Capitulo 3

Sintese e secre¢ao de enzimas
lisossomais
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A participacao dos mediadores quimicos derivados do
processo inflamatdrio agudo e cronico no mecanismo
de formacgao das lesdes inflamatorias periapicais

As enzimas lisossomais tais como a fosfatase alcalina, lisozima,
peroxidase, catepsina e colagenase’ s3o potentes enzimas
proteoliticas, localizadas no citoplasma dos neutréfilos, macréfagos e
plaguetas, presentes no tecido inflamatério periapical, que sao
secretadas por meio de dois mecanismos: (1) citotdéxico (durante a lise
celular); e, (2) secretor, durante a fagocitose.”

Metaloproteinases

As metaloproteinases classificam-se em: colagenases (MMPs-1, 8, 13,
18), gelatinases (MMPs-2, 9), estromelisinas (MMPs-3, 10, 11),
metaloproteinases tipo membrana (MMPs 14-17, 24, 25) (= MT1-6
MMPs), matrilisinas (MMP-7, 26) e metaloelastase (MMP-12). As
gelatinaases MMP 2 e 9 estdo também associadas com a invasdo e
metastases.

Atividade bioldgica das metaloproteinases

A MMP-1 fragmenta o colageno intersticial, MMP-2 fragmenta o
colageno tipo IV; MMP-3 fragmenta fibronectina, laminina,
proteoglicano; MMP-9 fragmenta principalmente o coldgeno tipo IV;
MMP-11: laminina, colageno tipo IV, proteinase; e, a MT-MMP ativa
MMP-2. Os neutréfilos também produzem metaloproteinases em
grande quantidade, tal como a MMP-8, resultando em fragmentacao
do colageno.

TIMPs (Inibidores teciduais da MMPs )
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Sdo de dois tipos: 1) - TIMP-1 é um inibidor de todas as MMPs
conhecidas. E expresso em células teciduais e em células trofoblasticas.
2) — TIMP-2, preferenciamente inibe a MMP-2. E expresso de maneira
similar a TIMP-1. E constantemente expressa durante a gravidez.

A sintese de metaloproteinases é dependente da ativacdo génica por
citoquinas

A sintese das metaloproteinases é dependente da ativacdo génica por
citoquinas, que se ligam em receptores de membrana; sendo essa
ativacdo regulada por fatores tais como: a biodisponibilidade, a
traducdo e a transcricdo génica; pela conversao da forma latente para a
ativa da enzima; e, pela inativacdo da atividade enzimatica.’ Também
os produtos resultantes da ativagdo de proto-oncogenes (c-fos e c-jun)
participam do controle da ativagdo génica dessas enzimas."

Mecanismo molecular da ativagao génica por citoquinas e fatores de
crescimento

Varias citoquinas produzidas no tecido periapical inflamatdrio, tal como
a interleucina 1 (IL-1) e o fator necrdtico tumoral (TNF-a) ao se ligarem
em receptores de membrana celular dos fibroblastos podem estimular
a sintese e secrecdo de metaloproteinases reduzindo a produgdo de
seu inibidor (TIMP) tecidual. Tais citoquinas, por estimularem a
producdo do fator ativador do plasminogénio tecidual (tPA), ativam as
metaloproteinases. (fig. 2.1)

Relac¢do da secre¢ao de enzimas lisossomais e a estrutura agente
flogogénico.

Ha uma estreita relagdo entre a secrecdo de enzimas lisossomais e a
estrutura do agente flogogénico. Quando esse agente é particulado, tal
como a parede celular bacteriana, a secrecdo enzimatica é acentuada.
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Ha uma rapida sintese e secrecao de enzimas estocadas nos neutréfilos
e macrdéfagos, que, no periodo de aproximadamente 6 horas, apds o
inicio do processo inflamatério (estimulacdo flogogénica) ja se
encontram no foco inflamatério, respectivamente, nos percentuais de
60 e 30%.

Durante o processo de fagocitose da parede celular de bactérias
gram negativas (fig. 4, introducdo) ocorre o escape de enzimas
lisossomais para o tecido periapical’ causando lesdo tecidual,
originando antigenos capazes de desencadear reacées imunes, bem
como de formar complexos imunes com anticorpos circulante;
ativando o complemento; gerando um sistema continuo de
recrutamento e ativacdo de macrdfagos, que culmina com a formacao
de granulomas do tipo imunoldgico, com alto indice de renovacao
celular, cuja populagdo também depende da populagdo celular local?

Parede celular de bactérias gram negativas

Dentre os agentes flogogénicos um dos mais potentes é a parede
celular de bactérias gram negativas, composta por uma camada
de peptideoglicano e por trés outros componentes: lipoproteina,
formada por acucares, fornecendo rigidez a célula bacteriana;
membrana externa, onde sdo encontradas as enzimas hidrolitica e
lipopolissacarideos (endotoxinas). Os componentes da parede celular
bacteriana interagem com sialoglicoproteinas da membrana lisossomal
formando agregados protéicos capazes de aumentar a pressdo
intralisossomal, rompendo-as.® (fig. 4, Introduc3o)

A ligacao de particulas fagocitaveis induz a liberagao de enzimas
lisossomais

A ligacdo de particulas fagocitdveis aos receptores para o C3b e FC,
localizados na superficie celular dos neutrdfilos e a posterior fagocitose
dessas particulas, libera no tecido conjuntivo periapical circunjacente
enzimas, tais como: B-glucoronidase, B-galactosidase, fosfatase acida e
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mieloperoxidase estocadas nos granulos pequenos ou secundarios
dessas células, capazes de destruir os componentes protéicos
colagénicos, ndo colagénicos e proteoglicanas componentes do tecido
conjuntivo periapical,>® geram proteinas alteradas (antigenos), for-
mando com os antigenos circulantes, complexos imunes
estimuladores da producdo do fator ativador do plasminogénio; que,
ao ser ativado, causa a ativacdo das metaloperoxidases latentes
(MMPs) presentes no tecido conjuntivo periapical (gelatinase - MMP-9
- e estreptolisina 1 - MMP-3) induzindo destruicdo dos colagenos, tipos
I, V, VII, proteoglicanas, fibronectina, laminina, tenascim e elastina.
(fig. 2.1)

Durante a angiogénese ocorre ativagao de metaloproteinases

Em relacdo ao processo da angiogénese necessario a formacdao do
tecido granulomatoso, ocorre o aumento da expressdo das
metaloproteinases, presentes na matriz extracelular. (fig. 32, capitulo
4) As metaloproteinases do tipo | (MMP-1) e as metaloproteinases
sintetizadas e secretadas pelos neutréfilos (MMP-8) fragmentam os
colagenos tipo 1, Il e 11,2 cuja atividade depende do equilibrio entre o
nivel de atividade enzimatica e de fatores inibidores das
metaloproteinases.

Ativacdo das metaloproteinases

Metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo sintetizadas em resposta a
diversos estimulos incluindo citoquinas préinflamatérias, fatores de
crescimento, hormonios e estresse oxidativo.

No foco inflamatério periapical também sdo produzidos os fatores
estimuladores de colonia (CSFs), tal como o fator estimulador de
colénia macrofagico (CSF-M), que é um potente estimulador do fator
ativador do plasminogénio, resultando na ativacdo de
metaloproteinases latentes.’
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Estudos, in vivo, indicam que a plasmina inicia a cascata de reagdes
conversoras da forma latente em ativa das enzimas proteinases,
confirmando a importancia do ativador do plasminogénio (AP), em
relacdo a ativacdo dessas enzimas. In vitro, foi demonstrada que a
conversdo da forma inativa para ativa das metaloproteinases envolve
alteragbes conformacionais no centro catalitico dessas enzimas
induzidas pela plasmina® (fig. 2.1)

Outros mediadores ativadores de metaloproteinases

Além dessas citoquinas, o fator ativador do plasminogénio tecidual
(tPA), EGF, PDGF, TNFea, TGFf e KGF (fator ativador dos
queratindcitos), que é um membro da familia do fator de crescimento
fibroblastico (FGF), participam do processo de ativacdo génica das
metaloproteinases.'® O fator ativador de plaquetas (PAF) é um produto
sintetizado e secretado por macréfagos ativados, que, ao ativar os seus
receptores localizados em vdrias células e tecidos, também, promove a
secrecdo de enzimas lisossomais, agindo sinergicamente com outros
mediadores inflamatérios, cuja producdo foi induzida pelo PAF
exacerbando a destruic3o tecidual.”®

Formagdo de complexos antigenos-anticorpos por metaloproteinases

Com excegao dos neutrdfios, as demais células presentes no foco
inflamatdrio periapical, ndo estocam metaloproteinases nem as

produzem continuamente. A secrecdo de hidrolases acidas por
macréfagos e neutrdéfios, decorrente do processo de fagocitose, induz
destruicdao tecidual no tecido granulomatoso, geram mediadores
quimiotaticos em decorréncia da ativacdo do sistema do complemento,
das cininas, da coagulacdo, fibrinolitico e imune, tais como C3a e C53,
fibrinopeptideo, linfocinas, fatores de crescimento (PDGF, TNF, FGF,
EGF, TGF) e produtos de fragmentacdo do colageno, causando um
continuo recrutamento celular para o tecido inflamatério periapical.

As metaloproteinases ativas presentes no tecido conjuntivo causam
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clivagem do componente C5 do complemento gerando potentes
fatores quimiotaticos, tal como o C5a e Cb67, induzindo o acimulo de
granuldcitos neutréfilos e macréfagos ao redor da drea necrética.>®

Além da continua quimiotaxia de mondcitos, que, ao nivel do foco
inflamatdrio, transformam-se em macréfagos, a destruicdo tecidual
gera o aparecimento de areas necrdticas estimuladoras da proliferacao
fibroblastica.

Tais areas sdo de fundamental importancia na formac¢do do tecido
granulomatoso, porquanto episédios repetidos de necrose induzem a
formacdo de tecido de granulacdo, gerando antigenos capazes de
formar imunocomplexos Ag-Ac (antigeno-anticorpos) ativadores dos
linfécitos B a producdo de anticorpos, bem como de mediadores
guimiotdticos potentes.

Sintese e secre¢do de metaloproteinases por prostaglandinas
e nucleotideos ciclicos

As prostaglandinas conjuntamente com citoquinas (IL-1, TNF, IFNa) e
fatores de crescimento, produzidas pelas demais células presentes no
tecido granulomatoso periapical apresentam papel central no controle
da sintese e secregdo de enzimas lisossomais por macréfagos.’® As
prostaglandinas da série E alteram a morfologia e a fungdo dos
macréfagos, reduzindo in vitro a fagocitose dessas células; diminuindo
a secre¢do de enzimas lisossomais, a produc¢do de TNF-a e a expressao
de antigenos de superficie.

Farmacos anti-inflamatoérios e o metabolismo
do acido araquidonico.

Quanto ao papel dos nucleotideos ciclicos, no mecanismo de secrecao
de enzimas hidroliticas pelos macréfagos os resultados sdao ainda
controvertidos. Os produtos metabdlicos da ciclo-oxigenase tal comoa
PGE, (efeito estimulador mais potente) e PGI, (efeito estimulador
menos potente) estimulam a adenilciclase e o aumento da



Enzimas lisossomais 201

concentracao intracelular de AMP ciclico, inibindo a secregdo
de enzimas lisossomais por macréfagos,'’*® porquanto ha uma relagdo
entre a producdo de prostaglandinas, o nivel de AMPc e o estado de
ativagdo dessas células, que pode ser demonstrado pela administracdo
de farmacos inibidores seletivos da ciclo-oxigenase. Tais medicamentos
promovem a inibicdo da sintese de prostaglandinas, causando a
diminuicdo do nivel intracelular de AMPc e ativacdo dos macrdfagos,
identificado pelo aumento da sintese e secrecio de enzimas
lisossomais.

Ativacdo dos macrofagos por leucotrienos (LTs)

O estado de ativacdo dos macréfagos (fig. 3) também é obtido
mediante adicdo na cultura dessas células de produtos resultantes da
ativacdo da lipooxigenase (leucotrienos).

Confirmando esses estudos foi demonstrado que farmacos inibidores
da seletivos ciclooxigenase produzem o aumento da concentragdo de
LTB4 promovendo a ativagdo de macrofagos com sintese e secrecdo de
enzimas lisossomais.'® Por outro lado, anti-inflamatdrios esterdides e
os nao esterdides inibidores das enzimas ciclo e lipo-oxigenase causam
inativacdo dessas células e inibicdo da sintese e secrecdo de enzimas
lisossomais.

Os leucotrienos LC4 e LD4, (figs. 2, 6 e 7),também, na dependéncia
dos produtos da ciclooxigenase, modulam a atividade dos linfécitos T 2°
Tais produtos, quando presentes, ativam as células T supressoras.
Contudo, a sua inibicio por indometacina® e por inibidores da
lipooxigenase (anti-inflamatdrios esterdides) resulta na ativacdo das
células T auxiliares.

Estimulo da sintese e secre¢dao de enzimas lisossomais por 6xido (ON)
nitrico

O oxido nitrico produzido, ao nivel do tecido granulomatoso periapical,
em conseqliéncia da ativacdo da enzima éxido-nitrico-sintase (ONs),
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por TNF-a, IL-1 e produtos bacterianos, aumenta a atividade
antibacteriana e citotoxica dos macrdfagos, porquanto, em alta
concentragao, induz o estado de ativacdo, estimulando a secrecdo de
enzimas lisossomais, via ativacdo das enzimas ciclo e lipo-oxigenases,
resultando em vasodilatacdo, aumento do calibre vascular,do exsudato
plasmatico e quimiotaxia celular/ NO decresce a atividade da MMP-2 e
MMP-9, aumenta a secre¢do de TIMP-2, e inibe a migracao celular por
modular a degradacdo da matriz extracelular. Também modula a
expressao da MMP-9 induzida por IL-1B, decrescendo-a. Entretanto, a
supressao de éxido nitrico ndo causa qualquer alteracdo na expressao
de MMP-9. O éxido nitrico também suprime a expressao de MMPs e de
seu inibidor induzido por IL-B.

O sistema imune como indutor da sintese de enzimas lisossomais

O sistema imune estimula a secrecdo de enzimas lisossomais por
macrofagos ativados, uma vez que tanto os linfécitos B quanto os
linfocitos T podem gerar produtos biologicamente ativos (linfocinas),
capazes de ativar os macrofagos & secrecdo dessas enzimas.??
Anticorpos da classe das imunoglobulinas (IgM e IgG) produzidos por
linfocitos B, ao ligarem-se em antigenos bacterianos, formam
imunocomplexos indutores dos macrdéfagos a secrecdo de enzimas
hidroliticas. Os linfécitos T auxiliares (LThl e LTh2) também produzem
citoquinas (IL-2, IFN-y, IL-4, IL-8, IL-6, IL-10), diretamente, relacionadas
as respostas imunes humoral e celular, moduladores da atividade
secretora de enzimas lisossomais por macréfagos.” (fig. 20, capitulo 4)

METALOPROTEINASES E O PROCESSO DE REABSORCAO OSSEO

A sintese e ativacdo de metaloproteinases, além de promover a
destruicdo tecidual, também, apresenta fundamental importancia na
fase inicial do processo de reabsorcdo déssea, quando os osteoblastos
sdo estimulados a producdo de enzimas capazes de degradar o material
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organico do tecido dsseo, expondo o tecido mineralizado a reabsorgado
osteoclastica.” (figs. 1 e 21)

A semelhanca apresentada por fibroblastos, macréfagos e
neutréfilos, em relacdo a producdo de proécolagenases, mediante
estimulo por IL-1 e TNF-a via mecanismo dependente da baixa
producdo de PGE,, sugere que fibroblastos, macréfagos e neutréfilos
apresentem mecanismo semelhante ao dos osteoclastos em relagdo a
producdo dessas enzimas. (figs. 1, 3 e 21)

Sintese, secrec¢ao e ativacdo de metaloproteinases em nivel dsseo

O mecanismo envolvido na sintese de metaloproteinases, deve-se a
participacdo dos produtos de proto-oncogenes resultantes da ativacao
do c-fos que regulam a transcricao génica evidenciada pelo aumento
da sintese protéica e de RNA-mensageiro para a sintese dessas
enzimas,”® (fig. 10, introducdo) enquanto que a ativacdo pode ser
induzida pelo ativador do plasminogénio do tipo uroquinase (uPA),
produzido pelos macréfagos e fibroblastos presentes no tecido
inflamado. Tal mediador, por clivar a ligacdo arginina-falina do
plasminogénio converte-o em plasmina iniciando a cascata de reacdes
que culminam com a ativacdo das prdenzimas metaloproteinases
neutras formadoras de estreptolisina e colagenase, respectivamente,
enzimas fragmentadoras de proteogllicanas e coldgeno.” (figs. 2 e 2.1)

Estimulo da sintese de enzimas hidroliticas por IL-1, TNF-a.

A sintese de IL-1 e TNF-a por macréfagos estimula mais
acentuadamente os fibroblastos a producdo de proteinases
prostomelisina procolagenase, protease serina, bem como do ativador
do plasminogénio do tipo uroquinase, conversor do plasminogénio em
plasmina, ativando as metaloproteinase latentes capazes de degradar a
matriz extracelular ”® (fig. 2) IL-1 e TNF-a estimulam a expressdo da

MMP-9.
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Mecanismo de ativa¢cao de metaloproteinases
latentes por IL-1 e TNF-a.

O mecanismo envolvido na ativacdo dessas enzimas parece ser
regulado pela concentracdo de PGE,, (figs. 30 e 31, capitulo 4 ) uma vez
que in vitro a atividade dessas enzimas é reduzida mediante adi¢cdo de
PGE,. Possivelmente, esse efeito é causado pela supressdo da producdo
de IL-1 e TNF-B. In vivo, é possivel que esse prostandide, por meio do
aumento da concentracdo intracelular de AMPc, ative as
metaloproteinases exacerbando a destruicdo dssea.”

Outros mecanismos de sintese, secre¢ao e ativacao de
metaloproteinases por IL-1 e TNF-a

A interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF-a), ainda,
perpetuam e amplificam a destruicdo tecidual, uma vez que sdo auto
estimuladoras dos macréfagos para a producdo de PGE, de
proteinases neutras (elastase) e do TIMP (fator inibidor de
metaloproteinase); bem como s3do citoquinas ativadoras dos
fibroblastos para a producdao de metaloproteinases latentes capazes de
degradar o colageno dos tipos I, I, Ill, IV, V e VI, gelatinas,
proteoglicanas, fibronectina e elastina; e ativadoras do fator ativador
do plasminogénio e redutoras do TIMP.

Comprovando o efeito dessas citoquinas foi verificado que a
interleucina 1 (IL-1) (1ng/mL), apds se ligar aos receptores de
membrana dos fibroblastos, estimulava a sintese e secrecdo das
metaloproteinases, reduzindo o inibidor (TIMP) tecidual dessas
enzimas.>**!

Estimulo da producao de PGE2 por IL-1 e TNF-a

Outro efeito prdéinflamatdrio da IL-1 e TNF-a é o estimulo a sintese de
PGE2 por macréfagos e fibroblastos,* estimulando a producdo de



Enzimas lisossomais 205

metaloproteinases via ativagdo da enzima ornitina descarboxilase
causando geracao de putrescina.” (fig. 3)

O gama interferom (IFN-y) e a interleucina 4 (IL-4), secretadas por
linfocitos ativados, ao inibirem a sintese de eicosandides, também,
inibem a produgdo de metaloproteinases por macréfagos.!” Tais,
citoquinas, respectivamente, impedem a ativacdo da fosfolipase e da
prostaglandina sintase, impedindo a produ¢do de AMPc necessario a
ativacdo da ornitina descarboxilase;”® resultando na inibicdo de
putrescina e da conseqtiente ativacdo das metaloproteinase. (fig. 3)

Inibicdo das metaloproteinases por farmacos anti-inflamatérios:

Atualmente tém sido utilizados farmacos antimicrobianos, tal como o
metronidazol e tetraciclina, na tentativa de inibir as metaloproteinases
teciduais. O mecanismo envolvido nessa inibicdo pode ser causado por
mecanismos dependentes e interdependentes da atividade
antimicrobiana.

Dentre as enzimas inibidas por esses farmacos, destacam-se: as
colagenases, gelatinases e estromilisina.™

A IMPORTANCIA DA GERAGCAO DE FATORES QUIMIOTATICOS NA
FORMAGCAO DAS LESOES GRANULOMATOSAS PERIAPICAIS

Quimiotaxia é o movimento celular em dire¢cdo a um atraente quimico
e distante dos repelentes. Mais que 30 genes no éperom codificam
receptores, moléculas sinalizadoras, transdutores, reguladores do
movimento, e motores envolvidos na quimiotaxia.

Mecanismo de acdo do agente quimiotatico
Inicialmente, essas moléculas se difundem através de pequenos poros

da membrana externa, ligam-se em receptores moleculares, iniciando
uma rota de fosforilacdo. Reacdes de metilacdo restauram programa
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genético, inibindo a sensibilidade ao quimioatraente, que pode ter a
sua agao prolongada pelo aumento de sua concentragao.

Tipos de quimiotaxia
Inespecifica

A molécula quimioatraente liga-se na maioria das superficies e
materiais organicos.

Especifica

Ocorre por ligacdo do agente quimiotatico em uma proteina ou a um
carbohidrato nas células hospedeiras. A maioria dos virus liga-se
especificamente em locais nas células alvo mediante um envelope
protéico. Bactérias semelhantemente aos virus também apresentam
proteinas em sua estrutura capazes de reconhecer a molécula
receptora nas células hospedeiras.

Quimiotaxia nas les6es granulomatosas periapicais

Granulomas sdo lesdes caracterizadas pelo acimulo predominante de
macréfagos, fibroblastos, linfdcitos e neutréfios;* tendo o macréfago
como o principal componente celular dos granulomas de alta
renovacao celular ou imunogénicos.'?’®

Tais células sdo continuamente recrutadas e ativadas, ao nivel do
foco inflamatério, por citoquinas quimiotaticas liberadas no tecido
granulomatoso periapical, quando o agente flogégeno fagocitado ndo é
inerte,* tal como s3o os componentes da parede celular de bactérias
da microbiota intracanal,®® de maneira que o desenvolvimento destas
lesdes depende, em grande parte, da continua migracao e proliferacao
celular, do prolongamento do ciclo vital, bem como da imobilizagdo dos
macraéfagos ao nivel do tecido granulomatoso periapical. (fig. 4)
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Relagdo entre estrutura do agente flogogénico, atividade secretora
dos macréfagos e quimiotaxia

Ha uma relagdo direta entre a capacidade de o estimulo flogégeno
induzir inflamagdo crénica granulomatosa e a atividade secretora dos
macréfagos. Quando o agente flogdgeno é de natureza infecciosa, os
macréfagos sdo estimulados a sintese e secrecdo de enzimas
lisossomais e de outros produtos biologicamente ativos,>® tais como:
pirogénio, fatores estimuladores dos linfécitos (interleucina 1), fator de
crescimento fibroblastico (FGF), prostaglandinas (PGs) e nucleotideos
ciclicos (AMc e GMPc).*

Quimiotaxia induzida pela parede celular de Bactérias

As pesquisas tém demonstrado que a parede celular de
microorganismos gram negativos anaerdbios, presentes na placa
microbiana dental, (fig. 4, 4.1, 5, 6 e 9, Introducdo) é um agente
estimulador de macréfagos a producdo de citoquinas IL-1, TNF-a e
fatores de crescimento (TGF, PDGF); estando, também, envolvidos no
processo de estimulacdo da reabsorcdo dssea osteocldstica via

osteoblastos, identinficada nas lesdes granulomatosas periapicais.”*>*

Mecanismo da quimiotaxia induzida por bactérias

Os componentes microbianos especialmente os lipopolissacarideos
constituintes da parede celular das bactérias gram negativas, tais
como: streptococcus, Actinobacillus actnomycetecomitans (Aa) e
vdrias espécies de Bacterioides, Porphyromonas, Wolinelia recta,
Neisserias, Peptostreptococcus, Prevotella e Fusobacterum nucleatum
ativam os macrdéfagos e linfécitos a producdo de varios produtos
biologicamente ativos.***%*

As endotoxinas liberadas pelos Actinomyces sdao indutoras de
fendbmenos patolégicos, tais como: reacdo de Schwartzman, aumento
da citotoxicidade dos macréfagos, agregacdo plaquetdria, ativacdo do
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complemento; e producdo de IL-1 e TNF, promovendo o aumento da
quimiotaxia celular e da reabsor¢do 6ssea. A IL-1 produzida pelas
células presentes no tecido inflamado pode funcionar como fator de
crescimento de bactérias virulentas.

Os polissacarideos constituintes da parede celular de bactérias das
espécies Prevotella e Porphiromonas podem estimular os fibroblastos
a expressao do gene responsavel pela producdo de IL-8; uma potente
citoquina quimiotatica para neutréfilos, que, também, é produzida por
macrofagos e células endoteliais presentes no local da inflamacao
periapical. A secrecdo dessa citoquina pode ser estimulada pela acao
sinérgica da IL-1 e TNF-a mediante mecanismo independente da
producdo da PGE2, enquanto que o IFN-y inibe a producdo da IL-8.*

Os lipopolissacarideos presentes na parede celular da espécie
Porphyromonas, ao se ligarem, inicialmente, em proteinas presentes
no soro, e, posteriormente, em receptores CD14 dos neutrdfilos,
também, estimulam a producdo do anion superdxido, que,
sinergicamente, pode interagir com enzimas e proteinas catidnicas
exacerbando a destruicio tecidual e a geracdo de fatores de
crescimento.*

Quimiotaxia induzida via imune

O sistema imune influencia diretamente a quimiotaxia, visto que os
produtos de secre¢do dos macrdfagos ativados, tais como IL-1, TNF-a e
IFN-a, quando da apresentacdo de antigenos, induzem em fibroblastos
e células endoteliais a expressdo das moléculas de aderéncia celular
ICAM-1, aumentando a migracao dessas células em direcdo ao tecido
granulomatoso periapical.! (fig. 5; figs. 11 e 20, capitulo 4) Além desse
efeito, o IFN-y sintetizado e secretado por linfocitos TH1 induz o
aumento da expressdao de antigenos HLA-DR de imobilizacdo dessas
células na regido periapical.”®

Os microorganismos, também, produzem leucotoxinas inibidoras da
proliferacdo das células CD4/CD8 (células T auxiliares/células T
citotdxicas), ativando as células T supressoras para a producdo de IL-3
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e/ou molécula semelhantes capazes de estimular as células B a
producdo de imunoglobuina (IgG).

A producgdo excessiva de 1gG pode exacerbar a destruicdo tecidual
pelo estimulo a formacdo de imunocomplexos; ativagdo do
complemento; degranulacdo dos neutréfilos; e, aumento daprodugdo
pelos macrofagos do anion superdxido e de metabdlitos derivados do
acido araquiddnico (prostaglandinas e leucotrienos).

Ha uma relacdo direta entre a producdo de imunoglobulina G (IgG) e
a dose de prostaglandina E,. Altas doses de PGE, causam discreto
aumento da producdo de IgG, enquanto que, baixas doses produzem
significante aumento de 1gG.**

Outras citoquinas produzidas e liberadas nessa regidao por
mecanismos imunes, tais como IL-6 (fibroblastos e osteoblastos) e IL-
8 (células endotelial, linfocitos T e neutrdfilos), sdo, igualmente,
capazes de potencializar a acdo de moléculas de aderéncia celular
(LAF3, CD14) nos fibroblastos.

Tais moléculas sdo ligantes para os receptores autodirecionais
presentes nos linfécitos circulantes, aumentando, por conseguinte, a
quimiotaxia e a populacdo dessas células ao nivel do granuloma
periapical.”®

E necessario, ainda, mencionarmos a interac3do entre os macréfagos
e os linfdcitos presentes nas lesGes periapicais, (figs. 6 e 26) uma vez
que a sintese e secrecdo de enzimas lisossomais pelos macroéfagos
ativados causa dano tecidual estimulando o aumento da concentragao
local de fatores quimiotaticos gerando proteinas alteradas (antigenos)
capazes de ativar a resposta imune celular e humoral® Tanto os
linfocitos B como os linfécitos T podem induzir e liberar linfocinas
capazes de ativar os macréfagos a producg3o de fatores quimiotaticos??

Além do que, os antigenos (IgG e IgM) produzidos pelos linfécitos B
ao se ligarem em antigenos bacterianos e aos antigenos decorrentes da
formacdo de proteinas alteradas, geradas quando da destruicdo
tecidual, formam imunocomplexos ativadores dos macrofagos a
secrecdo de enzimas hidroliticas destrutivas teciduais. Os linfécitos T
auxiliares (LTh1 e LTh2) também produzem citoquinas IL-2, IFNy, IL-4,
IL-5, IL-6 e IL-10, relacionadas as respostas imunes humoral e celular
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capazes de influenciarem a quimiotaxia celular para a regido
periapical.** (fig. 25, 26 e 27)

Os macréfagos possuem receptores para Fc da IgE, alérgenos
especificos e anti-IgE estruturalmente e funcionalmente diferentes dos
receptores tipo IgE presentes nos mastdcitos e basdfilos, os quais, ao
serem ativados, induzem a liberacdo de mediadores quimicos
moduladores das respostas imunes humoral e celular associado ao
processo inflamatério.*® Tais células, quando ativadas, produzem IL-1
estimulando os linfécitos T auxiliares a producdo da IL-2, causando a
proliferacdo dos linfécitos T antigenos especificos (citotdxicos) e a
secre¢do do interferon gama (IFN-y); ativando as respostas imunes
mediadas por células e dependente do anticorpo.** (fig. 25)
Concomitantemente, a IL-1 causa a ativacdo das fosfolipases da
membrana celular, resultando na hidrdlise de glicolipideos inositol em
dois segundos mensageiros: diacilglicerol (ativador da fosfolipase C) e
inositol fosfato, que induz o aumento da concentracado intracelular de
cdlcio, ativando a proteina quinase K, iniciadora de vdrios processos
celulares, dentre os quais o estimulo da producdo do 4&cido
araquidonico, cuja metabolizagdo e a consequente ativacdo da
fosfolipase A, induzida pelo aumento da concentragdo intracelular de
calcio, gera leucotrienos (LTs) e prostaglandinas (PGs)?

A propésito do aumento da concentracdo de PGs ao nivel do tecido
granuomatoso induzida por vdrias citoquinas prdinflamatérias e
produtos resultantes do metabolismo bacteriano,*® foi demonstrado
que a PGE2, em alta concentragdo, causa decréscimo da producdo de
IgG, enquanto que a baixa concentracdo desse prostandide induz os
linfocitos B ao aumento da producdo de IgG, formando
imunocomplexos com os anticorpos circulantes, que exacerbam a
destruicdo tecidual por imunocomplexos, causando ativacdo do
complemento e degranulagao dos neutrdfilos, bem como estimulando
a producdo do radical superdéxido e de outros produtos tdxicos
derivados do metabolismo do oxigénio, geradores de fatores
guimiotaticos.

Relagao entre macrofagos e linfécitos
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Comprovando a importancia da relagdo existente entre macrdfagos e
as células do sistema imune, estudos realizados in vitro demonstram
que os macrofagos, quando cultivados em presenca dos linfdcitos T,
estimulavam a producdo de IgA e IgE pelos linfécitos B, pois os
linfocitos T auxiliares induzem a liberagcdo de linfocinas IL-4, IL-5,
respectivamente, necessdrias a proliferagcdo e a completa diferenciacao
dos linfécitos B em plasmdcitos e células de memoria. (fig. 26)

As células B podem produzir PGE2, que é capaz de funcionar como
imunoregulador, interferindo na relacdo macréfago-sistema imune,
porquanto ativa a enzima adenilciclase elevando o nivel intracelular de
AMPc inativando macrofagos, (fig. 6) inibindo a producdo de IL-1 e a
expressao do receptor para IL-2, resultando na inibicdo da proliferacao
dos linfécitos T e na consequente citotoxicidade mediada por células.
Mediante efeito autdcrino suprime a diferenciacdo das células B,
diminuindo a producao de anticorpos.*’*74#4?

Na resposta imune humoral, a alta concentracdo de PGE2 reduz a
producdo de anticorpos,por meio de um efeito direto nos linfécitos B
ou indireto nos linfécitos T auxiliares. Na resposta celular, essa
concentracdo ativa os linfdcitos T supressores, inibindo a proliferacao
da populacdo linfocitaria restante (linfocitos T auxiliares/citotéxicos),
bem como a citotoxicidade dependente de anticorpos e células NK.*
(fig. 27)

Macroéfagos como geradores de fatores quimiotaticos

Os macréfagos quando ativados produzem enzimas lisossomais
(proteases neutras, elastases e colagenases) capazes de destruirem os
componentes teciduais gerando proteinas alteradas (antigenos)
ativadoras do fator Xll (Hageman) da coagulagdo, das cininas,
fibrinolitico e do complemento, resultando na producdo de mediadores
com propriedades quimiotdticas, mitogénicas e vasoativas, tais como: a
trombina, PDGF, PF4, fragmentos C3a e C5a, fibrinopeptideo B (hFpB) e
bradicinina (figs. 1, 7 e 21).

A producdo das citoquinas IL-3 e TNF-a na regido periapical, também,
estd diretamente relacionada a quimiotaxia celular para essa regiao,
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pois tais citoquinas estimulam a producdo do fator ativador do
plasminogénio tecidual (tPA), ativacdao das metaloproteinases latentes
e aumento da destruicdo tecidual. Em decorréncia desses efeitos, ha
destruicdo da fibrina e geracdo de produtos com atividade
quimiotatica. (fig. 24)

Outra via de ativacdo do Fator de Hageman é o seu contato com o
colageno da membrana basal e com enzimas, tal como: calicreina,
plasmina, ou com endotoxinas provenientes do canal infectado. A
ativacdo desse fator pode estimular a producdo de fibrinopeptideos
vasoativos,”’ bem como aumentar a permeabilidade vascular e a
guimiotaxia de neutrdfilos e macréfagos em direcdo a regido necrética
periapical.”

Durante a fagocitose dos restos necroticos pelas células que
transitam por essa regido, ocorre a liberacdo de enzimas lisossomais
para o tecido conjuntivo periapical, acentuando a destruicdo tecidual
local, gerando antigenos ativadores das células do sistema imune a
producdo de IL-1, TNF-a e IFN-y, igualmente, capazes de aumentar a
expressao das moléculas de adesdo celular, a liberacdo de histamina
pelos mastdcitos e fragmentac3o da fibrina.”*** (figs. 7 e 8)

Outras células como fonte de fatores quimiotaticos

Na fase inicial da formacao das lesGes periapicais, além dos macréfagos
também podem ser observados linfdcitos, neutréfilos, fibroblastos,
células endoteliais, @ um menor nimero de eosindfilos capazes de
fagocitarem complexos imunes contendo IgE. Para explicar a presenca
dessas células, na fase inicial de formacdo das lesGes granulomatosas
periapicais, tem sido sugerido que a IL-5 secretada no tecido inflamado
estimularia a migracdo celular particularmente dos eosindfilos, visto
gue induz o aumento da expressdao das moléculas de adesdo a célula
endotelial, estimulando a migracdo e a quimiotaxia de mondcitos e
eosindfilos em direcdo ao foco inflamatério periapical.>

Quimiotaxia de eosindfilos
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A presenca de eosindfilos em granulomas periapicais de origem
dentaria pode estar relacionada com o aumento da expressao, nas
células endoteliais, da molécula de adesdo celular ao endotélio
vascular (VCAM-1), que ndo pode ser usada pelos neutrofilos, porque
essas células n3o expressam o receptor VLA-4 para essa molécula.>
Dentre as citoquinas e fatores de crescimento produzidos por
eosindfilos, que tém sido reportados, destacam-se: TGF-a, IL-3, GM-
CSF, IL-5, IL-8, TNF-a e a proteina inflamatéria macrofagica 1a (MIP-
1a).'” Dessas citoquinas, ressalta-se a importancia da MIP-1a e do
TNF-a. A MIP-1a devido aos seus varios efeitos préinflamatérios,
estimula macrdéfagos a secrecdo do TNF-a, IL-1a, IL-8 e de outros
mediadores guimicos préinflamatérios com propriedades
guimiotaticas.

A IL-1a pode estimular a producdo génica de varias citoquinas, a
sintese protéica e a expressdo de proteinas de adesdo celular e de
antigenos de histocompatibilidade principal; ativar os neutréfilos,
macréfagos e eosindfilos a degradagdo (fragmentagcdo) da matriz
extracelular estimulando a proliferacdo de varios tipos de células, bem
como a neoformagdo vascular >’

Quimiotaxia de neutrofilos

Os neutrdfilos, juntamente com as células endoteliais, fibroblastos,
macréfagos (fig. 29, capitulo 2) e linfécitos constituem a populacdo
celular predominante da fase inicial das lesdes granulomatosas
periapicais de origem dental. Em grande parte a presenca dos
polimorfonucleares neutréfilos se deve a liberacdo de agentes
quimiotdticos produzidos pelo organismo em resposta aos
microorganismos infectantes, tais como: a anafilotoxina C5a, formada
em consequéncia da ativagdao das vias classica ou alternativa do
complemento por N-formilmetionil peptideo (fMet-Leu-Phe) e outros
peptideos tais como os produtos do metabolismo do acido
araquidonico (LTs); e, pelo fator ativador das plaquetas (PAF), que é
capaz de estimular os neutréfilos a producao de enzimas lisossomais e
radical superéxido.***
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Fatores quimiotaticos gerados durante a fagocitose

A ligacdo de particulas fagocitaveis aos receptores para o C3b e FC,
bem como a posterior fagocitose dessas particulas libera para o tecido
conjuntivo circunjacente enzimas, tais como a B-glucoronidase, B-
galactosidase, fosfatase acida, mieloperoxidase estocadas nos granulos
azurdfilos dos neutrdfilos; assim como catepsina acida e lisozima
localizadas nos granulos pequenos ou secundarios dessas células,
capazes de destruir os componentes protéicos colagénicos, nao
colagénicos e proteoglicanas do tecido conjuntivo.”®

Transmigracao celular

A transmigracdo celular é um processo complexo e dependente de
acentuadas alteracdes no ambiente intravascular estando relacionada
com o aumento da permeabilidade vascular, exsudacdo plasmatica,
préestase e com a emissdo de pseuddpodos por entre as células
endoteliais presentes. (figs. 29 e 30, capitulo 2) Nesse processo, a
reducdo do fluxo sangiliineo e a estase causada pela vasodilatacdo
reduzem a forca de atracdo celular existente no fluxo sanglineo
normal, estimulando a expressdo das moléculas de adesao celular nos
leucdcitos (L-selectina); ativando os receptores do tipo integrina B2,
aumentando a aderéncia dos leucécitos ao endotélio vascular >

Estimulo a expressao de receptores e moléculas de adesao celular

Citoquinas quimiotdticas quimioatraentes presentes no tecido
granulomatoso periapical ativam os receptores do tipo integrina nos
leucécitos, bem como ativam a expressdao das moléculas de adesdo
celular L-seletina e CD11b/CD18 em neutrdfilos, eosindfilos e
mondcitos. A ativacdo dos leucdcitos, também, pode ser induzida pelo
contato dessas células com as moléculas E-selectina e PECAM-1,
expressas na superficie das células endoteliais. (fig. 30, capitulo 2)
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Nessas células estimulos, tais como os causados por
lipopolissacarideos da parede celular dos microorganismos gram
negativos e citoquinas prdinflamatdrias IL-1 e TNF-a aumentam a
expressdo dos receptores ICAM-1, VCAM-1 e de seletinas E e L,
enquanto que a IL-4 somente induz a expressio do VCAM-1 e L-
selectina.

Outras citoquinas também presentes nesse tecido, tal como o
interferon gama (IFN-y), secretados por macréfagos ativados, linfdcitos
e células NK elevam a expressao do ICAM-1 e L-selectina nas células
endoteliais; mas ndo interfere na expressao do VCAM-1 ou E-selectina.
Tais alteracdes aumentam a adesdo dos leucdcitos nessas células>®

E possivel que, pelo menos em parte, o aumento seletivo da
expressao das moléculas de adesdo nas células endoteliais, induzida
por essas citoquinas, possa explicar as diferencas numeéricas
constatadas na populacdo celular em diferentes fases da evolucdo das
lesdes granulomatosas periapicais, uma vez que tais moléculas
promovem a adesdo de um tipo de célula, mas ndo a adesdo em
outras.

Contudo, sabe-se que a acdo das moléculas quimiotdticas, em
relacdo a interacdo de leucdcito-célula endotelial, ndo é especifica,
como inicialmente se pensava, porquanto uma determinada populacao
celular pode responder a mais de um agente quimiotdtico. Por
exemplo, os linfécitos T de memdria podem responder a MCP-1
(proteina quimiotatica para mondcitos) e a IL-8 (interleucina 8), que,
anteriormente, acreditava-se serem quimioatraentes somente para
mondcitos e neutrdéfilos, respectivamente.

E possivel que as moléculas quimiotaticas, hoje consideradas
especificas, quando testadas sob outras condi¢cdes experimentais, com
o decorrer do tempo, e com a evolucdo dos métodos experimentais,
mostrem-se pluripotentes. Além do que, muitos estimulos exdgenos,
tal como as endotoxinas bacterianas podem induzir a sintese e
secrecdo de vdrias citoquinas quimiotaticas estimulando a
expressao de diferentes tipos de receptores do tipo integrina. Em
outras palavras, tais citoquinas, geralmente, induzem a expressao de
receptores ligantes de mais de uma molécula de adesdo celular.
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Portanto, certamente, existem mecanismos adicionais de seletividade,
ainda, n3o conhecidos.®>¢+%2

Adesao celular ao endotélio vascular

A firme adesdo dos leucdcitos na parede vascular é seguida por
migracao dos leucdcitos através das juncgdes intercelulares endoteliais,
diapedese e, finalmente, migracdo orientada ao longo de um gradiente
guimico no tecido subendotelial (quimiotaxia), cujos mecanismos
moleculares estdo relacionados ao aumento da expressdo dos
receptores da membrana celular do tipo integrinas capazes de ligar as
moléculas de adesdo expressas na superficie celular (ICAM-1, ELAM-1,
VCAM-1); na membrana basal (lamina, colageno, fibronectina); e na
matriz extracelular (laminina, vitronectina, fibrinogénio,
trombospondina e fator de Von Willebrand). (figs. 29 e 30, capitulo 2)

A ativacdo dos receptores do tipo integrina se da pelo contato com a
E-selectina (neutrdfilos/mondcitos), ou com agentes quimiotaticos, em
locais de elevada concentracdo de cations (Ca™, Mg™, Mn**),5%>%¢
resultando na diminuicdo da atividade de um gene localizado no bracgo
longo do cromossoma 16, capaz de codificar uma proteina constituida
por 142 aminoacidos, conhecida como regulador da adesdo celular,
que suprime a expressao dos receptores do tipo integrina e a producao

de moléculas de ades3o da superficie celular #¢

Mecanismos da quimiotaxia

Dos mediadores quimiotdticos sintetizados e secretados no foco
inflamatdrio periapical, destacam-se os resultantes da ativacdo do
sistema do complemento por complexos (Ag-Ac), endotoxinas
bacterianas, polissacarideos, globulinas e imunoglobulinas, tais como
C3a e C5a, que se ligam aos receptores de membrana celular ativando
a fosfolipase C, produzindo diacilglicerol e trifosfato de inositol. O
diacilglicerol estimula a proteina quinase C induzindo degranulacao,
enquanto que o trifosfato de inositol aumenta a concentragdo
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intracelular do cdlcio, causando estimulo da quimiotaxia, ativacdo da
fosfolipase A, e metabolizacdo do acido araquidbnico; produzindo
prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs);" (fig. 9) que sdo potentes
agentes quimiotaticos.

Expressao das moléculas de adesao celular

Dentre as moléculas de adesdo dos leucdcitos, uma das que tem a sua
expressdao aumentada nos linfécitos T ativados é a CD44, também,
conhecida como antigeno de Hermes, H-CAM e PGP-f antigeno. E uma
proteina de peso molecular variando de 85 a 180 kD, necessdria a
normal movimentacao dessas células, que age como receptor para o
acido hialurénico da matriz extracelular. Em linfocitos também tem
sido relatado o aumento da expressdo da L-seletina, CD11, VLA4 e
CD18, respectivamente, ligantes para os receptores CD34/integrina
a4B7/GLYCAM-1, ICAM-1/ICAM-2, VCAM-1/FNMAdJCAM expressos nas
células endoteliais.

A ICAM-1 (ICAM-110), expressa primariamente nas células
endoteliais é capaz de ligar-se ao VLA-4 (receptor da integrina alpl);
localizada na superficie celular dos linfécitos, eosindfilos e mondcitos,
sendo, igualmente, importante no processo da transmigracado
endotelial dessas células. (fig. 30, capitulo 2)

Apesar dos neutréfilos ndo apresentarem a integrina VLA-4 ou Mac-
1, eosindfilos, mondcitos e linfécitos expressam essas e outras
moléculas de adesdo celular, tais como: L-selectina, CD11a, CD11b,
CD11c e CD18, capazes de se ligarem em receptores expressos nas
células endoteliais,®” %% (figs. 29 e 30, capitulo 2)

Na superficie celular dos linfécitos também s3o expressos outras
moléculas de adesdo celular, tal como as da superfamilia das
imunoglobulinas (antigenos de histocompatibilidade maior CD4, CD8 e
o receptor das células T), que tém em comum a estrutura da molécula
de imunoglobulina, estando relacionada ao contato célula-célula e com

imunidade celular.”®”*(fig. 30, capitulo 2)

Expressao de carbohidratos e selectinas
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A expressdao das moléculas da familia dos carbohidratos e selectinas
(proteinas ligantes de acucar) induz aderéncia celular aos varios
componentes da matriz extracelular. (fig. 30, capitulo 2) As selectinas
constituem uma familia de trés glicoproteinas expressas nas células
endoteliais e plaquetas ativadas, estando diretamente envolvidas na
interacdo leucdcito-célula endotelial, mediante um mecanismo
dependente do ion calcio (Ca™).

Duas dessas selectinas a P-selectina (GMP-140 ou PADGEM) e a E-
seletina (ELAM-1) s3do expressas nas células endoteliais ativadas,
atuando como receptores para as moléculas que apresentam a
estrutura de carboidratos.

A E-selectina tem demonstrado a importancia na aderéncia dos
linfécitos T, basoéfilos e eosindéfilos ao endotélio vascular, enquanto que
a P-selectina é estocadas nos a-granulos das plaquetas e nos corpos de
Welbel-Palade das células endoteliais, proporciona a aderéncia dos
neutrdéfilos, mondcitos, eosindfilos e linfocitos nas células
endoteliais.”>”* (fig. 30, capitulo 2)

Expressao de receptores do tipo integrina

Nas células endoteliais, a expressdo dos receptores do tipo integrina
a5B1 aumenta a ligacdo com a glicoproteina fibronectina, presente na
matriz extracelular, aumentando a migracdo celular e a angiogénese
necessdria a formacdo do tecido granulomatoso. Os leucdcitos
expressam as integrinas da subfamilia beta 2 (2), LFA-1, MAC-1, GP-
150, bem como o VLA, que liga essas células nas moléculas ICAM-1,
VCAM-10 e ELAM-1 expressas nas células endoteliais. (fig. 30, capitulo
2)

Nos leucécitos, ainda, tem sido relatado o aumento da expressao dos
receptores do tipo integrina ligadores de células inflamatdrias aos
aminoacidos constituintes dos sitios de ligacdo localizados na
fibronectina, fibrinogénio, laminina, coldgeno do tipo 1,
trombospondina e do fator de Von Willebrand, presentes na matriz
extracelular, durante a inflamagado. (fig. 28, capitulo 2)
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Expressao de moléculas de adesdo e de seus receptores induzida por
citoquinas

IL-1 e TNF

Essas citoquinas aumentam a quimiotaxia para a regido periapical
mediante producdo por fibroblastos do fator ativador do
plasminogénio, ativando as metaloproteinases latentes presentes no
tecido conjuntivo, causando destruicdo tecidual e gerando
imunocomplexos ativadores do sistema do complemento a producao
de fatores quimiotaticos.*®*" (fig. 24)

O aumento da expressdao das moléculas de adesdo celular é
influenciada pela produgdo das citoquinas IL-1 e TNF-a, estimulando a
expressao nas células endoteliais, principalmente, do ICAM-1, ELAM-1
e VECAM-1.

Além desse efeito, a citoquina interleucina 1 (IL-1) produzida quando
da apresentacdo dos antigenos por macrofagos, é indutora dos
linfocitos T auxiliares a producdo da IL-2, que, por meio do estimulo
autécrino (ativa os seus receptores na célula que a sintetizou e
secretou), aumentando a expressdo dos receptores para essa citoquina
nos linfécitos T auxiliares; bem como, mediante estimulo paracrino
(agindo em outras células), a IL-2 produzida por essas células, causa
proliferacdo dos linfocitos T citotdxicos?? (figs. 25 e 27 )

Nos macréfagos a IL-1 aumenta a sintese e secre¢do de enzimas
lisossomais, bem como a producdo da prostaglandina E, (PGE,) e do
fator ativador do plasminogénio (uPA); enquanto que, nos fibroblastos,
estimula a sintese de metaloproteinases, reduzindo a producdo do
fator ativador do plasminogénio, estimulando a produgdo do PGE2. Nas
células endoteliais a interleucina 1 (IL-1) aumenta a expressdo das
moléculas de adesado celular ICAM-1 e ELAM-1.

Mecanismo da expressao das moléculas de adesao induzida por IL-1 e
TNF-a
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Os efeitos da IL1 e TNF-a sdo decorrentes da ativacdo dos receptores
da IL-1 e de fosfolipases da membrana celular de macréfagos,
resultando na hidrélise do glicolipideo inositol em dois segundos
mensageiros: diacilglicerol e fosfato de inositol; que, respectivamente,
agem como ativadores da proteina quinase C, aumentando a
concentracdo intracelular de calcio. A elevagcdo do cdlcio citosdlico
ativa a fosfolipase A2 causando metaboliza¢do do acido araquidonico e
a producdo de mediadores quimiotaticos, tal como os leucotrienos
(LTs) e prostaglandinas (PGs), que sdo considerados mediadores
guimiotdticos secunddrios, porquanto elevam a sensibilidade celular
aos fatores quimiotaticos. %"

Quimiotaxia induzida pela trombina.

As citoquinas interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF-a)
sintetizados e secretados dos macréfagos ativados por antigenos
bacterianos provenientes da microbiota intracanal, aumentam a
migracdo dos neutréfilos em direcdo a regido central de necrose do
tecido granulomatoso, pois sdo estimuladoras das células endoteliais a
secrecdo de uma substancia com propriedades prdcoagulantes (a-
trombina), igualmente, capaz de aumentar a contracdo do
citoesqueleto dessas células elevando a permeabilidade vascular e a
transmigracdo celular,*® aumentando a aderéncia dos leucdcitos
polimorfonucleares a superficie da célula endotelial, induzindo a
contracdo do citoesqueleto dessas células, aumento da permeabili-
dade vascular; e, transmigracao ceIuIar.Sa(fig. 29,30, 39,40 e 41, cap. 2)

Foi demonstrado que os efeitos induzidos pela a-trombina eram
dependentes de outros mecanismos, porquanto no local da injecdo da
o-trombina, posteriormente, a administracdo de IL-1, causava maior
acumulo de polimorfonucleares do que o acumulo causado pela
injecdo de histamina.

IL-4
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A IL-4 também é produzida pelas células do sistema imune (linfdcitos
auxiliares Th2), quando estimuladas por 4acido tecdico e
lipopolissacarideos. Essa citoquina ao ativar os receptores localizados
na superficie dos mondcitos/macréfagos diminui a produgdo das
citoquinas quimiotaticas PGE2, TNFs, IL-1, IL-6 e IL-8; de fatores
reabsortivos 6sseos: IL-1, PGE2, PTH, PTHrP e a producdo de
metaloproteinases.

Induz os mondcitos/macréfagos a sintese e secre¢do do fator
estimulador de col6nia dos macréfagos (M-CSF), aumentando a
formacdo de células gigantes multinucleadas com caracteristicas de
macrofagos; bem como decresce a proliferacdo das células
hematopoiéticas progenitoras dos demais componentes celulares
presentes no granuloma.”>*?°

Reagdes imunes

Os microorganismos da microbiota intracanal s3o capazes de
produzirem leucotoxinas ativadoras das células Thl (linfécitos T
auxiliares) para a producdo da interleucina 3 (IL-3) e/ou moléculas
semelhantes ativadoras das células B a produgdo das imunoglobulinas
e de anticorpos especificos. A producdo excessiva de IgG
(imunoglobulina G) pode exacerbar a destruicdo tecidual pelo estimulo
a formagdo de imunocomplexos; ativacdo do complemento
degranulacdo de neutréfilos e mastdcitos; aumento da producdo do
radical superdxido; e da metabdlizacdo do 4cido araquiddnico por
macroéfagos.

Em decorréncia desses efeitos, sdo geradas varias citoquinas
guimiotdticas; além do que, a secrecdo da IL-3, ao nivel ésseo, aumenta
a proliferacdo e a diferenciacdo das células progenitoras mieldides da
populacdo celular do granuloma.'*”

As reacdes imunes ativadas por complexos imunes formados a partir
dos produtos bacterianos; citoquinas préinflamatérias liberadas no
tecido granuomatoso periapical tais como IL-1, fator ativador de
plaguetas (PAF), substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP); fragmentos do complemento resultantes da
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fagocitose de complexos imunes e a trombina estimulam a liberagado
das aminas vasoativas histamina e serotonina estocadas nos basdfilos,
plaguetas e mastécitos.”>®”

Substancia P e aminas vasoativas ativam receptores NK1

A substancia P/IL-1, ao ativarem os receptores NK1 (receptores para os
agonistas da taquicinina), localizados nas células endoteliais;
aumentam a expressdo das moléculas de adesdo (LFA3 e CD44),
estimulando a quimiotaxia de neutroéfilos e macrofagos. Além do efeito
quimiotatico direto da substancia P (SP)/IL-1 e do peptideo relacionado
ao gene da calcitonina (CGRP), tais citoquinas, sdo, igualmente, capazes
de ativar os fibroblastos a secrecdo de PGE2; estimular as células
endoteliais e neutréfilos a producdo do PAF;, bem como ativar os
mastdécitos a degranulacdo de histamina, apresentando propriedades
guimiotaticas e estimuladora do aumento da permeabilidade vascular,
via ocupagdo dos receptores H2 e H1 (figs. 10 e 11).”

Histamina

A histamina é biossintetizada por descarboxilagdo da histidina. E
estocada em grande quantidade na pele ou epiderme mucosada
gastrointestinal (ndo em mastdcitos) e nos pulmdes (em mastdcitos);
Ligada a heparina em mastdcitos; e, em basdfilos no sangue. E
degranulada dos mastdécitos mediante estimulo por reagcbes antigeno-
anticorpos.

Receptores da histamina
A ativacdo dos receptores da histamina contrai os grandes vasos e

dilata os capilares e as vénulas. Receptor H1 (contratil) acoplado com a
fosfolipase; receptor H2 (secrecdo gastrica e relaxagdo vascular,
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acoplado ao AMPc; receptor H3 (inibicdo por “feed-back”). Interage
com a proteina G na membrana plasmatica.

A ocupacdo desses receptores esta relacionada com as duas
conformacgdes da histamina, que existem em equilibrio quimico. A
conformacdo essencial para a ocupac¢do do receptor H1 é aquela em
que a cadeia lateral estd completamente estendida (anti) e todos os
atomos de carbono e hidrogénio s3o coplanares ao anel imidazdico.”
(fig. 10).

A propdsito do efeito estimulador da quimiotaxia dos neutrofilos
atribuido a histamina, foi demonstrado que o bloqueio dos receptores
H2 por cimetidina ou famotidina, causava o aumento da migracao
dessas células induzida por esse autacdide; sugerindo que a ativacao
dos receptores H2 reduz a migracdo neutrofilica. Tal efeito
possivelmente é explicado com base no aumento da concentracao local
da histamina na concentracdo gauche, que, por deslocar o equilibrio no
sentido da conformacdo anti, objetivando a restauracao do equilibrio
entre as formas tautoméricas anti e gauche da histamina, alteradas pelo
bloqueio do receptor H2, causa a ativacdo do receptor H1, exacerbando
os efeitos bioldgicos decorrentes da ativacao desse receptor. (fig. 10)

Também ha a possibilidade da histamina, ao se ligar aos sitios
catidnicos (Ca”™, Mg™ e Ca™) dos receptores integrinas, ativa-los
estimulando a quimiotaxia. Tal efeito, possivelmente, tem explicacdo
no fato da histamina possuir o grupo C-NH; (:NH;) com carga negativa
(-0,218) capaz de formar ligacdes coordenadas com ions, tal como o
calcio, magnésio e manganés, que, apresentam carga positiva.

Bradicinina

E biosintetizada a partir da précalicreina do plasma formando a
calicreina mediante ativacdo do Fator Hagemann. Logo a seguir o
cininogénio por agdo da calicreina ativada por uma pepetidase forma
bradicinina (nonapeptideo) e calidina (decapeptideo), sendo que
ambos sdo metabolizados por cinases e enzima conversora da angioten-
cina (ACE).
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Receptores da bradicinina e calidina

Os receptores B1 medeiam a vasoconstriccdo, sendo sensitivo a
metabdlitos. Os receptores B2 medeiam a vasodilatacdo,
permeabilidade vascular, contracdo das células musculares lisas e a
dor. Receptor B3 medeia a contracdo da traquéia em porcos. Ndo é
antagonizado por B1 ou B2 antagonistas.

Efeito de anti-inflamatoérios no aumento da permeabilidade vascular
induzida pela substancia p e bradicinina

O efeito bloqueador do aumento da permeabilidade vascular induzida
tanto pela bradicinina quanto pela substancia P (SP), proporcionada
por farmacos antagonistas dos receptores NK1, que medeiam os
efeitos bioldgicos das taquicininas pelos nervos sensitivos terminais,”’
indicou a possibilidade da ativacdo desses receptores, conjuntamente
com a ativacao dos receptores B2, ser, parcialmente, responsavel pela
contracdo das células endoteliais “*facilitando a quimiotaxia. (fig. 13)
Como a indometacina ndo impede o extravasamento plasmatico, foi
concluido que os produtos resultantes da ativacdo da ciclooxigenase
nao participam ativamente desse processo.79

IL-8

Enquanto a substancia P (SP) é produzida pelas fibras nervosas
simpaticas, a IL-8 é sintetizada e secretada pelas células endoteliais,
macrofagos e neutrdfilos; sendo a sua biossintese controlada por um
gene localizado no cromossoma 4, banda q12-21, que é estimulada por
produtos bacterianos e outras citoquinas e fatores de crescimento
(GM-CSF e IL-2). (fig. 29)

Receptores para IL-8
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A IL-8 liga-se em receptores membros da familia da serpentina
(constituida por sete receptores acoplados a proteina G
transmembrana presentes nos mondcitos, linfécitos T e neutréfilos).
Esses receptores sdo em numero e afinidade semelhantes aos
receptores para C3a e fMLP (metionil-leucil-fenilalanina); a sua
ativacdo estimula tais células a migracdao celular, exocitose dos
granulos de proteinas e a produgdo do radical superoéxido. (fig. 29)

Mecanismo molecular de ativagdo dos receptores para IL-8

O mecanismo molecular de ativacdo desses receptores envolve a
ativacdo da proteina G e da fosfolipase C, aumentando a producao
diacilglicerol e de trifosfato inositol, resultando no aumento da
concentracao intracelular de calcio, e na ativacdo da fosfolipase A2,
determinando o aumento da producdo intracelular de calcio e na
ativacdo da fosfolipase A,, resultando no aumento da producdo de
metabdlitos derivados do acido araquidonico (5-HETE, LTB4, HHT) com
propriedades quimiotaticas.*

Efeitos da IL-8

A ligagdo da IL-8 a membrana plasmdtica dos neutréfilos e mondcitos
causa a expressdo da integrina Mac-1 (aMB2, CD11) aumenta a
adesdo dessas células nas células endoteliais. (fig. 11)

A expressdo dessa integrina também é induzida por um dacido graxo
insaturado (fator 1 modulador da integrina) liberado por acdo da
fosfolipase A2, em neutrdéfilos ativados, parecendo ser, igualmente,
especifica para a expressdo do LFA-1 (antigeno 1 associado a funcdo
dos leucdcitos).®

IL-6
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A IL-6 é produzida principalmente por fibroblastos, queratindcitos e
osteoblastos estimulados por outras citoquinas (IL-1, TNFs, PTHrP)
também com propriedade quimiotatica. (fig. 20)

Mecanismo molecular de sintese da IL-6

O mecanismo molecular envolvido na ativagdo do gene promotor
(porcdo génica na qual se liga a RNA-polimerase para a transcricdo) da
IL-6 esta relacionado com a unido (interacdo) dos fatores de transcricdo
NF-IL6 e NF kappa B (subunidade p65).% (fig. 30; fig. 45, capitulo 4) Tais
fatores sao proteinas reguladoras, que se unem em regides especificas
do DNA, ativando o promotor. O promotor da interleucina 6 (IL-6) e de
outros genes de citoquinas contém “motifs” %

Esses “motifs” sdo sitios de ligacdo das proteinas regulatdrias ao
DNA. A proteina regulatdria deve possuir alta afinidade pelo sitio
especifico e baixa afinidade por outro local do DNA, sendo o sitio de
ligagdo repetido de 2 a 9 vezes. As interagcbes das proteinas
regulatérias-DNA sdo mantidas por meio de pontes de hidrogénio e
forcas de Van der Wals®

Inibicdo da sintese de IL-6 por glicocorticdides

O efeito inibidor da sintese da IL-6 proporcionado pelos
glicocorticéides sugere a associacdo fisica entre o receptor desses
hormonios e o fator NF-kB, bem como que os “motifs” k3 apresentam a
estrutura dedo de zinco (uma série de “motifs” repetidos nos quais
cada um estd centralizado em uma coordenacdo tetraédrica com o
zinco).? (fig. 14)

Ativagao dos receptores da IL-6 e efeitos biolégicos

A IL-6 ao ocupar os receptores localizados nas células alvo (neutrofilos,
células B e osteoclastos) estimula a expressdo das moléculas de adeséo
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celular possibilitando a migracdo celular para a regido periapical. Ao
nivel ésseo essa citoquina estimula a diferenciacdo dos osteoclastos, a
partir das células progenitoras dos mondcitos/macrofagos,
aumentando a reabsor¢do e inibindo a formacdo déssea. Além do que,
induz a diferenciag3o das células B e a proliferacdo dos linfécitos T>%%

(fig. 15)

Fator ativador das plaquetas (PAF)

O fator ativador das plaquetas (PAF) é um outro produto (fosfolipidio)
de secrecdo dos macréfagos ativados, que por sua propriedade
précoagulante participa ativamente do processo inflamatério, seja
associado ao processo de reparo, ou ao desenvolvimento dos
processos granulomatosos periapicais.

Ativacao dos receptores para o PAF e efeitos biolégicos

Ao ativar os seus receptores, localizados em varias células, dentre as
quais nos neutrdfilos, promove a quimiotaxia, mediante o aumento da
expressao da molécula de adesdo CD18
em neutréfilos, eosindéfilos, mondcitos e linfdcitos; a agregacao celular;
a secrecdo de enzimas lisossomais; o aumento do metabolismo do
acido araquidbénico; a producdo do a&nion superdxido pelos
polimorfonucleares neutrdfilos, fagocitose, agregacdo dos macrofagos;
e, a ativacdo dos eosindfilos e 0 aumento da permeabilidade vascular

Mecanismos de ativagdao dos receptores pelo PAF

O PAF, ao ativar seus receptores nos macréfagos alveolares, induz a
enzima adenilciclase a uma resposta bifdsica dependente da dose. Em
alta concentragdo inibe essa enzima diminuindo o nivel intracelular de
AMPc, enquanto que, em baixa concentracdo, estimula a atividade
enzimatica aumentando o nivel intracelular de AMPc. O mecanismo
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envolvido indica a modulagdo pelos produtos do acido araquidonico,
uma vez que medicamentos anti-inflamatdrios, tal como indometacina
e a dexametasona podem reverter tanto a fase inibitéria como
estimuladora da enzima adenilciclase induzida por PAF % (fig. 16; fig.
8, capitulo 1)

Além desses efeitos, o PAF pode agir sinergicamente com outros
mediadores prdinflamatdrios, cuja producdo foram por ele induzida,
estimulando o recrutamento e a quimiotaxia celular. Os neutréfilos, as
células endoteliais, as plaquetas, e os linfécitos sdo, igualmente,
capazes de o produzir. A ativacdo desses autacdides é mediada pela
enzima proteina quinase C, sendo inativada pela enzima PAF-
acetilhidrolase (PAH-AH).** (fig. 16)

Fatores de crescimento
Fator transformador do crescimento alfa (TGF-a)

Fatores de crescimento, tal como o fator transformador de
crescimento alfa (TGF-a) induz a quimiotaxia de praticamente todos os
tipos celulares, por meio de um mecanismo direto. Indiretamente,
também, pode potencializar o efeito quimiotdtico mediante a
expressao do gene das integrinas leucocitaria a5B1 (liga a fibronectina)
e a3B (liga a laminina, colageno e fibronectina), bem como dos
receptores de superficie (VLA-4,5), que aumentam a adesividade
dessas células para a fibronectina.

Fator transformador do crescimento beta (TGF{3)

O TGF-B, por estimular a producdo de colagenase e de gelatinase
destruindo o colageno tipo IV, facilita a migracdo celular através da
matriz. Além do que, aumenta a expressdo de receptores para Ig (Fc-
RIll, CD18) capazes de aumentar a atividade fagocitaria dos macréfagos
e secrecdo de radicais livres, bem como estimula a migracdo de células,
gue expressam em sua superficie as moléculas de adesdo da
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superfamilia das imunoglobulinas (antigenos de biocompatibilidade
principal, CD4, CD8, NCAM-1, VCAM-1 e PCAM-1).¥ (figs. 17 e 30)

Quimiocinas

Existe um grupo de citoquinas que apresentam estrutura polipeptidica
com peso molecular de 7 a 10kDa sdo codificados por genes
localizados no cromossoma humano 17, capazes de atrair populagdes
especificas de células; diferentemente dos fatores quimiotaticos, tais
como c5a, f-met-leu-phe bacteriano B4 e fator ativador das plaquetas
(PAF), que, sdo inespecificos, pois estimulam a migragdo simultdnea de
varios tipos de células.®*'® (fig. 28)

Tipos de quimiocinas
Quimiocinas CC

As quimiocinas CC que tém duas seqliéncias adjacentes NH2-terminal
cisteina, tais como a proteina quimioatraentes dos mondcitos (MCP-1,
2 e 3), sdo produzidas por macréfagos, linfécitos, células endoteliais,
células musculares lisas, células epiteliais e fibroblastos; e, a MIP-1a
(proteina inflamatdria macrofagica 1la e -B) produzidas por
macréfagos ativados, linfécitos T e B, mondcitos, neutrdfilos,
esosinofilos, células endoteliais, células musculares lisas e
fibroblastos.®’

Alfa-quimiocinas

No tecido granulomatoso periapical também estdo presentes as alfa-
guimiocinas, cuja estrutura possui duas cisteinas separadas por um
Unico residuo de aminodacidos. Essas citoquinas podem ter um “motif’
adicional de E-L-R no NH2 terminal, em que a sequéncia de
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aminodcidos tem importancia na transducdo do estimulo quimiotatico
por neutrdfilos, podendo, também, estar relacionada com o estimulo
angiogénico.” Essas quimiocinas tém de 20 a 50% de homologia nos
aminodcidos e seus genes estdo localizados no cromossoma 4. Algumas
das citoquinas dessa familia sdo especificas para a quimiotaxia e
ativacdo de neutréfilos. Portanto, desempenhando papel importante
na formacdo da regido de necrose supurativa presente nas lesGes
granulomatosas. Dessas, como vimos, a IL-8 é a mais estudada. (fig. 29)

Outras quimiocinas

Além dessas quimiocinas também fazem parte dessa familia os
oncogenes relacionados ao crescimento (GRO-a-B e -a), proteina
indudora do interferom gama (IP-10), fator 4 plaquetario (PF-4) e a
proteina ativadora dos neutréfilos e células endoteliais (ENA-75).

A GRO-a, B ey, bem como a MIP-2, sdo produzidos por fibroblastos,
mondcitos e células endoteliais induzindo a quimiotaxia e a ativacao
especifica dos neutréfilos.

A IP-10 é secretada por mondcitos estimulados com interferon-y,
fibroblastos e células endoteliais. IP-10 pode ativar a migracdo dos
mondcitos e células T memdria para o local da infeccdo participando da
hipersensibilidade do tipo retardado.

O fator 4 plaquetdrio é secretado durante a degranulacdo das
plaquetas induzindo a quimiotaxia dos neutréfilos e mondcitos.

A ENA-78 produzida pelas células epiteliais ativadas estimulando a
guimiotaxia dos neutréfilos.

A linfotactina é o uUnico membro da familia das c-quimiocinas,
expressa pelos linfécitos T citotdxica (CD8+), que induz a quimiotaxia
dos linfécitos.”

Outros agentes quimiotaticos

Existem ainda outros agentes quimiotdticos que ndao podem ser
estruturalmente classificados em qualquer dessas trés classes de
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quimiocinas. Um exemplo é a IL-16 produzida pelas células T,
eosinodfilos, fibroblastos e células epiteliais induzindo a quimiotaxia dos
linfécitos T auxiliares (CD4+), mondcitos e células epiteliais.”

Sintese e secrecao dos principais tipos de quimiocinas

As quimiocinas sdo sintetizadas e secretadas por células
hematopoiéticas e ndo-hematopoiéticas, em resposta a varios
estimulos nocivos prdinflamatdrios, tal como lipossacaridios (LPS),
interleucina 1 (IL-1), fator necrético tumoral (TNF), interferons, e
como os gerados pela destruicdo tecidual.

Ativagao dos receptores das quimiocinas e efeitos biolégicos

Uma vez secretadas, ligam-se em receptores especificos nas células
alvo, as quais produzem efeitos bioquimicos. Os receptores para IL-8,
MIP-1a e GRO estdo acoplados a proteina G, enquanto que a IP-10 e o
PF-4 se ligam em receptores para o peptideoglicano heparam
sulfato.”®®> A ligacdo ao receptor confere especificidade & citoquina;
contudo, como esses receptores estdo presentes em varios tipos de
células, causam migracdo celular heterogénea.” Tais quimiocinas sdo
capazes de induzir quimiotaxia de macréfagos, baséfilos e
linfocitos. 22!

A REGULACAO DA PROLIFERAGAO E DIFERENCIACAO DAS CELULAS
HEMATOPOIETICAS PROGENITORAS DA POPULAGCAO CELULAR DAS
LESOES GRANULOMATOSAS PERIAPICAIS

A hematopoiese normal é controlada pelo equilibrio entre dois
estimulos opostos que sdo o indutor e o inibidor da proliferacdao das
células  hematopoiéticas  progenitoras  (células  embrionarias
pluripotentes).
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Células hematopoiéticas progenitoras

Tais células tém origem no saco vitelino embrionario a partir das
células mesenquimais presentes nas ilhotas sangliineas, que, durante o
desenvolvimento embriondrio migraram para o baco, figado e medula
6ssea. Podem ser subdivididas em trés compartimentos: células
hematopoiéticas primitivas multipotenciais ndo comprometidas;
células pluripotenciais comprometidas com a linhagem mieldide; e
células primitivas comprometidas com a linhagem linféide.

A populagdo de células embriondrias (CFU-S ou células esplénicas S)
somente existe transitoriamente durante o curso normal do
desenvolvimento; podem originar células maduras representativas de
todas as linagens de células mieldides, também, sdo capazes de
autorenovagdo.”

As células progenitoras hematopoiéticas (CFU-GMM) sdo capazes de
proliferar e de se diferenciar. Contudo, em alguns casos, sob condi¢des
ideais, in vitro, apresentam a capacidade de autorenovacdo, a partir
das células residuais do “pool” de células pluripotentes. Cada evento
sucessivo de diferenciacdo ocorre como consequéncia da resposta
celular para as influéncias do ambiente, tal como a localizacdo relativa
ou a proximidade e interagdo com outras células.

Modulagdo da hematopoiese por macréfagos e células estromais

A hematopoiese ocorre no microambiente da medula dssea, onde os
macrdéfagos e as células “estromais” ndo hematopoiéticas (fibroblastos,
linfocitos T, células endoteliais e musculares lisas da parede vascular)
regulam a hematopoiese, pois sdo responsaveis pela producdo de
citoquinas promotoras e inibidoras do crescimento, bem como pela
producdo e deposicdo dos componentes extracelulares.

Nesse processo, ressalta-se a importancia dos macréfagos em
estimular outras células a producdo de fatores estimuladores do
crescimento linfocitario de células primitivas mieldides.

Também ha resposta das unidades formadoras de colonia dos
eritrécitos (BFU-E) a um fator estimulador e potencializador da
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sobrevida denominado de BPA (atividade promotora do surto),
sintetizado pelos linfdcitos T, mondcitos, células do estroma medular e

células endoteliais; que, na realidade, pode ser a prépria interleucina
3'96,74

Diferenciagao celular

As células hematopoiéticas progenitoras de uma determinada
linhagem e estdgio especifico de diferenciacdo se ligam aos
componentes da matriz extracelular mediante a expressdao das
moléculas de ades3o celular!® Tal evento, conjuntamente, com as
proteinas seqlestradas na matriz, ou produzidas pelas células
estromais, determinam o surgimento de uma area de localizacdo das
células progenitoras mieldides em que a interacdo dessas citoquinas e
a ades3o aos componentes da matriz’* causa ativacdo de receptores,
gue determinam um estado estaciondrio possibilitando a auto-
renovacdo ou a diferenciacdo celular *° (fig. 19)

Sinalizagdo intercelular de controle da expressio génica durante o
desenvolvimento

Sabe-se que a sinalizacdo intercelular em muitos sistemas em
desenvolvimento é mediada por polipeptideos reguladores
denominados de fatores de crescimento e de diferenciacao,
identificados por seus efeitos bioldgicos no tecido adulto ou em
estdgios patoldgicos. Muitos desses fatores sdo gerados no estadio
embridnico (rudimentar) do desenvolvimento, apresentando atividade
durante o desenvolvimento embriogénico, podendo, também, realizar
uma fungdo especifica (um efeito bioldgico) em varias situagGes, ou
apresentar diversas fungdes (varios efeitos bioldgicos), na dependéncia
do contexto celular em que atua. Em outras, palavras tais fatores
controlam a rota desenvolvimental e a express3o génica’*

O ciclo celular
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O ciclo celular consite de quatro fases distintas: G1 (pdsmitética), S
(sintese), G2 (prémitdtica) e M (mitose). A fase M é composta por dois
processos distintos. Mitose em que os cromossomas sdo divididos
entre as duas células filhas, e citocinese, em que o citoplasma celular
se divide formando células distintas. A ativacdo de cada fase é
dependente da progressdo e complementacdo da fase anterior. As
células que, temporariamente ou reversivelmente, pararam a sua
divisdo celular sdo ditas ter entrado em um estado de quiescéncia
denominado de fase Go. (fig. 7, capitulo 4)

Potencial proliferativo celular

As células progenitoras geralmente sdo limitadas em seu potencial de
desenvolvimento, pois podem se diferenciar em uma ou, no méximo,
em duas linhagens hematopoiéticas, perdendo o potencial proliferativo
a medida que amadurecem. Tais células ao atingirem o estado de
completa diferenciacdo, tal como as plaquetas ndo retém a informacao
genética (DNA), pois, sdo células do organismo que carecem de ndcleo.
Ja nos neutrdfilos, o DNA é retido em uma forma condensada, estando,
igualmente, inaptos a sofrer replicagdo. Portanto, apresentam pouco
ou nenhum potencial proliferativo. Em contraposicdo, existem células
hematopoiéticas que podem migrar da medula dssea sofrendo
proliferacdo e diferenciagdo em locais especificos do organismo (p. e.
células pré-T no timo). Semelhantemente, os mastdcitos e os
mondcitos podem sofrer proliferacdo e diferenciacdo nos tecidos.'”

Hematopoiese e a formagao das lesdes inflamatdrias periapicais

A hematoiese tem relacdo com a formacado do tecido granulomatoso,
porquanto é por meio da proliferacdo e diferenciacdo das col6nias de
células hematopoiéticas progenitoras que ocorre a formacdo de
componentes da populacdo celular do granuloma (linfdcitos,
plasmdcitos, neutrofilos, eosindfilos e mondcitos/macréfagos). Na
formacdo dessas lesOes, destacam-se os fatores estimuladores de
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colonia (CFS) e os fatores de diferenciacdo (DIFs), uma vez que,
respectivamente, agem nas células embriondrias pluripotentes
hematopoiéticas inibindo a diferenciagcdo, bem como o estimulando a
proliferacdo e a posterior diferenciacdo das colonias de células
progenitoras da populacdo celular do granuloma. Na auséncia desses
fatores a morte das células progenitoras sobrevém entre 8 e 48
horas.'%”

Fatores estimuladores de colonias

Dos varios fatores estimuladores de col6nia, que, atualmente, tém sido
clonados e purificados, em relagdo a formacdo do granuloma merecem
destaque: citoquinas (IL-1, IL-3, IL-5, IL-8, TNF-a, IL-8), fator
estimulador de colonia macrofagico-granulocitico (GM-CSF), fator
estimulador de colénia macrofagico (M-CFS), fator estimulador
granulocitico (G-CSF), e eritropoitina. (fig. 20)

Estimulo proliferativo proporcionado pelos fatores estimuladores de
colonias

O estimulo proliferativo das células proliferativas hematopoiéticas
embriondrias proporcionado por esses fatores é semelhante ao dos
fatores de competéncia e de progressdo envolvidos na proliferacdo dos
fibroblastos.

Fatores de competéncia e de progressao do ciclo celular

Alguns desses fatores, tal como a IL-6, G-CSF e a IL-1 atuam como
fatores de competéncia, pois introduzem as células estacionarias Go na
fase G1 (pdsmitdtica), enquanto que a IL-3 e GM-CSF atuam como
fatores de progressdo dessas células necessdrios a sua entrada na fase

S de sintese do ciclo celular ***
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Fatores estimuladores da proliferagdo celular

Os varios fatores estimuladores de colonias (CSFs) podem agir
diretamente estimulando a proliferagcdo das células pluripotentes tais
como: a IL-1, 3, 4, 6, GM-CSF; ou entdo, como a IL-3, 4, 5, GM-CSF, M-
CSF e eritropoietina, induzindo a produgdo das unidades formadoras de
colénia (GM-CSF, Eos-CSF, BFU-E, Bas-CFC, Meg-CFC, CFU-e).”" J4, o
GM-CSF, o M-CSF e o G-CSF agem estimulando a proliferacao de
colbnias especificas de células (macréfagos/mondcitos, neutrdfilos e
eosinofilos); a producdo de outros fatores estimuladores de col6nia
(CSFs), de citoquinas proéinflamatdrias (PGE2, IL-1, TNF-a), de fatores
quimiotaticos para neutrdfilos e macréfagos (GM-CSF, G-CSF); a
transmigracdo de neutrofilos (GM-CSF); aumentando a proliferacdo e
qguimiotaxia das células endoteliais (G-CSF, GM-CSF); estimulando a
proliferacao da populagdo linfocitaria por IL-3, 4, 5 e 8; a proliferacdo
de células epiteliais, fibroblastos e células endoteliais por TGF-a; o
aumento da proliferacdo e da producgdo de produtos da ciclooxigenase
por eosindfilos e neutréfilos (G-CSF e GM-CSF); e a produgdo de
produtos derivados do oxigénio (G-CSF, M-CSF, GM-CSF). (fig. 18)In
vitro tem sido demonstrado que fatores de crescimento, tal como GM-
CSF e o G-CSF também induzem a diferenciagdao de certas linhagens de
células leucémicas prémieldticas humanas. A IL-3 apresenta efeito
dependente da concentragdo. Em baixa concentragdo, conjuntamente
com o GM-CSF, M-CSF, G-CSF e eritropoietina induzem as células
hematopoiéticas progenitoras pluripotentes ao desenvolvimento
posmitdtico maduro. Em alta concentragdo a IL-3 induz a auto-
renovagao dessas células.””? Além desses efeitos, também, agem nas
células da leucemia monocitica M1 induzindo a diferenciag:éo,103 bem
como nos adipécitos causando a supressdo da lipase Iipoprotéica.104
Também foi identificado um fator estimulador de col6nias (IL-5),
produzido pelos linfécitos ativados, que estimula a proliferacdo e

diferenciagdo da unidade de colbnia de eosindfilos (CFU—Eos).74

DIA/LIF (Atividade inibidora da diferenciacdo/fator inibidor da
leucemia)
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O DIA/LIF sdo polipeptideos de peso molecular variando entre 20 e 70
kD, formador a partir da glicosilagdo de uma cadeia polipeptidica de 19
x 103 M que ao se ligar em cerca de 300 a 1500 receptores/células
causa efeitos bioldgicos, tais como a inibicdo da diferenciacdo das
células tronco embriondrias, possibilitando a sua proliferacdo, e
posterior diferenciacdo em neutrdfilos, macréfagos/mondcitos,
eosinodfilos, plaquetas, mastécitos, baséfilos e células B, células T, bem
como estimulando a producdo dos fatores de crescimento (IL-3, GM-
CSF, M-CSF, G-CSF). (fig. 19)

Expressdo do DIA/LIF

A expressio do DIA/LIF tem o desenvolvimento programado e
controlado por outros fatores de crescimento, dos quais os mais
importantes sdao dos FGFs produzido pelas préprias células
progenitoras hematopoiéticas.

Efeitos biologicos

Ao nivel do tecido dsseo, o DIA/LIF age induzindo diretamente a
atividade reabsortiva dssea dos osteoclastos; diminuindo a atividade da
enzima fosfatase alcalina; causando hidrélise de substratos contendo
calcio; reduzindo a mineralizacdo; diminuindo o nivel de RNAm
(mensageiro) necessario a producdo de proteinas colagénicas pelas
células osteoblasticas; aumentando o nivel de RNAm da osteopontina
pelas células osteoblasticas; aumentando a aderéncia dos osteoblastos
e osteoclastos na matriz éssea; e, potencializando o efeito do acido
retindico na atividade da fosfatase alcalina, ou seja, promovendo a
calcificagdo.'® Participa também do controle do desenvolvimento da
populacdo celular do granuloma.

Formas funcionais do DIA/LIF
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In vitro, a diferenciacdo celular e a pluripotencialidade das células
progenitoras mieldides é controlada por um Unico fator regulador
denominado DIA/LIF  ou atividade indutora da diferenciacdo/fator
inibidor da leucemia, que sdo expressos em duas formas funcionais
distintas, uma das quais difusivel, podendo afetar o comportamento
das células localizadas distante das células que as produziram; estando
a outra classe presente na matriz extracelular, cujo sinal esta sujeito ao
controle molecular especifico, de maneira que somente as células em
contato com essas células poderdo ser estimuladas por esse fator™®
(fig. 19) Tal fator pode regular a diferenciagdo do ectoderma
embridnico no decorrer da normal embriogénese, pois controla a
decisdo desenvolvimental, mediante a sua ligacdo em receptores de

superficie celular ***

Moléculas inibidoras da proliferacao das hematopoiéticas
progenitoras

Varias outras moléculas difusiveis sdo produzidas e secretadas, ao nivel
do tecido granulomatoso periapical, tais como o fator beta
transformante do crescimento (TGFf), calonas (AcSDKP e outros
pequenos peptideos), interferon gama (IFN-y), fator necrético tumoral
alfa (TNF-a) e quimiocinas sdo consideradas inibidoras da proliferacdo
das células hematopoiéticas progenitoras.

TGF-B (Fator beta transformador do crescimento)
Em relacdo ao tecido granulomatoso, ressalta a importancia do fator
beta transformante do crescimento (TGF3), que é um mediador

produzido em 5 isoformas, das quais o TGF-f1, TGF-f2, TGF-B3 estado
presentes na espécie humana.

Efeitos do TGF-8
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Os efeitos do TGF-B1 na proliferacao celular é variado, visto que inibe a
proliferacdo das células endoteliais e epiteliais; ndo obstante, nas
células de origem mesenquimal apresentar efeitos tanto estimuladores
qguanto inibitérios.

Efeito do TGF1 em fibroblastos, osteoblastos e células musculares
lisas

Nessas células, o TGF-B1 apresenta efeito bifdsico dependente da
concentragdo. Em baixa concentragdo causa estimulo, enquanto que

em alta concentrac3o inibe a atividade proliferativa dessas células®®

Efeito do TGF$31 em células hematopoiéticas

Em relacdo as células hematopoiéticas, esse fator inibe a proliferacao
das unidades formadoras de col6nia (CFU-S) estimuladas por IL-3.
Também, age inibindo as células formadoras de col6nias de
macréfagos e  granulécitos ativadas por IL-3 e  M-CSF.
Semelhantemente, a adicdo de TGF-B, em culturas de células contendo
unidades formadoras de colb6nias dos eritrécitos (CFU-E), causa a
inibicdo dessas células. Em outras situacdes experimentais, o TGFf
pode ativar o fator de crescimento macrofdgico-granulocitico (GM-
CSF),® estimulando a proliferagdo de mondcitos e granuldcitos
(neutrdfilos e eosindfilos).

Mecanismo de proliferagao e inibi¢ao celular induzido pelo TGF$

O efeito proliferativo do TGFf31 é mediado, via estimulo autdcrino,
pela producdo do fator derivado das plaquetas (PDGF), enquanto que o
mecanismo envolvido na inibicdo da proliferacdao celular pode estar
relacionado com o bloqueio do ciclo celular no estdgio final da fase G1
(pésmitotica), impedindo a entrada das células na fase de sintese
(S),>* visto que inibe a expressdo das ciclinas E (G1) e A (S)'® bem
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como das quinases dependentes das ciclinas (cdk4),' impedindo a

formacdo de complexos quinase-ciclina (ciclina E-cdk2), a fosforilacdo e
a expressao de genes envolvidos no controle da proliferagdo celular, tal
como c-myc.”® (fig. 7, capitulo 4)

Outro mecanismo possivelmente envolvido na inibicdo da
proliferacdo celular pode ser o aumento da producdo de
prostaglandinas E2 (PGE2) induzida pelo TGF-8. A propdsito desse
mecanismo foi demonstrado que o bloqueio da sintese de
prostaglandina E, (PGE,) restaura a resposta proliferativa celular
causada pela baixa concentragdo de TGF.'"

Efeito dos anti-inflamatoérios nao esterdides na proliferacao celular

Estudando os NSAIDs (drogas anti-inflamérias ndo-esterdides) na
densidade das fibras coldgenas presentes no tecido granulomatoso,’’
constatamos no periodo experimental de 21 dias, o aumento e aos 28
dias, a diminuicdo da densidade de volume ocupada por essas fibras
nesse tecido.

Tais resultados, considerando o efeito inibidor da proliferacdo de
fibroblastos e de macrofagos, induzida PGE2 e por uma baixa
concentracao de TGF; o efeito inibidor da proliferacdao das células
endoteliais proporcionado pelo TGF; bem como a relagdo existente
entre a inibicdo da proliferacdo celular e o aumento da sintese e
secrecao da PGE induzido por esse fator de crescimento, sugerem o
estimulo da proliferacdo de fibroblastos aos 21 dias, uma vez que nesse
periodo experimental a densidade de volume ocupada pelos
mondcitos/macrofagos diminuiu.*

Esse resultado indicou que a baixa concentracdao de TGF poderia
inibir a proliferacdo das células hematopoiéticas progenitoras dos
mondcitos/macrofagos e das células endoteliais, bem como estimular a
atividade proliferativa dos fibroblastos, enquanto que as
prostaglandinas, ainda presentes no tecido granulomatoso, inibiriam a
proliferacdo das células endoteliais e de mondcitos/macréfagos. Por
outro lado, a diminuicdo da densidade de volume ocupada pelas fibras
coldgenas aos 28 dias> pode ter sido decorrente do bloqueio da
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sintese de PGE2, e aumento da concentracdo do TGF{3, ao nivel do
tecido granulomatoso, que, ndo bloqueado pelos NSAIDs, inibiria a
proliferacdo das células produtoras de coldgeno, tais como:
fibroblastos, células endoteliais, células musculares lisas, macréfagos e
células hematopoiéticas progenitoras dos principais componentes
celulares do granuloma.

Calonas

As calonas sdo macromoléculas intracelulares que paralisam as células
em algum ponto do ciclo celular (fig. 7, capitulo 4) impedindo a
complementag¢do das mitoses. Esses fatores inibidores da proliferagao
celular sdo especificos para os tecidos, mas ndo para as espécies
animal, ou seja, as calonas de uma espécie atuam também em outras,
mas sempre dentro do mesmo sistema celular. As calonas se acumulam
no interior das células e inibem a proliferacdo celular, quando atingem
o nivel critico.

Calonas diminuem na necrose tecidual

Na necrose tecidual, a concentracdo intracelular de calonas diminui,
desaparecendo o bloqueio natural das células, o que faz ressurgir a
atividade proliferativa’® Possivelmente, esse efeito explique o porqué
de que episddios repetidos de necrose estimulam, em lesGes
inflamatdrias cronicas periapicais, a formacao de tecido de granulagao
que evolui formando extensas areas de fibrose.’

Quimiocinas inibem proliferagao celular

A primeira quimocina identificada como inibidor das unidades
formadoras de coldnia (CFU-A) murino foi, inicialmente, denominada
de “inibidor” das células totipotentes, e, posteriormente, de proteina
inflamatdria macrofagica 1a (MIP-1a), uma vez que extratos obtidos da
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cultura de macroéfagos inibem a progressao das unidades formadoras
de coldnia da fase Go para a fase G1 do ciclo celular ™ (fig. 7, capitulo
4) Entretanto, é necessario ressaltar que essa quimiocina estimula a
formacdo de macrdfagos, quando adicionada, in vitro, as unidades
formadoras de coldnia de macréfagos e granulécitos.”

Além dessa quimiocina, a MIP-2a, a interleucina 8 (IL-8), a proteina
indutora do interferon (IP-10), o fator ativador e quimiotatico dos
macroéfagos, beta-tromboglobulina (B-TB) e o fator quatro plaquetario
(PF4) podem inibir a unidade formadora de granuldcitos, eritrdcitos,
macréfagos e megacariécitos (CFU-GEMM); unidade formadora de
colénias de macrdfagos e granuldcitos, mas ndo, as unidades de
colénias mais maduras da linhagem eritrdide, granulocitica e de
megacariocitos.''

As quimiocinas, também, podem agir indiretamente mediante o
aumento da expressdo de receptores do tipo integrina a4B1 e a5f1,
gue se unem a molécula da fibronectina presente na matriz
extracelular, respectivamente, nas regides dos aminodcidos CSF
(citosina, serina, fenilalanina) e RDG (arginina, glicina e asparagina) da
fibronectina, (fig. 33, capitulo 2) resultando, concomitantemente, em
um estimulo que inibe a proliferacdo das células progenitoras
hematopoiéticas.'**!*?

A PARTICIPACAO DA MATRIZ EXTRACELULAR NA FORMACAO DO
TECIDO GRANULOMATOSO PERIAPICAL

Evolugao das lesdes granulomatosas periapicais

Nas lesdes granulomatosas periapicais experimentais de origem dental,
a regido de necrose, aos 14 dias, localiza-se ao redor do forame apical,
sendo, microscopicamente, caracterizada pela presenca de uma area
de necrose supurativa, constituida por células necrdticas,
apresentando de permeio material granular eosinéfilo com aspecto
fibrindide. A reabsorcdo dssea observada, até esse periodo
experimental, geralmente, é de pequena extensdao. Com a evolucdo da
lesdo, em torno da quarta semana, tanto a drea de necrose quanto a
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regido de reabsorcdo dssea aumentam sensivelmente de tamanho.
Contudo, na sexta semana ja pode ser constatada a acentuada
reducdo da drea necrdtica, que é, parcialmente, substituida por tecido
granulomatosé.13 A reducdo dessa area, também, foi observada nas
lesdes dérmicas induzidas com placa microbiana dental® Entretanto,
nessas lesdGes, nos primeiros 14 dias, comparativamente, as lesdes
periapicais, a area ocupada pela regido necrdtica se apresentou
maior.™ Possivelmente, a diferenca observada possa ser explicada
com base na maior concentracdo do agente flogogénico (placa
microbiana dental) inoculados, diretamente, no tecido subcutdneo de
ratos,”> comparativamente, aos decorrentes da exposicdo pulpar, que,
gradativamente, acumulam-se na regido periapical.*

Material eosinofilico granular fibrindide

Microscopicamente, de permeio a regido necrética e no interior do
tecido granulomatoso, observa-se a acentuada presenca de material
eosindfilo granular fibrindide, que deve ser interpretada como
decorrente das alteragcdes no endotélio vascular possibilitando a
passagem de macromoléculas (proteinas albumina, fibrina,
fibronectina e vitronectina)® para a regido periapical.

A presenca desse material, conjuntamente com as fibras elasticas,
que conferem elasticidade; com as glicoproteinas fibronectina,
laminina e tenascim, que dao suporte para a migragdo celular; com o
acido hialurénico, que por atrair dgua para a matriz extracelular, a
torna mais frouxa aumentando a mobilidade celular; e, com
proteoglicanas e glicoaminoglicanas, que atuam como peneiras
restringindo a passagem de macromoléculas, somente permitindo a
livre difusdo de pequenas moléculas para o espaco extra vascular,
formam a matriz extracelular necessaria a proliferacdo, migracao e
diferenciag3o celular, bem como a sintese de coldgeno®

Controle e fragmentac¢ao da matriz extracelular
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O controle da formacdo e da fragmentacdo dessa matriz estd
diretamente relacionado com os produtos de sintese e secrec¢do celular
dos macréfagos, tais como PDGF, TNF-a, IL-1 secretados, quando da
fagocitose de restos necrdticos dos vasos trombdticos e em processo
de degeneracdo; com a IGF-1, FGF, TGFf, proteoglicanas, elastina e
colagenos produzidos por linfécitos ativados em reacdes de natureza
imune; e com a producdo do TGF-B, TNF-a e proteina macrofégica
inflamatdria (MIP-1a) liberadas pelos eosindfilos, quando da ativacdo
das reacdes de hipersensibilidade do tipo imediato por IgE. Outras
citoquinas, tal como o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF)/fator de permeabilidade vascular, secretadas no tecido
granulomatoso pelas células endoteliais, fibroblastos e células
musculares lisas da parede vascular, induzem o aumento da
permeabilidade vascular, a ativacdo do fator tecidual (TF) e da via
extrinseca da coagulacdo, resultando na geracdo de trombina ativa,
gue converte o fibrinogénio soltuvel extravasado em fibrina insoluvel,
modificando a composi¢ao da matriz extracelular.

Participacao das proteinas plasmaticas extravasadas na organizacao
da matriz extracelular

As proteinas plasmaticas extravasadas em decorréncia do aumento da
permeabilidade vascular tém acentuada importancia no controle da
organizagao da matriz extracelular, pois, o sistema da coagulacdo a
partir dos fatores extravasados forma fibrina. Durante a sua formacao,
em consequéncia da formacdo do fibrinogénio (polipeptideos) em
fibrina pela trombina (protease serina) sdo gerados peptideos com
acentuada poténcia quimiotaticos, tal como o fibrinopeptideo B (hFpB).
(fig. 1) A poténcia desse peptideo, em relacdo a migracdo dos
macrofagos e neutréfilos, é semelhante a das anafilotoxinas produzidas
pela ativacdo do complemento; a do LTB4; e a do formil-metionil-leucil-
fenilalanina (fMLP); enquanto que, em relagdo a quimiotaxia dos
fibroblastos, esse mediador (hFpB) apresenta atividade compativel com
a do fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF). O
mecanismo envolvido na atividade quimiotatica por ele induzida,
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possivelmente, ndo se deve a ligacdo aos receptores para C5a, LTB4 ou
fMPL, nem a secre¢do das enzimas lisossomais, ou a producdo do anion
superoxido,'*® mas, sim, a ligacdo em um receptor especifico.

Hialuronidato

Concomitantemente, com o aumento da concentracdo de fibrina na
matriz extracelular, ha ativacdo do fator ativador do plasminogénio
(tPA), causando a geracdo de plasmina ativa, a partir do plasminogénio
extravasado, (fig. 24) resultando na fragmentacdo das proteinas
presentes na matriz extracelular e na ativacdo das metaloproteinases
fragmentadoras dessa matriz.'** Vdérios produtos resultantes da
fragmentacdao de componentes da matriz extracelular, tal como o
hialuronidato, que é internalizado e fragmentado pela hialuronidase no
interior dos fibroblastos, esta diretamente relacionado com a formacao
do tecido granulomatoso, pois estimula o aumento da aderéncia, da
migracdo, e da diferenciacdo celular necessdria a neoformacao
vascular. Esse efeito pode, possivelmente, ser explicado pelo fato do
hialuronidato reduzir a fibrindlise, decorrente da inibicdo da infiltracdo
das células endoteliais secretoras do fator ativador do
plasminogénio.'*® Com relagdo ao hialuronidato, que é produzido pelas
células sangiiineas e fibroblastos do tecido conjuntivo, sob estimulo
especifico de proteinas, tais como os fatores de crescimento
semelhante a insulina (IGF) e fator do crescimento epidérmico (EGF),
postula-se que esse componente da matriz extracelular, ao regular a
fragmentacao da fibrina, crie espaco para as células migrarem para o
interior do tecido granulomatoso periapical. Também apresenta
importante fungdo como molécula reguladora das fun¢des metabdlicas
de células presentes nas lesGes periapicais, porquanto a exposicao
dessas células ao hialuronidato produz aumento na produgdo do ATP,
fornecendo energia necessdria a adesdo, locomocdo, fagocitose e
guimiotaxia celular. Em relacdo ao seu efeito quimiotatico, foi
demonstrado o efeito sinérgico entre o hialuronidato e fibronectina,
sugerindo que essa glicoproteina possa mediar a ligacdo do
hialuronidato na superficie celular.
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Importancia da trombina na fragmentagdo da matriz extracelular

Outra consequéncia da ativacdo dos fatores de coagula¢do, quando da
fragmentacdo enzimdatica da matriz extracelular, é causada pela
clivagem da osteopontina induzida pela trombina, resultando no
aumento da adesdo e da migracao celular, pois a forma clivada da
osteopontina é ligante dos receptores do tipo integrina (avB3), cuja
expressao é estimulada pelo fator de crescimento endotelial vascular
(EVGF), fator de permeabilidade vascular (VPF) e fator de crescimento
fibroblastico (FGF). Essa integrina, também, serve como receptor para
outras proteinas da matriz extracelular (vitronectina, fibrinogénio,
trombospondina e fator de Von Willebrand), que, extravasam, em
conseqliéncia do aumento da permeabilidade vascular induzida pelo
EVGF/PGF

Estimulo da sintese do colageno por produtos de fragmentacao da
matriz extracelular

Os produtos de fragmentacdo dos componentes da matriz extracelular
estimulam a sintese do coldgeno, identificada nas lesGes
granulomatosas periapicais, principalmente, na regido periférica. A
propdsito desse efeito sabe-se que glicoaminoglicanos e os
proteoglicanos sdao depositados ao longo das fibras colagenas do tecido
cronicamente inflamado, de maneira que influenciam a fibrinogénese,
a forca ténsil e o diametro das fibras coldgenas, pois estimulam a
migracdo, a proliferacdo e a diferenciacdo celular, bem como a
producdo de outros proteoglicanos e a sintese do colageno,
protegendo-o contra a fragmentacdo colagenolitica!’® Também foi
demonstrado que os produtos da fragmentacdo do coldgeno podem
influenciar varias fungdes celulares envolvidas na formagdo das lesdes
granulomatosas periapicais, tais como: a quimiotaxia, a proliferacao, a
migracdo e a producdo de colagenase pelos fibroblastos, diretamente
envolvidos nos processos de sintese e de destruicdo das fibras
colagenas.'*®
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Proteinas da matriz extracelular

Ao contrario da fibrina, que, indiretamente, promove ativacdo do
plasminogénio, pois aumenta a atividade do fator ativador do
plasminogénio (tPA),"*° causando a clivagem da ligagdo arginina-valina
na molécula do plasminogénio originando a plasmina: a vitronectina
antagonizando a ativacdo do plasminogénio, mediante a sua ligacdo ao
fator inibidor do plasminogénio (PAI-1), estabilizando-o e inibindo a
protedlise.*” 18

Interacdo celular com as proteinas da matriz extracelular

A interagao das células com a matriz extracelular é influenciada pelo
tipo de colageno; pelas glicoproteinas fibronectina, vitronectina,
laminina e tenascim; bem como pelo tipo de proteoglicano nela
presente. Essa interacdo, também, é influenciada pela expressdo das
moléculas de adesdo celular (ICAM-1, VCAM, CD11 e CD18), cuja
producdo é estimulada por citoquinas secretadas pela populacdo
celular do granuloma.

Tais moléculas, bem como os componentes da matriz extracelular e
fatores de crescimento de sintese e secrecdo celular, ligam-se aos
receptores do tipo integrina localizados na superficie celular, ativando-
os. Esses receptores sdao heterodimeros possuidores de uma regido
RGD (tripeptideo, acido aspartico-glicina-arginina) capazes de ligar a
fibronectina, a laminina, o colageno tipo | e a vitronectina, (figs. 29, 30,
33 e 34) que ao serem ativados, causam o estimulo do citoesqueleto
celular, resultando na producdo de mensageiros soluveis dirigidos ao
nucleo, onde estimulam a sintese das proteinas responsaveis pela
migrac3o, proliferacdo e diferenciacdo celular? (fig. 29, capitulo 2)

E também conhecido o fato de que glicoproteinas da matriz
extracelular, tal como a fibronectina sdo importantes na agregacao dos
fibroblastos e na ligagcdo celular a matriz. (fig. 33, capitulo 2) Essa
glicoproteina também promove a ligagdo entre o hialuronidato
(sintetizado e secretado por varios tipos de células, tal como: as
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sanglineas e do tecido conjuntivo) com a fibrina, estabilizando a matriz
de fibrina/hialuronidato. (fig. 32, capitulo 2)

Atualmente, tem sido atribuida acentuada importancia ao tenascim,
ou seja, uma glicoproteina localizada no tecido mesenquimal
subjacente a membrana basal, que estruturalmente, apresenta regides
homodlogas a fibronectina do tipo Il, ao fator de crescimento
epidérmico (EGF); (fig. 15, capitulo 1) e, seqliéncias semelhantes ao
fibrinogénio desempenhando fun¢do importante na adesdo, migracao,

proliferacdo e diferenciacdo celular*®

Influéncia da concentra¢ao dos componentes da matriz extracelular

A presenga em excesso dos componentes da matriz extracelular inibe a
formacao do tecido granulomatoso, porquanto a alta concentracdo de
fibrina impede a penetracdao dos macrdéfagos no tecido granulomatoso,
bem como inibe a vascularizacdo desse tecido, pois a fibrina reduz a
internalizacdo e a subsequente fragmentacdo do hialuronidato
mediante a sua ligacdo covalente com o hialuronidato.

A baixa concentracdo de fibrina fornece um bom substrato para a
migracdo dos macrdofagos e células endoteliais, uma vez que,
indiretamente, promove a ativacdo do plasminogénio em decorréncia
do aumento da atividade do fator ativador do plasminogénio (tPA),
causando fibrindlise, enquanto a alta concentracdo de fibrina impede a
migracao dessas células.

A elevada concentracdo de acido hialurénico tem sido associada a
inibicdo da vascularizacdo do tecido granulomatoso, porquanto inibe a
aderéncia e locomogdo de polimorfonucleares neutréfilos.”” Em
contraposicao, a fragmentacao do acido hialurénico tem sido associada
ao aumento da vascularizacdo, pois o decréscimo desse componente
na matriz extracelular, em granulomas de alta renovacao celular, causa
0 aumento da migragao das células endoteliais. (fig. 32, capitulo 2)

A concentrag¢ao dos componentes da matriz extracelular moldula a
formagao do tecido granulomatoso
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Os componentes da matriz extracelular, mediante mecanismos
dependentes de sua concentracdo, estdo diretamente relacionadosa
formacao das lesGes das lesdes granulomatosas periapicais, de maneira
que a diminuicdo do material granular eosindfilo fibrindide,
identificado microscopicamente, presente no tecido granulomatoso
durante a evolugdo do granuloma, possivelmente, é decorrente da
fragmentacdo da matriz extracelular, resultando na formacdo de
produtos, tal como o C5a e peptideos (citoquinas, quimiocinas e
fatores de crescimento), que tém sido associados ao controle da
vascularizagdo, permeabilidade vascular, quimiotaxia celular e sintese
do colageno, necessaria a formacdo do tecido granulomatoso
periapical."**

Componentes da matriz extracelular modulam o processo de
mineraliza¢ao das lesdes granulomatosas periapicais

Tais componentes modulam também o processo de mineralizacdo,
presente nessas lesdes, pois a alcalinidade local causada pelos tecidos
necréticos, ou em degeneragdo gordurosa, sdo estimuladores do
aumento da precipitacdo dos sais de cdlcio, porquanto as proteinas
alteradas expdem os grupos reativos com afinidade para os ions
fosfatos, reagindo com as proteinas desnaturadas formando fosfato de
calcio, de maneira que as proteinas desnaturadas incorporam ions de
célcio, em quantidades cada vez maiores.

Outros componentes da matriz extracelular, tal como o colageno,
(fig. 29, capitulo 4) também, participa do mecanismo de calcificacao,
pois essa proteina age como um nucleador epitaxial da hidroxiapatita,
enquanto que os proteoglicanos presentes na matriz extracelular agem
inibindo o crescimento da hidroxiapatita; ndo obstante, a sua hidrélise
criar espacgo para a mineralizagao.
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Fig. 1: Fragmentagdo da matriz dssea via secrecdo e ativacdo de metaloproteinases.
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Fig.2: Sintese e ativagdo das metaloproteinases por citoquinas ao nivel das lesdes periapicais.



Enzimas lisossomais 265

Fig. 2.1: Ativagdo das metaloproteinases.



Enzimas lisossomais 266

L-triptofam

indoleamina 2,
3-dioxigenase Oxido —nitrico-
sintase

. ) N-hidroxi-L-arginina P — arginase
Quiinurenina

hidroxil-quinurenina citrullna + NO — ornitina + uréia

1 ornitina decarboxilase
putrescina

1 espermidina sintase
espermidina

1 espermina sintase

Inibicao da iSPermina

roliferacédo celular . =
proliferacao ¢ Proliferacao

celular

Ativacao das
metaloproteinases

Fig. 3: Sintese de metaloproteinases por macrofagos e ativagdo das metaloproteinases latentes da
matriz dssea.
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Fig. 4: Mecanismos de aumento do nimero de macréfagos ao nivel das lesdes granulomatosas
periapicais.

Fig. 5: Mecanismo de geragdo de fatores quimiotaticos pelo IFNy.
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Fig.6: Interagdo entre macrdéfagos e linfécitos nas lesdes inflamatdrias periapicais.
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Fig. 7: Mecanismo de formacgdo de fatores quimiotaticos via geragdo de fibrina.
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Fig. 9: Metabolismo do acido araquiddnico.
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Fig. 10: Configuragdo anti e gauche da histamina e os respectivos receptores.
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Fig. 11: Estimulo da quimiotaxia induzida pela IL-8 e degranulagdo de mastdcitos via sistema
imune.
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Fig. 12: Sintese da histamina e principais efeitos bioldgicos.
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Fig. 13: Mecanismos de estimulagdo da quimiotaxia e aumento da permeabilidade vascular
induzido pela substancia P.
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Fig. 14: Motifs dedo de zinco dos receptores esterdides.

IL-6 induz
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Fig. 15: Mecanismos de sintese e secre¢do da IL-6 e os seus principais efeitos.
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Fig. 16: Mecanismo de sintese e degradacdo do PAF, quimiotaxia induzida e geragdo de peréxido

de hidrogénio (fonte de ROS).
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Fig. 17: Principais efeitos em diferentes células e mecanismo indutor da quimiotaxia pelo fator
beta transformador do crescimento (TGF8).
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Fig. 18: Hematopoiese e fatores estimuladores de cold6nia das células hematopoiéticas
embrionarias.
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Fig. 19: Mecanismo de acdo das formas difusivel e ndo difusivel dos fatores de diferenciagao.
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Fig. 20: Principais efeitos bioldgicos dos fatores estimuladores de colonia (CSFs) ao nivel das lesGes
granulomatosas.
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Fig. 21: Mecanismo inicial da reabsorg¢do 6ssea induzido por MMPs.
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Fig. 22: Geragdo de fatores quimiotaticos via ativagdo do complemento.
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Fig. 23: ativagdo de neutrdfilos, células endoteliais e formagdo de microtrombos.
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24: ativagdo de neutrdfilos, células endoteliais e formagdo de microtrombos.
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Fig. 25: Diferenciagdo e ativagdo de linfécitos Be T.
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Fig. 26: Relagdo entre macrdfagos e linfdcitos (produgdo de anticorpos.
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Fig. 27: Relagdo entre macrdfagos e linfdcitos (destruigdo ceular).
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Fig. 28: Estrutura da quimiocina e influéncia de sua concentragdo.
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Fig. 29: Quimiotaxia induzida pela IL-8.
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Fig. 30: Mecanismos de ativagdo, inibicdo e quimiotaxia induzida pelo TGF.
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Fig. 31: Mecanismo de agdo e quimiotaxia induzida pela II-6.





