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RESUMO

Introducio: A lesdo periapical representa a resposta imunoin-
flamatéria devido ao aumento do nimero e progressdo de
micro-organismos advindos dos canais radiculares contami-
nados em diregido aos tecidos apicais e periapicais, resultando
em reabsorgdo dssea. O objetivo desta revisdo serd abordar a
importancia das metaloproteinases da matriz no desenvolvi-
mento das lesGes periapicais e sua modulagdo durante a fase de
reparacdo tecidual depois de instituido o tratamento endod6-
ntico. Revisdo da literatura: A patogénese da lesdo periapical
envolve a degradagdo progressiva de diversos componentes
da matriz extracelular. Dentre as proteases responsaveis pela
degradagdo destes componentes estdo as metaloproteinases
da matriz (MMPs). Estas proteinases s3o expressas em res-
posta a estimulos especificos pelas células residentes do tecido
conjuntivo durante o processo de remodelagdo tecidual e por
células inflamatérias que invadem os tecidos durante eventos
inflamatdérios. As MMPs foram descritas em lesdes periapicais
experimentais e em humanos e existem evidéncias de que
estas enzimas apresentam padrdes de expressdes diferentes
em granulomas e cistos periapicais. A terapia endodéntica é
importante para a redugdo da inflamacgdo periapical assim
como da sintese das MMPs, principalmente quando utilizado
um curativo de demora a base de hidréxido de célcio. Con-
clusdo: As lesdes periapicais apresentam alta expressdo de
metaloproteinases da matriz e o tratamento endodéntico em
dentes com lesdo periapical resulta em menor expressdo de
MMPs quando comparado as lesdes periapicais ndo tratadas.
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loma periapical.
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ABSTRACT

Introduction: Apical periodontitis represents a local immune
response directed against the progression of microorganisms
from the dental pulp to the apical foramen and periapical
tissues, which results in bone and dental resorption. The aim
of this review is to describe the expression of this group of
proteases in apical periodontitis and its modulation during
the periapical healing phase following root canal treatment.
Literature review: The pathogenesis of apical periodontitis
involves degradation of several extracellular matrix components.
Matrix metalloproteinases (MMPs) are expressed in response
to specific stimuli by resident cells of connective tissue during
tissue remodeling and by inflammatory cells that arrive into
the surrounding tissues during inflammatory events. MMPs
have been reported in apical periodontitis, either experimentally
induced or obtained from humans and there is evidence that
these enzymes show different expression patterns in granu-
lomas and periapical cysts. Root canal therapy is important
for the reduction of periapical inflammation as well as the
synthesis of MMPs, especially when using a calcium hydro-
xide-based dressing. Conclusion: Apical periodontitis show
high expression of matrix metalloproteinases and root canal
treatment results in less expression of MMPs when compared
to untreated apical periodontitis.

Keywords: Endodontics. Peptide hydrolases. Extracellular matrix.
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*Departamento de Clinica Infantil, Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

Autor de correspondéncia: Marcio Santos de Carvalho - E-mail: marsantcar@gmail.com

Data de envio: 01/04/2020 | Data de aceite: 25/06/2020

95


https://orcid.org/0000-0001-8559-532X
https://orcid.org/0000-0002-1044-0937
https://orcid.org/0000-0002-4464-7506
https://orcid.org/0000-0001-7659-7673
https://orcid.org/0000-0002-0827-5637
https://orcid.org/0000-0003-2900-5000
https://orcid.org/0000-0001-7118-6859

F POA
Metaloproteinases da matriz: papel no desenvolvimento das lesoes periapicais... R\J

INTRODUCAO

A lesdo periapical representa a resposta imunoinflamatéria localizada devido ao
aumento do nimero e progressdo de micro-organismos advindos dos canais radiculares
contaminados em direg¢io aos tecidos apicais e periapicais resultando em reabsor¢io 6ssea e
dentéria. A reacdo inflamatdéria periapical é composta por um infiltrado inflamatério misto,
caracterizado pela presenca de neutréfilos, linfécitos T e B, plasmécitos e macréfagos, com
maior prevaléncia de cada tipo celular dependendo do estdgio da doenca®>.

A importancia dos micro-organismos no desenvolvimento da lesdo periapical é am-
plamente conhecida, apds estudo cldssico que demonstrou que a exposicdo pulpar em ratos
germ-free nio levou a formacgdo de lesdo periapical, enquanto em animais convencionais
houve desenvolvimento da lesio 15 dias apés contaminacgio do tecido pulpar®. Em humanos,
nos dentes com lesdo periapical visivel radiograficamente, as bactérias estio amplamente
distribuidas no sistema de canais radiculares e nas lacunas de reabsor¢io do cemento, seja
na forma isolada ou formando extensos biofilmes microbianos*.

No exame histopatolégico a lesdo periapical pode ser classificada em cistos radiculares
e granulomas periapicais’. O cisto radicular é o mais comum dentre os cistos odontogénicos,
é caracterizado pela presenca de um infiltrado inflamatério envolvido em uma cépsula de
tecido conjuntivo fibroso revestida por um epitélio com um ldmen contendo liquido e res-
tos celulares. Os granulomas periapicais por outro lado, sdo constituidos por um infiltrado
inflamatério ao redor do 4dpice de um dente sem vitalidade pulpar e consistem de um tecido
granulomatoso, circundado por uma céapsula de tecido conjuntivo fibroso®.

A presenca de micro-organismos, particularmente os anaerébios gram-negativos, no
sistema de canais radiculares e nas lacunas de reabsor¢io do cemento, pés-tratamento de
canais radiculares, é considerada uma das principais causas de persisténcia da lesdo periapical
e, portanto, do insucesso do tratamento endoddntico®’. Ainda, em modelos experimentais
de doenca periodontal ou de lesio periapical, a presenca de bactérias estimula a resposta
inflamatoéria local e a producdo intensa de proteases que degradam o meio extracelular e
facilitam o processo de reabsorc¢io 6ssea”®.

Dentre as proteases responsaveis pela degradacdo dos componentes da matriz ex-
tracelular estdo as metaloproteinases da matriz (MMPs). Estas proteinases sio expressas
em resposta a estimulos especificos pelas células residentes do tecido conjuntivo durante
o processo de remodelacio tecidual, bem como por células inflamatérias que invadem os
tecidos durante eventos inflamatdérios®*.

As metaloproteinases da matriz sio compostas por 25 protefnas incluindo: colagenases
(MMP-1,-8 e -13), gelatinases (MMP-2 e -9), estromelisinas (MMP-3, -7 e -10), matrilisinas
(MMP-7 e -26), MMPs tipo membrana (MMP-14, -15, -16, -17 e -24) e outras MMPs, caracte-
rizadas de acordo com substrato’. Durante a destruicido tecidual na doenca periodontal, as
metaloproteinases da matriz sdo consideradas mediadores importantes para a degradagio
do coldgeno e, portanto, da perda de inser¢do do elemento dental®*.

Durante a reabsorcio éssea, a metaloproteinase da matriz-1 (MMP-1) desempenha um
importante papel na desorganizac¢io do tecido ostedide que recobre os tecidos mineralizados,
possibilitando a reabsorc¢do 6ssea'™*. As metaloproteinases da matriz tém sido descritas em
lesGes periapicais de humanos” ™ e evidéncias indicam que a presencga de polimorfismos de
nucleotideo tinico (SNPs) podem resultar em lesdes periapicais fenotipicamente distintas®.
Ainda, o reconhecimento e caracterizacdo da expressdo de metaloproteinases da matriz em
lesdes em humanos é importante no sentido de esclarecer se a lesdo periapical experimen-
talmente induzida em modelos animais representa a resposta inflamatéria periapical em
nivel translacional. Dessa maneira, o objetivo desta revisdo serd abordar a importincia das
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metaloproteinases da matriz no desenvolvimento das lesdes periapicais e sua modulagio
durante a fase de reparacio tecidual depois de instituido o tratamento endodéntico.

REVISAO DA LITERATURA

foi realizada uma revisdo de estudos disponiveis na literatura por meio da busca biblio-
grafica nas bases de dados eletréonicos PUBMED/MEDLINE, LILACS, Science Direct e Scielo
(Scientific Eletronic Library), no periodo de 1965 & 2020. Para a pesquisa foram utilizados os
seguintes descritores: “Lesdo Periapical”, “Metaloproteinase da Matriz”, “Periodontite Apical”,
“Granuloma Periapical” e “Cisto Radicular”. Como critérios de inclusio, foram adotados os
artigos escritos em inglés, espanhol e portugués; aqueles que se enquadravam no enfoque
do trabalho e os mais relevantes em termos de delineamento das informacgdes desejadas. A
amostra foi constituida por 120 trabalhos, dos quais, apds leitura criteriosa do resumo, 42

trabalhos foram incluidos na revisio de literatura.

Durante o desenvolvimento da lesdo periapical os diversos componentes da matriz
extracelular sio progressivamente degradados, principalmente devido & contaminacio
microbiana do sistema de canais radiculares®. Dentre estes componentes estdo o coldgeno,
a fibronectina, a laminina e as proteoglicanas de baixo peso molecular”. A marcante de-
sorganizacgdo das fibras coldgenas na lesido periapical pode ser potencialmente causada por
metaloproteinases da matriz, enzimas importantes tanto para a remodelagdo como para a
destruicido tecidual. A presenca de microrganismos no sistema de canais radiculares esta
associada a presenca de severa desorganizacio tecidual e a maior expressdo de metalopro-
teinases da matriz na regido periapical”®.

As metaloproteinases da matriz participam dos estdgios iniciais da desorganizagio
do tecido pulpar em eventos inflamatdérios ndo controlados, como no caso de uma pulpite
irreversivel”. Com a progressdo da necrose tecidual para a regido apical, concomitantemente
a contaminacio dos canais radiculares, existe um recrutamento de células inflamatérias para
os tecidos periapicais e reabsor¢ido do tecido 6sseo na regido periapical®.

As metaloproteinases da matriz estdo envolvidas na lesdo periapical de humanos e
importancia dessas proteases na patogénese da lesdo periapical, principalmente para dife-
renciar cistos e granulomas periapicais de humanos foi demonstrada por meio da avaliagdo
da expressdo e atividade de metaloproteinases da matriz utilizando microarrays de DNA,
zimografia in situ e imunohistoquimica™*. As metaloproteinases da matriz foram imuno-
marcadas em tecidos periapicais de humanos previamente e foi proposto que as MMP-1, -8,
-9 e -13 estdo envolvidas na expansdo das lesdes periapicais*?'. Por meio de zimografia in
situ, foi demonstrada a presenca e alta densidade de metaloproteinases da matriz ativas,
principalmente na drea com maior concentragdo de células inflamatdrias nos granulomas
periapicais®.

Durante a formacgio da lesdo periapical experimental em ratos existe alta expressao
de MMP-2 e -9 até por volta de 21 dias pés-contaminacdo dos canais radiculares, periodo
este caracterizado por uma alta densidade de polimorfonucleares neutréfilos nos tecidos.
Com o passar do tempo e cronicidade do processo, por volta de 30 dias, hd maior prevalén-
cia de células mononucleadas e proliferacdo de células epiteliais na lesdo periapical, com
menor expressio de metaloproteinases da matriz, sugerindo um possivel mecanismo para
as metaloproteinases da matriz na transformag¢do de granuloma para cisto periapical. Em
estagios avangados da progressdo da lesdo periapical, padrdo similar de reducido tempo-de-
pendente da expressio de MMP-12 foi observado®**. As metaloproteinases da matriz também
representam um mecanismo por meio do qual as lesdes periapicais sdo exacerbadas em ratas
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ovariectomizadas, concomitantemente a maior expressdo de marcadores da osteoclastogénese
e citocinas pré-inflamatorias®.

Estudos prévios demonstraram que a expressio de MMP-1 em cistos periapicais de
humanos esta restrita ao tecido epitelial circundando a lesdo, macréfagos subepiteliais, fi-
broblastos e células endoteliais, enquanto durante o desenvolvimento da lesdo periapical de
ratos, observou-se a expressio de MMP-1 em regides do tecido ésseo que estdo em processo
de reabsorcdo ativa®**. Por outro lado, foi relatado que a expressio de MMP-9 e -13 foi mais
intensa na zona de células inflamatorias na lesdo, indicando que diferentes metaloproteinases
da matriz sdo produzidas e secretadas em sitios distintos, por células que compde a lesdo
periapical™?>*. Estes resultados sugerem que cada metaloproteinase da matriz desempenha
um papel especifico na patogénese da lesdo periapical. Estudos demonstraram fungdes di-
vergentes para as metaloproteinases da matriz durante o desenvolvimento e progressdo das
lesdes periapicais, estimulando a expansdo da lesdo intradssea ou inibindo sua progressio®.
Existem evidéncias de que a sintese de MMP-9 pelas células presentes no microambiente
periapical seja regulada via receptor de reconhecimento de padrio microbiano toll-2 (TLR2)
e da proteina adaptadora MyD88 quando ativados por micro-organismos advindos da ca-
vidade bucal”. Estes dados e os resultados do presente trabalho mostram que é importante
caracterizar o perfil de metaloproteinases da matriz no desenvolvimento da lesdo periapical
previamente a utilizagdo terapéutica de pan-inibidores, que inibem inespecificamente me-
taloproteinases com funcdées distintas®*°.

A auséncia de desorganizacio tecidual ou a presenca de desorganizacido leve podem
ser consideradas sucesso do tratamento endoddntico, levando-se em considerag¢do a dura-
¢do do periodo de acompanhamento. Esses desfechos foram encontrados nos dentes com
vitalidade pulpar submetido ao tratamento endoddntico ou nos dentes com lesdo periapical
submetidos ao tratamento endodoéntico utilizando o hidréxido de cdlcio como curativo de
demora. Nos dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endodéntico utilizan-
do o hidréxido de célcio como curativo de demora foi evidenciado menor porcentagem de
raizes contaminadas pés-tratamento endoddntico, possivelmente devido a atividade anti-
microbiana atribuida ao hidréxido de célcio®*. Em dentes com lesido periapical submetidos
ao tratamento endodéntico utilizando o hidréxido de cdlcio como curativo de demora, foi
observado um menor indice de atividade inflamatéria acompanhando por um aumento do
numero de fibroblastos na regido periapical. Nas células presentes na regido periapical havia
menor expressio de MMP-2, -8 e -9 do que nos dentes com lesdo periapical sem tratamento
ou naqueles submetidos ao tratamento endodéntico em sessdo tnica’. Por outro lado, nos
dentes com lesdo periapical submetidos ao tratamento endodéntico em sessdo tnica, havia
persisténcia de bactérias pds-obturagdo dos canais radiculares e desorganizagdo do tecido
conjuntivo, indicando um reduzido reparo periapical. A persisténcia de microrganismos no
sistema de canais radiculares é considerada um dos responsaveis pela manuten¢io de um
infiltrado inflamatdrio crénico periapical®®® e presenca de metaloproteinases da matriz”*®
poOs-tratamento de canais radiculares.

In vitro, células da linhagem osteobldstica MG63 estimuladas com lipopolissacarideo
(LPS) extraido de Prevotella nigrescens expressaram grande quantidade de RNAm para
MMP-1. Quando o LPS foi misturado ao hidréxido de calcio, houve menor expressio de RNAmM
para MMP-1 com maior expressdo do inibidor tecidual de metaloproteinases da matriz-1
(TIMP-1)**. Entretanto esses efeitos ndo podem ser diretamente atribuidos ao hidréxido de
célcio, uma vez que é amplamente conhecido que o hidréxido de célcio é capaz de hidrolisar
o LPS bacteriano in vitro e, portanto, inibir seus efeitos téxicos in vivo*»*. Dessa maneira, a
menor expressdo de RNAm para MMP-1 poderia ser um efeito indireto do pré-tratamento do
LPS com hidréxido de célcio e, portanto, de sua inativa¢do. Por outro lado, in vivo, o efeito
inibitério do hidréxido de cédlcio na sintese de MMP-9 ndo foi confirmado em um estudo
clinico randomizado em humanos®®.
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A inabilidade para identificar a natureza da lesdo periapical torna o progndstico
imprevisivel, uma vez que cistos geralmente ndo reparam apés tratamento endodoéntico
convencional e requerem procedimentos cirtrgicos adicionais®. Com relagio as MMPs,
padrdes distintos de imunomarcagio foram observados em cistos e granulomas em estudos
prévios. A camada de células epiteliais nos cistos estava positivamente corada para MMP-2,
-9 e -13, embora tenha exibido baixa atividade enzimdtica que pode ser devido a reduzida
matriz extracelular nos tecidos epiteliais®®. Por outro lado, no tecido conjuntivo de ambas
as lesdes, onde as células inflamatdrias estdo localizadas, foi detectada atividade enziméati-
ca de metaloproteinases da matriz. No estroma da lesio, a expressio de MMP-2 era difusa
pela matriz extracelular e as células exibiram fraca marcacido citoplasmética. MMP-9 e -13
estavam localizadas e mais evidentes na zona de células inflamatérias, com forte marcacio
intracelular. De modo singular, os granulomas periapicais apresentaram alta expressio de
MMP-13 e um padrio de expressio de MMP-9 nas células polimorfonucleares, diferente-
mente dos cistos. Por outro lado, foi demonstrado também que a expressio aumentada de
MMP-9 estava relacionada a expansio de cistos radiculares', o que reduz a aceitabilidade
desta enzima como um marcador de especificidade de granulomas periapicais. Nao obstan-
te, independentemente destes achados, as metaloproteinases da matriz estdo diretamente
relacionadas a expansio das lesGes periapicais.

A simultinea e mais evidente expressdo de MMP-9 e -13 em granulomas sugere um
mecanismo de regulagdo coordenado destas proteases na dindmica da lesdo periapical. A
interagdo entre MMP-9 e -13 se devem ao fato de que a MMP-13 é capaz de ativar a MMP-9,
o que poderia explicar a atividade enzimdatica mais intensa observada em granulomas peria-
picais®. A expressio de MMP-9 em polimorfonucleares representa um achado interessante,
uma vez que essas células apresentam um mecanismo distinto de regulacio de metalopro-
teinases da matriz. A sintese de MMP-9 estd completa quanto os polimorfonucleares fazem
a diapedese e a regulacio dessa enzima é mediada pela liberacdo de granulos citoplasméticos
e ndo por eventos transcripcionais®*“°. Além disso, em geral, a atividade das metaloprotei-
nases da matriz é regulada por mecanismos pés-transcri¢do via clivagem do pré-peptideo
ou por inibidores teciduais de metaloproteinases da matriz e, dessa maneira, a atividade de
qualquer metaloproteinase da matriz ndo necessariamente é o reflexo da expressdo génica®.

Por meio de microarrays de cDNA especifico para detectar RNAm para moléculas
componentes da matriz extracelular, foi demonstrado que algumas metaloproteinases da
matriz sio mais expressas em cistos e granulomas periapicais de humanos do que no liga-
mento periodontal sadio. Além disso, maior atividade gelatinolitica foi detectada em granu-
lomas periapicais, especificamente na drea com maior concentracgdo de células inflamatérias
e, por meio de imunomarcacio, foi confirmada a presenca de MMP-9 e -13 no processo. A
literatura tem demonstrado que pacientes com lesdo periapical visivel radiograficamente
apresentaram expressio de MMP-2 e MMP-9 mais alta do que individuos-controle sadios,
por meio de andlise do fluido crevicular, porém a identidade da lesdo nio foi caracterizada
microscopicamente. Uma vez que no presente estudo foi demonstrada expressao diferencial
de MMP-9 e -13 em cistos e granulomas periapicais, estas moléculas poderiam ser investi-
gadas como potenciais marcadores moleculares do status da lesdo periapical e exploradas
mais profundamente in vivo por meio de andlise do fluido crevicular com o objetivo de tentar
diferenciar clinicamente cistos e granulomas periapicais®.

DiscussAo

O aumento de micro-organismos no interior do canal radicular possui relagio com
o desenvolvimento de lesdo periapical*’. Micro-organismos anaerdébios Gram-negativos,

Revista da Faculdade de Odontologia de Porto Alegre, v. 61, n. 2,jul./dez. 2020 99



F POA
Metaloproteinases da matriz: papel no desenvolvimento das lesoes periapicais... R\J

no sistema de canais radiculares e nas lacunas de reabsorc¢io do cemento, pés-tratamento
endodéntico é considerado como principal causa do insucesso do tratamento®*.

As metaloproteinases da matriz sdo consideradas principais mediadores para degra-
dagdo de coldgeno e perda da inserc¢do 6ssea”'. Desempenhando um importante papel na
desestruturacio do tecido ostedide™?*. A auséncia ou presenca leve de desorganizag¢ido do
tecido favorece o sucesso do tratamento endodéntico, resultados encontrados em dentes
com vitalidade pulpar apés tratamento endoddntico e com lesdo periapical que utilizaram
curativo de demora com hidréxido de calcio®”*"*,

Por outro lado, dentes tratados em inica sessido, obtiveram a presenca de microorga-
nismos pos-obturacio e desestruturagio do tecido conjuntivo, sendo ineficaz para o reparo
periapical®®. Em tecidos periapicais humanos realizaram a imunomarcag¢io de metalopro-
teinases da matriz como MMP-1, -8, -9 e -13, estas sdo envolvidas no aumento de lesdes
periapicais®.

Devido pesquisas demonstrarem a expressido diferencial de MMP-9 e -13 em cistos e
granulomas periapicais, estas moléculas poderiam ser investigadas como potenciais mar-
cadores moleculares da lesdo periapical, e averiguar in vivo por meio de andlise do fluido
crevicular a diferenca clinica entre cistos e granulomas periapicais*. Dessa maneira, a
identificagdo de componentes moleculares da matriz extracelular pode ser a base para a
determinacido de biomarcadores da natureza da lesdo periapical e futuramente possibilitar
o diagnéstico de cistos e granulomas previamente a realizagio do tratamento endodoéntico.
Possiveis candidatos a biomarcadores incluem as metaloproteinases da matriz, proteases
responsaveis pela degradacdo do meio extracelular.

CoNCLUSAO

As metaloproteinases da matriz sio enzimas importantes nos processos bioldgicos,
desde o desenvolvimento e remodelagdo até a destruicdo tecidual. As lesdes periapicais
apresentam alta expressdo de metaloproteinases da matriz e quando os dentes com lesdo
sdo submetidos ao tratamento endodoéntico utilizando hidréxido de calcio como curativo
de demora existe menor expressio de MMPs quando comparado as lesdes periapicais nio
tratadas ou tratadas em sessdo tnica. Além disso, estas enzimas apresentam padrdes de
expressdes distintos em granulomas e cistos periapicais, o que abre perspectiva para iden-
tificagdo futura de biomarcadores.
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