso infiltrado inflamatério (72,2%). Agrupando-se 0S casos que
apresentaram infiltrado inflamatorio leve e moderado e comparando-os com os de

intenso infiltrado inflamatério, a analise estatistica revelou valor de p=0,055, o qual



pode ser considerado como situado no limiar da significancia estatistica.

Estes resultados contribuem para a determinagcdo de maior atividade
proliferativa nos granulomas periapicais e cistos periapicais em relacdo aos cistos
periapicais residuais, uma vez que as lesbes de intenso infiltrado inflamatorio,
representadas caracteristicamente pelos granulomas periapicais e cistos periapicais
no estudo morfolégico, exibiram forte imunoexpressdo da MMP-9. Vale ressaltar o
fato de que alguns estudos tém relacionado a expressao aumentada da MMP-9 com
a expansdo e reabsorcdo Ossea das lesdes periapicais, sendo esta protease
essencial na completa degradacdo do colageno da matriz 6ssea ndo mineralizada,
atividade associada a clivagem inicial realizada pela MMP-1 (OKADA et al., 1995;
TERONEN et al., 1995b).

Além da inducdo pelas células inflamatdrias e suas citocinas, tem sido
demonstrado que fatores angiogénicos determinam aumento da expressao da MMP-
9 (HOLBORN et al., 2007; LEE et al., 2007; VALABLE et al., 2005; WANG; KEISER,
1998; ZHENG et al., 2006). No presente estudo, avaliando-se a expressao da MMP-
9 em células endoteliais em relagdo ao numero de células imunopositivas para o
VEGF, verificou-se que lesdes com forte imunoexpressao de MMP-9 apresentaram
maior niumero de células imunopositivas para o VEGF que as lesGes que exibiram
fraca ou moderada expressdo da MMP-9 (p<0.01), corroborando os relatos da
literatura supramencionados.

Na verdade, segundo Holborn et al. (2007), no tocante a relacdo da MMP-9
com o VEGF, ha um feedback positivo entre as duas moléculas em condi¢cdes de
hipéxia, como a encontrada nas lesdes periapicais cronicas. O VEGF induz a
expressao génica da MMP-9 pelas células endoteliais por meio de uma sinalizacéo
autocrina e, da mesma forma, a MMP-9 determina aumento da expressédo do VEGF
pela estimulacdo da sua transcricdo génica e secrecédo. Esta relagdo entre a MMP-9
e o VEGF também foi indicada por Bergers et al. (2000), Belotti et al. (2003), Lee et
al. (2007), Valable et al. (2005) e Wang e Keiser (1998).

Desta maneira, pode-se sugerir que a MMP-9 favorece a angiogénese nas
lesGes periapicais ndo somente pela remodelacdo da membrana basal dos vasos
sanguineos, mas também pela inducdo da sintese e secrecdo de potentes fatores
angiogénicos indutores da proliferacdo endotelial. Adicionalmente, ao realizar a
protedlise da MEC, a MMP-9 libera VEGF e ativa TGF-$ produzidos pelas células

ativadas pelo estimulo angiogénico, que estavam sequestrados na MEC (HAAS et



al.,, 1999; HAAS; MADRI, 1999; ODA et al., 1999). Por sua vez, estes fatores
angiogénicos induzem alteracbes nas células endoteliais, as quais aumentam a
expressao dos fatores transcricionais, de algumas MMPs (MT1-MMP, MMP-1, MMP-
3 e MMP-9), de subunidades de integrinas (33) e de receptores, como o CD40. Uma
vez reconhecidos pelas células T abundantes em processos inflamatérios crénicos,
estes receptores determinam aumento da ativacdo da MMP-2, inducéo a sintese e
secrecdo da MMP-9 e aumento da expressdo da MMP-1 e MMP-3 intersticiais,
favorecendo a angiogénese (BJORKLUND; KOIVUNEN, 2005; STERNLICHT;
WERB, 2001; YU; STAMENKOVIC, 2000).

Apesar de diversos trabalhos ressaltarem a importancia das MMPs para a
angiogénese, os estudos encontrados na literatura sobre a vascularizagcdo das
lesGes periapicais ndo avaliaram a relagao das MMPs neste processo.

A analise da intensidade de expressao de MMP-9 em células endoteliais em
relacdo ao numero de vasos sangiineos imunomarcados com o anticorpo anti-FvwW
revelou que lesdes com forte imunoexpressdo de MMP-9 em células endoteliais
apresentaram maior nimero de vasos imunomarcados com anticorpo anti-FvW que
as lesdes com fraca ou moderada imunorreatividade a este anticorpo (p=0,051).
Este resultado indica o importante papel da MMP-9 na neoformacdo vascular das
lesdes periapicais, processo essencial para o estabelecimento e desenvolvimento
destas lesdes.

Em conjunto, os resultados do presente estudo revelam uma importante
influéncia da intensidade do infiltrado inflamatorio sobre o numero de vasos
sanglineos, a expressao de MMP-9 em células endoteliais e a expressdo de VEGF
em células do tecido conjuntivo, em todos os espécimes estudados. Em virtude do
maior desafio antigénico, granulomas periapicais e cistos periapicais revelam maior
expressdo de VEGF e MMP-9, bem como maior nimero de vasos, em comparacao
com cistos periapicais residuais. Coerentemente, tais achados concordam com a
existéncia de um ambiente metabolicamente mais ativo em granulomas periapicais e
cistos periapicais, sugerindo uma maior capacidade de crescimento e expansao
nestas lesoes.

Apesar da menor expresséo de VEGF e da menor quantidade de vasos, 0s
resultados obtidos nesta pesquisa revelam a existéncia de um potencial de
crescimento para os cistos periapicais residuais. Em decorréncia da forte expresséo

de VEGF nas células do revestimento epitelial dos cistos periapicais residuais, é



possivel que este componente atue como mantenedor de um status de
permeabilidade vascular aumentada nestas lesbes, favorecendo o acumulo de
liquido no interior da cavidade cistica. Desta forma, a expressao epitelial de VEGF
nos cistos periapicais residuais ndo apresentaria, como papel principal, estimulo a
formagéo de novos vasos sangiineos.

E importante ressaltar que os resultados obtidos neste estudo impdem
limitacbes para inferéncias mais conclusivas a respeito da angiogénese nas lesées
periapicais. Mais estudos devem ser conduzidos, empregando outros fatores de
crescimento vascular, para melhor entendimento da complexidade do processo de
angiogénese no desenvolvimento e evolucdo das lesbes periapicais, 0 que podera

sugerir novas oportunidades terapéuticas para estas lesdes.



7 CONCLUSOES

Com base na metodologia delineada para o presente experimento, pode-se

concluir:

a) o VEGF pode atuar como importante estimulo a expressdo de MMP-9
em células endoteliais de vasos sanguineos, influenciando o processo de
angiogénese em granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos
periapicais residuais;

b) a maior quantidade de vasos em lesGes com forte expressdo de MMP-9
em células endoteliais (p<0.01), sugere participacdo importante desta
protease no processo de angiogénese nas lesdes estudadas;

c) a intensidade do infiltrado inflamatério desempenha importante
influéncia no numero de vasos sanglineos, identificados através da
expressdo do FVW, na expressdao de MMP-9 em células endoteliais e na
expressdo de VEGF em células do tecido conjuntivo, nas lesbes do
presente estudo;

d) a forte expressdao do VEGF no revestimento epitelial dos cistos
periapicais residuais sugere a existéncia de um potencial de crescimento
nestas lesbes, provavelmente em virtude da manutencdo de um status de

permeabilidade vascular aumentada.
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APENDICES

APENDICE A Ficha de avaliacdo morfoldgica dos granulomas periapicais.

Intensidade do infiltrado inflamatério
Casos

Leve Moderado Intenso




APENDICE B Ficha de avaliagdo morfologica dos cistos periapicais e cistos
periapicais residuais.

Intensidade do infiltrado inflamatério Espessura do epitélio

Casos
Leve Moderado Intenso Atréfico Hiperplasico




APENDICE C Ficha de avaliacdo da expressdo imuno-histoquimica do VEGF no
tecido conjuntivo dos granulomas periapicais.

Expressédo imuno-histoquimica do VEGF no tecido
conjuntivo

Casos Campos

1 2 3 4 5

“+" células positivas
“-" células negativas



APENDICE D Ficha de avaliacdo da expressdo imuno-histoquimica do VEGF no
revestimento epitelial dos cistos periapicais e cistos periapicais

residuais.
Expressédo imuno-histoquimica do Expressédo imuno-histoquimica do VEGF no
VEGF no tecido conjuntivo revestimento epitelial
Casos Campos
1 2 3 4 5 Negativa Fraca Moderada Forte
+ -+ -+ -+ -]+ -

“+” células positivas
“-" células negativas




APENDICE E Ficha de avaliagdo da expressdo imuno-histoquimica do FVW nos
granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos periapicais
residuais.

Expressado imuno-histoquimica do FvW

Casos Campos
1 2 3 4 5




APENDICE F Ficha de avaliacdo da expressdo imuno-histoquimica da MMP-9 nos
granulomas periapicais, cistos periapicais e cistos periapicais
residuais.

Expressédo imuno-histoquimica da MMP-9

Casos
Negativa Fraca Moderada Forte




ANEXO

ANEXO A Documento de aprovacao do projeto de pesquisa (135/2007) pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia.
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Titulo do Projeto: “Expressdo imuno-histoquimica das gelatinases e fatores angiogénicos
em granulomas e cistos periapicais”.

Pesquisadora Responsédvel: Patricia Alvarez Ruiz

Data de Entrada: 03/12/2007.

Com base nas Resolugdes 196/96, do CNS/MS, que regulamenta a ética da pesquisa
em seres humanos, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de
Ciéncias da Saide da Universidade de Brasilia, apds andlise dos aspectos éticos e do
contexto técnico-cientifico, resolveu APROVAR o projeto 135/2007 com o titulo:
“Expressdo imuno-histoquimica das gelatinases e fatores angiogénicos em granulomas e
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