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RESUMO:

A osteoporose ¢ uma doenga Ossea metabolica, de etiologia multifatorial,
comumente associada a deficiéncia de estrégeno. Os efeitos da osteoporose sobre os 0ssos
da face t€m sido pouco estudados, mas ha indicios de atraso na reparagdo alveolar pos-
exodontia em animais ooforectomizados. O aumento da expectativa de vida da populagdo e
o conseqliente aumento do niimero de pacientes afetados pela osteoporose ressaltam a
necessidade de uma avaliagdo detalhada de seus possiveis efeitos sobre o processo de
reparo 6Osseo alveolar. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da auséncia de
estrogeno sobre a expressdo, producdo e atividade de MMP-1, -2, -9 e colagenos tipo I e III
no tecido de granulacdo do processo de reparo alveolar apds exodontia do primeiro e
segundo molares inferiores em ratas. Sessenta e seis ratas (Ratus norvegicus albinus,
Wistar) com 4 semanas de idade foram submetidas a ooforectomia bilateral (grupo OVX)
ou pseudo-ooforectomia (grupo controle). Apds trés semanas os primeiros e segundos
molares inferiores foram extraidos e os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical apos 3, 5 e 7 dias das exodontias. Os tecidos de granulagdo dos alvéolos foram
coletados e utilizados para realizagdo de RT-PCR, western blot e zimograma. Ambos os
grupos apresentaram aumentos graduais da expressdo, producdo e atividade gelatinolitica
de MMP-2 e -9 ao longo dos periodos pos-exodontia estudados nesse modelo experimental.
A auséncia de estrogeno no grupo OVX foi associada a diminuigdes significativas da
atividade, expressdo e produ¢do de MMP-2 e -9, bem como redugdo da expressdo e
producao de coladgenos do tipo I e III em todos os periodos estudados. Por outro lado, nao
foram observadas influéncias significativas da auséncia de estrégeno sobre a produgdo de
MMP-1. As alteracdes moleculares encontradas nesse trabalho refletem o atraso no

processo de reparo dsseo alveolar mediante a auséncia de estrogeno.




ABSTRACT:

Osteoporosis is a metabolic bone disease of multifatorial aetiology commonly
associated with oestrogen deficiency. The effects of osteoporosis on bone structure of the
oral cavity have scarcely studied but there are evidences of delayed healing process after
tooth extraction in ovariectomized rats. The increased life span of most world populations
and the consequent increase in the numbers of patients affected by osteoporosis reinforces
the need of knowledge about its possible influence over the alveolar socket healing after
tooth extraction. The aim of this study was to describe the effects of the absence of
oestrogen on the expression, production and activity of matrix metalloproteinases -1, -2 and
-9, and of types I and III collagens in the alveolar granulation tissue of young female rats
after tooth extraction. Sixty-six four-week-old female rats underwent bilateral
ovariectomies (OVX) or sham operations. Three weeks latter, both first and second
mandible molars were extracted and the animals killed by cervical dislocation 3, 5 or 7 days
after tooth extraction. The granulation tissue was collected from the alveolar sockets, and
used for RT-PCR, western blot or zymography analysis. There was a gradual increase on
the expression and production of all proteins as well as MMP-2 and -9 activities, in all
periods after surgery, with this experimental model. In contrast, OVX animals showed a
significant decrease on the gelatinolytic activities, production and expression of MMP-2
and -9 and types I and III collagens. Otherwise, there was no significant influence on
MMP-1 production in OVX animals. The molecular changes found herein reflect the

delayed alveolar wound healing associated with the absence of oestrogen.




1. INTRODUCAO:

Aproximadamente 30 milhdes de norte-americanos estdo sujeitos a osteoporose
(Mundy et al., 1999) e estima-se que essa taxa chegue a mais de 70 milhdes de pessoas no
mundo (Boyle et al., 2003). No Brasil, cerca de 10 milhdes de pessoas sao acometidas por
esta doenca (Gali, 2001). Sao freqiientes as fraturas decorrentes da perda Ossea nesta
doenga, responsavel por significativo atraso no metabolismo mineral 6sseo (Kubo et al.,
1999; Frisch & Bartl, 1999; Namkung-Matthai ef al., 2001). Apesar da relevancia clinica da
osteoporose, sao poucas as pesquisas que avaliam o efeito da doenca no reparo alveolar
pos-exodontia (Salomao et al., 1974; Klemetti & Vainio, 1993; Elovic ef al., 1994; Tanaka
et al., 2001). Estudos em animais ooforectomizados indicam atraso no processo de reparo
alveolar, com diminui¢do da formagao de coldgeno e de osso (Salomao et al., 1974; Li &
Nishimura, 1994; Jahangiri et al, 1997). Estudos em mulheres com osteoporose
demonstram redugdo das cristas alveolares decorrente de aumento na reabsorcdo das
mesmas (Kribbs et al., 1983; Kribbs ef al., 1989; von Wowern & Kollerup, 1992; Klemetti
& Vainio, 1993). Por outro lado, o processo de reparo dsseo alveolar apds exodontia ¢ um
assunto amplamente estudado e a seqiiéncia de eventos conhecida em detalhes (Devlin,
2000). Inicialmente o coagulo preenche o alvéolo, onde serd maturado e substituido pelo
tecido de granulagdo. As células epiteliais iniciam intensa atividade mitdtica com a
finalidade de recobrir a ferida. Angiogénese também ¢ observada e fibroblastos sintetizam
grande quantidade de fibras colagenas. Em seguida, tem inicio a ossificagdo e maturagdo
das trabéculas Osseas, processo este que podera estender-se por 6 meses até que nao haja
diferenca na densidade do osso neoformado e do osso alveolar adjacente (Carvalho et al.,
1997a). Adicionalmente, o reparo alveolar apresenta-se como modelo de estudo adequado
para avaliagdo do reparo dsseo, tendo em vista a auséncia de formagao de cartilagem, o
rapido ciclo 6sseo e sua relevancia clinica (Vignery & Baron, 1980; Hsieh ef al., 1995). O
aumento da expectativa de vida da populagdo mundial realga a necessidade de estudos
sobre a osteoporose (Kalu et al., 1989; Elovic et al., 1994; Namkung-Matthai et al., 2001).
O elevado niimero de pacientes afetados, a maioria em idade avancada, torna mais
freqiiente a realizacdo de exodontias nestes pacientes. Apesar de ndo haver pesquisas que

avaliem o reparo pos-exodontia em humanos com osteoporose, esta doenga estd associada




ao aumento da reabsorcao 6ssea (Kribbs et al., 1989; Klemetti & Vainio, 1993). Tendo em
vista estes fatores, o objetivo deste trabalho foi avaliar aspectos moleculares envolvidos no
processo de reparo alveolar apds exodontia dos primeiros e segundos molares inferiores de

ratas ooforectomizadas com osteoporose.




2. REVISAO DA LITERATURA:

2.1 Osteoporose:

O termo “doenga Ossea metabolica” se aplica aquelas condi¢des associadas a
reducdo difusa da densidade Ossea (osteopenia) e a diminui¢do da resisténcia dssea. A
doenca dssea metabdlica pode ser classificada de acordo com caracteristicas histoldgicas:
(1) osteoporose, na qual ha reducao concomitante do contetido mineral e da matriz dssea e
(11) osteomalacia, na qual a redu¢do da densidade dssea ¢ resultado da menor mineralizagao
da matriz (Wronski et al., 1988; Sims et al., 1996; Manolagas, 2000; Gali, 2001; Levi et
al., 2002).

A osteoporose ¢ a doenga oOssea metabolica mais comum, tendo sido melhor
definida pelo “Consensus Development Conference” como uma doenga caracterizada por
reducdo da massa dssea e deterioragdo da microarquitetura do tecido Osseo, resultando em
maior fragilidade dssea e, conseqiientemente, em aumento no risco de fraturas (Consensus
Development Conference, 1993).

Esta doenca pode ser primaria (idiopatica) ou secundaria, sendo a primaria
classificada em dois tipos: I — pds-menopausa e II — senil. A osteoporose secundaria ocorre
como conseqiiéncia de processos patologicos (artrite reumatdide, hipertireoidismo,
hiperparatireoidismo e mieloma multiplo) e outras condigdes, tais como alcoolismo,
imobilizacdo, terapia cronica com heparina, uso de anticonvulsivantes e hipervitaminose A
(Frisch & Bartl, 1999; Manolagas, 2000).

A osteoporose tipo I, pds-menopausa, € o tipo mais comum dessa condi¢do e esta
associada a deficiéncia de estrégeno (Kalu et al., 1989; Namkung-Matthai et al., 2001).
Nos pacientes afetados, observa-se uma reduc¢ao na quantidade de osso presente, com perda
maior de osso trabecular que de osso compacto (Sims et al., 1996; Namkung-Matthai et al.,
2001), resultando nas caracteristicas primarias da doenca, ou seja, fraturas por achatamento
de vértebras, fraturas do colo do fémur e da porcao distal do radio (Cooper & Melton,
1992). A taxa de formagao 6ssea € normal, na maioria das vezes, porém ocorre aumento da

taxa de reabsor¢ao Ossea, uma vez que os osteoblastos ndo sdo capazes de acompanhar os




efeitos da acao dos osteoclastos (Sims et al., 1996; Frisch & Bartl, 1999; Namkung-Matthai
etal.,2001; Chen et al., 2001).

O mecanismo pelo qual a auséncia de estrogeno resulta em perda dssea ¢ complexo
e ainda ndo ¢ totalmente compreendido (Kalu ef al., 1989; Sims et al., 1996; Sunyer et al.,
1999; Manolagas, 2000). O aumento da reabsor¢do dssea na osteoporose esta associado ao
aumento do numero ¢ da atividade de osteoclastos, bem como a diminuicao da incidéncia
de apoptose nestas células. Paralelamente, observa-se diminuicdo da meia vida dos
osteoblastos e incapacidade de reparagdo adequada dos defeitos causados pela reabsorcao
osteoclastica (Mundy et al., 1999; Manolagas, 2000; Namkung-Matthai et al., 2001;
Harada & Rodan, 2003).

A auséncia de estrogeno promove remodelagdo oOssea inibindo a producdo
osteoblastica de citocinas com atividade sobre o tecido dsseo, resultando na proliferagao de
precursores osteoclasticos (Sunyer et al., 1999; Cenci et al., 2000b). As principais citocinas
envolvidas na osteoclastogénese sao interleucina (IL)-1, IL-6 e fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) (Manolagas, 2000; Cenci et al., 2000a). O TNF-o, inibido pelo estrégeno em
condi¢des normais, ¢ um dos fatores de estimulo da osteoclastogénese na osteoporose
(Riggs, 2000; Cenci et al., 2000b). A IL-1 ¢ um potente estimulador in vitro e in vivo da
reabsorcdo Ossea por promover a diferenciagdo, atividade e sobrevida dos osteoclastos
(Goldring & Krane, 1987; Srivastava et al., 1998; Sunyer et al., 1999; Boyle et al., 2003;
Harada & Rodan, 2003). A perda 6ssea apos ooforectomia em ratos pode ser bloqueada
inibindo-se a atividade de IL-1 ¢ TNF-a (Kimble et al., 1995). Além disso, a ooforectomia
ndo resulta em perda 6ssea em camundongos que ndo expressam o receptor de IL-1
(Lorenzo et al. 1998). A IL-6 estimula tanto a neoforma¢do quanto a reabsor¢do dssea,
bloqueando a apoptose de osteoblastos e osteoclastos, sendo que o seu principal efeito ¢
observado nestes (Sunyer et al., 1999; Riggs, 2000; Harada & Rodan, 2003). O estrogeno
suprime a secrecao de IL-6 pelas células osteoblasticas da medula d6ssea (Riggs, 2000).
Além disso, camundongos que nao expressam o gene para IL-6 (knockout) ndo apresentam
perda Ossea apds a OVX (Poli et al., 1994). Portanto, a IL-6 ¢ considerada uma molécula

critica através da qual os osteoblastos estimulam a remodelagdo Ossea.




Algumas hipoteses sugerem deficiéncia na regulagdo de calcitonina, 1,25-
diidroxicolecalciferol (1,25(OH),D) e paratorménio (PTH) como as principais causas da
osteoporose pos-menopausa (Kalu et al., 1989). A deficiéncia de estrogeno aumenta a
sensibilidade do esqueleto aos efeitos reabsortivos do PTH, levando, conseqiientemente, a
uma discreta elevacdo nos niveis séricos de calcio. Desse modo, a elevagdo da calcemia
suprime a secre¢ao de PTH, reduzindo a formacao renal de 1,25(OH),D, o que, por sua vez,
limita a absor¢do intestinal de calcio (Raisz et al., 2003). Entretanto, mudangas nos niveis
séricos de hormonios reguladores de célcio ndo parecem ser fatores isolados e obrigatérios
para que ocorra perda ossea na osteoporose (Kalu et al., 1989). Além disso a descoberta de
receptores de estrogeno (RE) em osteoblastos sugere que a deficiéncia deste hormonio pode

alterar diretamente a formacao 6ssea (Sunyer et al., 1999; Chen ef al., 2001).

2.2 Efeito da auséncia de estrégeno sobre o reparo 0sseo:

Muita atencdo tem sido dada a influéncia da OVX no processo de reparo 0sseo
(Kubo et al., 1999; Namkung-Matthai et al., 2001), com diminui¢do da densidade mineral
Ossea apoés fratura em animais ooforectomizados (Lindholm, 1978) e reducdo da éarea do
calo 6sseo neoformado (Namkung-Matthai et al., 2001). Além disso, a deficiéncia de
estrogeno parece causar atraso no reparo 6sseo mesmo 12 meses apoés a fratura (Kubo et al.,
1999). Por outro lado, interessantes achados demonstram que a osteopenia em animais apos
OVX ndo altera os mecanismos de reparo 6sseo apds ocorréncia de fratura (Langeland,

1975; Blythe & Buchsbaum, 1976).

2.3 Reparo alveolar apds exodontia:

O processo de reparo alveolar ap6s exodontia em animais € assunto amplamente
estudado e a seqiiéncia de eventos é conhecida em detalhes (Hsieh et al., 1994; Devlin et
al., 1996; Carvalho et al., 1997b; Devlin, 2000). Inicialmente o coagulo preenche o alvéolo
e passa por processo de maturacdo (Guglielmotti & Cabrini, 1985), sendo aos poucos
substituido por tecido de granulagdo (Smith, 1974). Fibroblastos, provenientes do
ligamento periodontal remanescente, multiplicam-se e apresentam pronunciada atividade de

sintese de fibras colagenas do tipo I e III (Green et al., 1969; Lin et al., 1994; Devlin,




2000). Cerca de trés dias apos a exodontia, as células epiteliais mostram intensa atividade
mitotica com a finalidade de recobrir a ferida. Ao longo deste periodo inicial, ocorre a
angiogénese (Devlin et al., 1996; Carvalho et al., 1997b; McMillan, 1999). Apos 4 a 5 dias,
inicia-se a substituicdo do tecido conjuntivo denso por tecido 6sseo neoformado, com
deposicdo de ostedide pelos osteoblastos (lizuka et al., 1992; Devlin, 2000), enquanto
osteoclastos iniciam a reabsorcao das cristas e septos alveolares (Smith, 1974; Devlin,
2000). Fibras de colageno tipo I, principal componente da matriz 6ssea organica (Domon et
al., 1999), também sdo formadas, sendo bem evidentes 6 dias apos a exodontia. Colageno I
e III estao distribuidos pelo alvéolo, de maneira similar as trabéculas 6sseas neoformadas,
ou seja, das paredes alveolares para o centro (Devlin, 2000). Uma semana apds a exodontia,
o epitélio recobre quase a totalidade do alvéolo e aumenta a deposicao de tecido dsseo
intra-alveolar (Guglielmotti & Cabrini, 1985; Devlin et al., 1996). Cerca de 10 dias apos a
exodontia, o alvéolo estd completamente recoberto por epitélio. Osso jovem esta presente
em todo o alvéolo, imaturo e fibrilar na regido central e mais organizado nas proximidades
das paredes Osseas (Hsieh et al., 1994; Devlin et al., 1996). Entre 2 e 3 semanas, ocorre
unido e espessamento das trabéculas 6sseas neoformadas, juntamente com diminui¢do dos
espacos medulares e vasculares (Carvalho et al., 1983; lizuka et al., 1992; Devlin et al.,
1996; Carvalho et al., 1997a). Apds 21 dias, predominam os processos de remodelacao
Ossea, os quais se estendem por meses apos a remocdo do dente, até ndo haver diferencga
estrutural entre o osso neoformado e o osso alveolar adjacente (Green et al., 1969;

Guglielmotti & Cabrini, 1985; Kingsmill, 1999).

2.4 Efeito da auséncia de estrégeno sobre reparo alveolar:

A influéncia da auséncia de estrégeno no processo de reparo alveolar tem sido
pouco estudada e seus efeitos em ossos do complexo maxilo-mandibular ainda ndo estdo
bem estabelecidos (Elovic et al., 1994; Tanaka et al., 2001). Atraso na neoformagao dssea
intra-alveolar foi relatado ap6s OVX, com diminui¢do do numero de fibroblastos, de
capilares e de tecido ¢sseo neoformado, simultaneamente com reabsor¢do das trabéculas
Osseas jovens. Este atraso no reparo alveolar foi detectado a partir do 4° dia apds exodontia

de incisivos em ratos que haviam sido submetidos a OVX 21 dias antes da remog¢do dental
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(Salomao et al., 1974). No entanto, esta demora do reparo associada ao aumento da
reabsorc¢ao Ossea pode ndo ser detectada inicialmente, mas apds um a dois meses da OVX
(Tanaka et al, 2001). Também pode ocorrer aumento da neoformagdo dssea na face
palatina e reabsor¢do na face vestibular da maxila ap6s exodontia em ratos submetidos a
OVX (Wronski et al., 1988; Hsieh et al., 1995). Animais ooforectomizados apresentam
aumento dos espacos medulares e do nimero de osteoclastos na superficie da crista alveolar
(Jahangiri et al., 1997), apesar de uma menor atividade de reabsor¢do osteocldstica nesta
regido ter sido relatada em animais submetidos a OVX (Li & Nishimura, 1994). A presenca
de material calcificado com caracteristicas intermediarias entre osso e cartilagem foi
observada na auséncia de estrégeno, possivelmente pelo fato das células osteoprogenitoras
terem a capacidade de expressar fendtipo condrogénico (Li & Nishimura, 1994). OVX pode
causar diminui¢do da expressdo de colageno tipo I em cristas alveolares apds exodontia de
molares (Jahangiri et al., 1997) ou desarranjo das fibrilas de colageno mesmo na auséncia
de procedimentos cruentos (Tzaphlidou & Kafantari, 2000). Reducdo significativa na
espessura da mandibula apos exodontia dos molares superiores foi observada em ratas
ooforectomizadas (Elovic ef al., 1994), assim como diminui¢do da espessura e dureza do

osso alveolar (Tanaka et al., 2001).

2.5 Metaloproteinases de matriz (MMPs):

As metaloproteinases (MMPs) compreendem um grupo de 21 endopeptidases
dependentes de zinco e calcio, com capacidade para degradar componentes da matriz
organica dos tecidos conjuntivos em pH fisiologico (Hill et al., 1994; Silva et al., 2001;
Kerkela & Saarialho-Kere, 2003; Chau et al, 2003). Estas enzimas regulam eventos
fisioldgicos, como a reparagdo de feridas e eventos patologicos, como invasdo tumoral e
metastases, doenca periodontal e artrite. S3o divididas em 6 subgrupos: colagenases
intersticiais (MMP-1, -8, -13), gelatinases (MMP-2, -9), estromelisinas e estromelysin-like
(MMP-3, -10, -11, -12), matrilisinas (MMP-7, -26), MMPs de membrana celular (MMP-14,
-15, -16, -17, -24, -25) e outras MMPs (MMP-19, -20, -23, -28) (Birkedal-Hansen, 1993a;
Vu & Werb, 2000; Kerkela & Saarialho-Kere, 2003). A estrutura basica das MMPs inclui

um peptideo de sinalizagdo, um pro-peptideo, um dominio catalitico ¢ um dominio
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hemopexin-like (Seiki, 2002; Chau et al., 2003). As gelatinases possuem um dominio
adicional fibronectin-like em seu dominio catalitico (Chau et al., 2003) o qual parece estar
envolvido em sua unido com a gelatina (Olson et al., 2000; Ritty & Herzog, 2003). A
quebra do pro-peptideo das MMPs expde seu sitio catalitico, tornando a enzima ativa (Chau
et al., 2003).

A molécula de MMP-1 (colagenase-1, colagenase intersticial, colagenase de
fibroblastos) possui aproximadamente 55 kDa em forma latente e 41 kDa na forma ativa
(Chau et al., 2003), sendo secretada por fibroblastos, células epiteliais, células endoteliais,
monocitos, macrofagos, condrdcitos, osteoblastos e ostedcitos, mas ndo por osteoclastos
(Fuller & Chambers, 1995; Gack et al., 1995; Pilcher et al., 1997, Domon et al., 1999;
Silva et al., 2001; Kerkela & Saarialho-Kere, 2003). Esta colagenase degrada colagenos
tipo I, I, III, VII, VIII, X e gelatina (Chau ef al., 2003). Sua atividade enzimatica inicia a
degradagdo dos colagenos fibrilares (Rittie & Fisher, 2002), clivando sua tripla hélice em
local especifico nas cadeias al e 02: Gly’”-Ile/Leu’’®, resultando em dois fragmentos de
tamanhos conhecidos % e Y4 (Aimes & Quigley, 1995; Krane et al., 1996; Pilcher et al.,
1997; Lauer-Fields et al., 2000; Patterson et al., 2001; Lauer-Fields et al., 2003). Dessa
forma, MMP-1 participa no processo de reabsor¢do ossea (Delaisse et al., 1993; Okada et
al., 1995), sendo também necessaria para a migracao de células epiteliais sobre a estrutura
de colageno tipo I (Pilcher et al., 1997; Vu & Werb, 2000; Soo et al., 2000).

O pro-peptideo da MMP-2 (gelatinase A, colagenase tipo V) possui cerca de 72
kDa, enquanto sua forma ativa possui aproximadamente 67 kDa (Chau ef al., 2003), sendo
secretada por fibroblastos, células epiteliais, células endoteliais, condrocitos, osteoblastos e
macrofagos (Birkedal-Hansen, 1993b; Pirila et al., 2002; Mirastschijski et al., 2002a;
Kerkela & Saarialho-Kere, 2003). Esta enzima ¢ capaz de degradar gelatina, colagenos tipo
IV, V, VII e X, fibronectina, elastina e plasminogénio (Potier et al, 2001; Kerkela &
Saarialho-Kere, 2003; Chau et al., 2003). A principal forma de ativagio de MMP-2 ocorre
na superficie celular pelo complexo MT1-MMP/TIMP-2 (MMP de membrana celular tipo-
1/inibidor tecidual de MMP-2) com subseqiiente quebra do pro-peptideo da MMP-2 por
outra molécula de MT1-MMP adjacente e livre de TIMP-2. (Moalli et al., 2002; Ratnikov
et al., 2002; Seiki, 2002; Toth et al., 2003; Chau et al., 2003). No entanto, outras MMPs
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também estdo envolvidas na ativacao extracelular de MMP-2, tais como MMP-1, -7 e -13
(Kerkela & Saarialho-Kere, 2003). Receptores de estrogeno modulam a expressdo dessa
enzima através de sua interagao com o fator nuclear-kB (NF-kB), além da regulacdo direta
da MMP-2 mediada pelo elemento de resposta ao estrogeno (ERE), presente em sua regido
promotora (Potier et al., 2001; Ritty & Herzog, 2003). Apesar de sua principal atividade
enzimatica ser a degradagdo de coldgeno desnaturado (gelatina), MMP-2 possui importante
papel na reparacao tecidual por apresentar atividade de colagenase, clivando a tripla hélice
de colagenos fibrilares de maneira similar 8 MMP-1 e -8 (Aimes & Quigley, 1995; Lauer-
Fields et al., 2000; Lauer-Fields et al., 2003), gerando ainda outros fragmentos menores
além daqueles classicos (Patterson et al., 2001). Sugere-se que MMP-2 degrade a molécula
de colageno tipo I primeiro pela quebra da tripla hélice em fragmentos % e "4 dependente
de seu dominio hemopexin-like e finalizando com a hidrélise destes produtos pelas
repeti¢des fibronectin-like (Patterson et al., 2001). Desse modo, sua capacidade de degradar
colageno tipo I sugere importante participacdo em processos de remodelacdo da matriz
organica (Aimes & Quigley, 1995).

MMP-9 (gelatinase B, colagenase tipo IV) possui cerca de 92 kDa em sua forma
latente e cerca de 86 kDa em sua forma ativa (Limb et al., 2002; Chau et al., 2003). Esta
enzima ¢ secretada por fibroblastos, células epiteliais, neutrofilos, mondcitos, macréfagos,
células endoteliais e osteoclastos (Birkedal-Hansen, 1993b; Uusitalo et al., 2000; Soo et al.,
2000; Pirila et al., 2002; Mirastschijski et al., 2002b; Kerkela & Saarialho-Kere, 2003).
MMP-9 degrada gelatina e colagenos tipo IV e V (Potier et al., 2001; Kerkela & Saarialho-
Kere, 2003; Chau et al., 2003). A ativagdo da MMP-9 ocorre no espago extracelular através
de uma cascata de enzimas ativadas, iniciada por MT1-MMP e mediada por MMP-2, -3 ¢ -
13 (Fridman et al., 1995; Moalli et al., 2002; Seiki, 2002; Kerkela & Saarialho-Kere, 2003;
Toth et al., 2003). Apesar da MMP-9 ndo possuir ERE, o estrogeno também participa de
sua regulacdo através de outros elementos regulatorios importantes tais como a proteina
ativadora-1 (AP-1) e NF-xB, os quais interagem com os receptores de estrogeno
estimulando (via REa - c-jun) ou inibindo (via REP - c¢-fos) a transcricdo desta enzima
(Potier et al., 2001; Potier et al., 2002; Moalli et al., 2002; Kerkela & Saarialho-Kere,
2003). Diferentemente de MMP-2, a MMP-9 quebra somente colageno tipo I desnaturado
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(Aimes & Quigley, 1995). Porém, esta enzima ¢ de extrema importdncia para o
recrutamento de osteoclastos na remodelacao Ossea, bem como na osteogénese de 0ssos
longos (Vu & Werb, 2000).

As MMPs sdo normalmente expressas em baixos niveis (Soo et al., 2000; Kerkela &
Saarialho-Kere, 2003), porém seus genes podem ser ativados em condi¢des fisiologicas ou
patologicas (Chau et al., 2003). A transcricdo das MMPs ¢ um evento complexo e
controlado por fatores de crescimento e por citocinas (Birkedal-Hansen, 1993a). Alguns
destes fatores estdo associados com o aumento da remodelacdo dssea na osteoporose. TNF-
a, fator de crescimento fibroblastico-p (FGF-B), IL-1, EGF (fator de crescimento
epidérmico) e PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas) estimulam a transcri¢ao
das MMPs (Gowen & Mundy, 1986; Bertolini et al., 1986; Mirastschijski et al., 2002a;
Kerkela & Saarialho-Kere, 2003; Chau et al., 2003), enquanto IFN-y (interferon gama),
IFN-B, TGF-B (fator de crescimento transformante beta), BMP (proteina Ossea
morfogenética), acido retindico, estrogeno, progesterona e glucocorticoides reduzem a
expressdo desta familia de enzimas (Birkedal-Hansen, 1993a; Chau ef al., 2003).

As metaloproteinases predominantes no tecido 6sseo sio a MMP-9 e -13 (Uusitalo
et al., 2000), sendo que as MMP-2 e -9 desempenham papel significativo na reabsorcao
Ossea através da degradacdo de colageno tipo I nativo e desnaturado (Hill et al., 1994).
MMP-9 ¢ a mais abundante MMP em osteoclastos e a principal envolvida na atividade
invasiva dos mesmos (Zhao et al., 1997; Zhao et al., 1998; Delaisse et al., 2000). Aumento
constante da atividade gelatinolitica de MMP-2 e -9 foi observado durante o processo de
reparo 6sseo alveolar apos exodontia de molares inferiores de ratos entre o 1° e o 6° dia
(Silva et al., 2001). No entanto, os mecanismos através dos quais as MMPs participam dos

processos de reabsor¢do dssea permanecem incertos (Birkedal-Hansen, 1993a).
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3. PROPOSICAO:

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da auséncia de estrégeno sobre o
processo de reparo alveolar apds exodontia do primeiro e segundo molares inferiores de

ratas Wistar com 4 semanas de idade e cerca de 100 a 150 gramas de peso, por meio de:

1. Determinagdo da expressao de MMP-2 e -9 e cadeias al(I) dos colagenos tipos I e

III por meio de RT-PCR semi-quantitativa.

2. Verificagdo da producao de MMP-1, -2 e -9 e dos colagenos tipos I e III através de

western blot.

3. Analise da atividade gelatinolitica de MMP-2 e -9 por meio de zimogramas.
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4. MATERIAL E METODOS:

4.1. MANUSEIO DOS ANIMAIS E DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO:

4.1.1 Manuseio geral dos animais:

Foram utilizadas 66 ratas (Ratus norvegicus albinus, Wistar) com 4 semanas de
idade e peso entre 100 a 150 gramas. Grupos de 4 animais foram acomodados em gaiolas
de polipropileno e receberam, exceto quando especificado de outra forma, alimentacio

granulada e agua ad libitum, sendo pesados semanalmente.

4.1.2 Delineamento do experimento:

Os animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos de 33 ratos cada, sendo um
grupo constituido por animais pseudo-ooforectomizados (grupo controle) e o outro por
animais ooforectomizados (grupo OVX) como visto na tabela 1. O nimero de animais em

cada grupo foi previamente determinado a partir de testes piloto com cada técnica proposta.

Tabela 1. Distribui¢do dos subgrupos de animais para cada experimento e o0s respectivos
tratamentos recebidos. Os grupos controle (Cont) e ooforectomizado (OVX) possuem 33 animais
cada.

Técnicas e periodos 3 dias 5 dias 7 dias Total
Cont 0ovX Cont 0ovX Cont ovX

RT-PCR 4 4 4 4 4 4 24

Western blot 4 4 4 4 4 4 24

Zimograma 3 3 3 3 3 3 18

Total 11 11 11 11 11 11 66

4.1.3 Ooforectomia:

Para a ooforectomia, cada animal foi pré-anestesiado com cloridrato de tiazina 2%
(Rompun® - Bayer, Brasil, 5mg/kg, intramuscular) e, depois de verificados os sinais de
sedagio, anestesiado com cloridrato de ketamina 10% (Dopalen® - Agribands, Brasil,
10mg/kg, intramuscular). A tricotomia foi realizada manualmente e a antissepsia feita com
alcool iodado na regido correspondente ao ovario a ser removido. Com o animal
posicionado lateralmente, os ovarios localizam-se aproximadamente a 1cm de distancia da

coluna vertebral e a 1cm abaixo da ultima costela. Uma incisdo de 1cm foi realizada nesta
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regido, paralelamente ao longo eixo do animal, seguindo-se a divulsdo dos tecidos
subjacentes até a exposicdo do ovario. Foi feita a ligadura logo abaixo desse, com fio
agulhado de nylon monofilamentar 5.0 (Mononylon® 5.0, Ethicon, Brasil), seguindo-se a
remoc¢do do ovario. O material removido foi fixado em formol tamponado a 10% e
processado histologicamente para confirmacdo da remocao dos orgdos. Os tecidos foram
reposicionados e a sutura feita em planos com fios de nylon monofilamentar 5.0 e 4.0.
Procedimento similar foi realizado no lado esquerdo do animal, na mesma sessdo cirargica.
Os animais do grupo controle (animais pseudo-ooforectomizados) passaram pelas mesmas
etapas cirurgicas, com exce¢do da remog¢do dos ovarios. Os animais permaneceram em
gaiolas individuais apos a cirurgia e receberam racdo e agua ad libitum até a recuperagao

total da cirurgia.

4.1.4 Extracao dental:

Os animais foram pesados semanalmente durante todo o experimento. Trés semanas
apés a remocdo dos ovarios, foram novamente anestesiados utilizando-se o mesmo
protocolo descrito para a ooforectomizagdo. Tdo logo os sinais de anestesia foram
observados, o animal foi posicionado em aparato similar ao de Doku (Doku et al., 1966) e
uma gaze umedecida foi colocada sobre os olhos dos animais a fim de se evitar o
ressecamento e opacificagdo das corneas. A gengiva ao redor do primeiro molar inferior
direito foi descolada com hollemback 3ss e o dente seccionado no sentido vestibulo-lingual
com auxilio de broca carbide esférica '/4 em turbina de alta rotagdo. Irrigagdo constante
com soro fisioldgico estéril foi mantida com o objetivo de manter a loja cirargica limpa e
evitar superaquecimento dos tecidos. A avulsdo das raizes foi realizada com o auxilio de
micro-cinzel cirargico biangulado com ponta ativa de 2mm de espessura e pinga Kelly
curva adaptada como forceps. O segundo molar foi luxado por meio de movimentos de
alavanca aplicados entre esse e o terceiro molar, utilizando-se micro-cinzel e hollemback,
finalizando-se a remog¢do com pinga Kelly curva. A sutura foi realizada com fio de nylon
monofilamentar 5.0 agulhado e pinga Kelly reta adaptada como porta-agulha. Procedimento
similar foi realizado no lado esquerdo da mandibula. Durante o procedimento cirirgico

foram tomados cuidados para remogao de excessos de sangue e debris da cavidade bucal do
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animal. As ratas foram mantidas em gaiolas individuais apds a cirurgia e receberam agua
ad libitum por cerca de 20 a 24 horas. Os animais receberam ragao moida durante a

primeira semana do pos-cirirgico para reduzir o trauma pds-operatorio.

4.1.5 Sacrificio dos animais e consideracoes éticas:

Este experimento foi submetido ao comité de ética para experimentacdo em animais
do Instituto de Biologia da UNICAMP e aprovado antes do inicio dos experimentos
(Numero do Protocolo: 344-2). Todas as medidas possiveis foram tomadas para evitar
sofrimento desnecessario dos animais, bem como para reduzir o numero de animais
utilizados e as perdas durante o trans e pds-operatério. Foram seguidas as normas éticas
internacionais de manejo de animais de laboratorio (OLAW — Office Of Laboratory Animal
Welfare, 2000). O sacrificio dos animais foi realizado por deslocamento cervical e ocorreu
aos 3, 5, e 7 dias apds as exodontias, para 3 ou 4 ratos de cada grupo experimental, como

descrito anteriormente na tabela 1.

4.1.6 Comprovacio da ooforectomia:
A comprovagao da eficacia do procedimento de ooforectomia foi realizada por meio

de procedimentos macroscopicos, microscopicos e radiograficos.

a) Avaliacdo microscopica dos ovarios:

Os ovarios removidos de cada animal foram fixados em formol neutro tamponado a
10% por 24 horas, em embalagens individuais identificadas. O material foi incluido em
parafina, cortado com Sum de espessura, corado com hematoxilina e eosina (HE) e

analisado em microscopia Optica para confirmac¢do da remog¢ao dos ovarios.

b) Lavado vaginal:
O ciclo reprodutivo da rata ¢ denominado ciclo estral com duracdo média de 4 a 5
dias, sendo dividido em quatro fases: proestro, estro, metaestro (diestro I) e diestro (diestro

IT) (Freeman, 1994; Fata et al., 2001), as quais podem ser caracterizadas pela distribuicao
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morfologica de seus trés tipos celulares: células epiteliais jovens, células epiteliais maduras
e leucocitos (Marcondes et al., 2002).

A técnica utilizada para determinacdo da fase do ciclo estral foi realizada conforme
metodologia previamente estabelecida (Marcondes et al., 2002). A secrecdo vaginal das
ratas foi coletada no 21° dia do estudo, pela manha, com inser¢do de pipeta de plastico
contendo 10ul de solucdo salina estéril (NaCl 0,9%) na vagina do animal ndo anestesiado.
O material aspirado foi colocado sobre lamina de vidro e visualizado a fresco, em
microscopio Optico, em aumento de 40 vezes. As células foram classificadas em:

- células epiteliais jovens: arredondadas e nucleadas

- células epiteliais maduras: anucleadas e com formato irregular

- leucocitos: células inflamatorias pequenas e arredondadas

A fase do ciclo estral de cada animal foi classificada de acordo com a propor¢ao de
cada tipo celular (Marcondes et al., 2002), como descrito abaixo:

- proestro: predominio de células epiteliais nucleadas

- estro: predominio de células epiteliais anucleadas

- metaestro: propor¢des iguais de células epiteliais jovens, maduras e leucocitos

- diestro: predominio de leucocitos

A auséncia das fases estro e proestro indicam sucesso do procedimento de

ooforectomizacao.

¢) Avaliacgao visual dos uteros:

A abertura do abdomen de cada animal foi realizada ap6s o sacrificio, expondo-se o
utero e permitindo a visualizagdo macroscopica da atrofia dos cornos uterinos, indicando o
sucesso da ooforectomizagdo. A avaliagdo permitiu a categorizagdo dos animais em dois

grupos: com atrofia (grupo OVX) e sem (grupo controle).

d) Avaliacao densitométrica das tibias:
ApOs o sacrificio, as tibias de cada animal foram removidas, dissecadas, fixadas em
formol neutro tamponado a 10% por 24 horas e radiografadas em filme oclusal (Ultra

Speed DF-50®, Eastman Kodak Company, E.U.A.) previamente identificado. Foi utilizado
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aparelho radiografico periapical (RX 6010°, Gnatus, Brasil), com padrio de 65 kVA,
tempo de exposicdo de 0,5 segundo e 21cm de distdncia foco-filme em posicionador
confeccionado para este fim. Penetrometro de aluminio com degraus de 1mm de espessura,
cobrindo a borda esquerda da radiografia, também foi utilizado. Um degrau com densidade
radiografica similar a do osso avaliado foi previamente estabelecido como medida padrao
durante as leituras densitométricas. As radiografias foram reveladas em processadora
automatica (Level 360®, J Morita, Japdo) utilizando soluc¢des fixadora e reveladora recém
preparadas e testadas. Cerca de 4 tibias foram posicionadas em cada radiografia,
previamente identificada, de acordo com o grupo de animais correspondente ¢ mantidas em
envelopes individuais. As radiografias foram digitalizadas em scanner (GS 700, BioRad
Laboratories, E.U.A.) e analisadas pelo respectivo programa de computador (Molecular
Analyst 1.5®, BioRad Laboratories, E.U.A.). A densitometria foi realizada em area de
tamanho padronizado (1,806mm?”) sobre o condilo lateral da por¢do proximal da tibia. A
mesma area foi aplicada sobre o degrau estabelecido, oferecendo uma medida padrao para
cada radiografia. A divisdo da leitura da area operada pela leitura de area similar do padrao
permitiu obter razdo equilibrada, eliminando ou reduzindo ao maximo as variagdes

radiogréficas causadas por fatores independentes a reparagdo 0ssea.

e) Avaliacao histomorfométrica das tibias:

Apos terem sido radiografadas, as tibias foram descalcificadas em 4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), em temperatura ambiente e sob agitagdo constante por
cerca de 5 dias. Em seguida, o material foi lavado em agua corrente por 12 horas e
processado para a realizagdo dos cortes histoldgicos, os quais foram corados com HE de
acordo com as normas da AFIP (4drmed Forces Institute of Pathology). A determinagdo da
densidade volumétrica de osso na porcao proximal das tibias foi realizada com ocular kpl
10x com reticulo de integracdo II Zeiss de 100 pontos quadriculados, objetiva de 10x e
programa de anélise computadorizada de imagens (KS 400 Karl Zeiss, Alemanha). Foram
contados 100 pontos sobre as estruturas histologicas em 3 campos, perfazendo 300 pontos

por tibia (Figura 1).
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Figura 1: Campos utilizados para determinacdo da densidade volumétrica de osso a partir de cortes

histolégicos de tibias de animais controle e OVX, corados com HE.

4.2. Reacio de polimerase em cadeia por transcriptase reversa (RT-PCR):
Exceto quando especificado, todos os reagentes utilizados nesta técnica pertencem a

Invitrogen Life technologies, E.U.A.

4.2.1 Desenho e confec¢ao dos primers:

a) Para utilizacdo de primers corretos e especificos para cada gene, foram utilizadas
as seguintes seqiiéncias dos mRNAs do GenBank™ (NCBI — National Center for
Biotechnology Information — NIH, E.U.A. - http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/), como

demonstrado na tabela 2.

Tabela 2. Seqiiéncias dos mRNAs obtidas no GenBank'", para cada proteina estudada.

Proteina mRNA
Beta-actina gi 13592132
MMP-2 gi 13591990
MMP-9 gi 13591992
Colageno tipo I (al) 212894105
Colageno tipo III (al) 2127671044

b) Em seguida, foram determinadas as fases abertas de leitura (ORF — open reading
frame) de cada mRNA, através da identificagdo do inicio das fases representado pela

seqiiéncia ATG, assim como dos stop cédons TAG, TGA ou TAA.
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¢) O desenho de cada primer foi realizado dentro da ORF, ndo muito distante do
sinal de clivagem para colocagdo da cauda de poli-A (TTATTT). O programa utilizado para
o desenho dos primers foi o Amplify 1.2 software® (Universidade de Wisconsin, E.U.A.)
para Macintosh®. Os produtos finais de cada par de primers possuem aproximadamente 200
pares de base (pb), como descrito na tabela 3. A localizacdo de cada par de primers em

cada seqiiéncia de seu respectivo mRNA esta mostrada em ANEXOS.

Tabela 3. Relagdo de cada par de primers e do tamanho do produto final em pares de base (pb) para
cada proteina analisada.

Proteina pb Primers

Beta-actina 220 Forward TGA CAT CCG TAA AGA CCT CT
Reverse CTG CTT GCT GAT CCA CATCT

MMP-2 199 Forward ACA TCT TTG CAG GAG ACA AG
Reverse CTCTTG AGACTTTGGTTCT

MMP-9 223 Forward CAT GGC CTATCCCACA
Reverse TCC TCC GTG ATT CGA GAA C

Colageno tipo I (al) 212 Forward AGA GTA CTG GAT CGA CCC TAA
Reverse AAC CTT CGC TTC CAT ACT C

Colageno tipo III (al) 201 Forward TGC TGC CAT TGC TGG AGT TGG A
Reverse TGG CAG AATTTC AGGTCTC

d) A especificidade de cada primer, assim como do produto final amplificado por

cada par de primers, foi verificada por meio de BLAST no préprio GenBank™.

4.2.2 Curetagem dos alvéolos:

Ap0s o sacrificio, a mandibula de cada animal foi dissecada com auxilio de tesoura
de ponta reta e a mucosa alveolar foi incisada com lamina de bisturi namero 15. Os
alvéolos foram curetados com escavador de dentina nimero 16 e todo o material curetado a
partir de cada subgrupo de 4 animais foi acondicionado em um tubo tnico de polipropileno,

imediatamente congelado em gelo seco e posteriormente armazenado a -80°C.

4.2.3 Processamento do material dos alvéolos:
O material retirado dos alvéolos de 04 animais de cada tempo experimental foi
transferido para graal de vidro estéril, previamente lavado com detergente para RNase

(Ambion, E.U.A.). A maceragao do precipitado foi realizada com 5ml de reagente TRIzol,
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seguida por homogeneizacao da solugdo por 5 minutos a 24°C. O material foi transferido
para outro tubo de polipropileno e incubado com 1ml de cloroférmio (Merck KgaA,
Alemanha) por 3 minutos a 24°C, seguido por centrifugacdo a 9000 rpm, a 4°C por 15
minutos. A fase aquosa foi entdo transferida para tubo de polipropileno de 15ml e incubada
por 10 minutos a 24°C, apds adicdo de 2,5ml de isopropanol (Merck). Novamente o
material foi centrifugado a 9000 rpm, a 4°C por 10 minutos e o sobrenadante desprezado. O
precipitado de RNA foi lavado com etanol gelado a 75% (Merck) e centrifugado a 6000
rpm a 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado desidratado por
cerca de 1 hora a 24°C. Em seguida, o material foi suspenso em 20ul de dgua deionizada

livre de nucleases e incubado a 56°C por 10 minutos.

4.2.4 Determinacido da concentracio, pureza e qualidade do material:

Para determinagdo da concentragdo e pureza do material, foi realizada a leitura da
densidade optica (D.O.) das solugdes de RNA total em espectrofotdmetro (Spectronic —
Genesis' "2, E.U.A.) em cuvetas de quartzo, para os comprimentos de onda de 260 e
280nm. O material foi considerado puro quando a razdo entre as duas leituras ficaram entre
1,7 e 1,8.

Para verificacdo da qualidade dos RNAs obtidos, cerca de 2ug de cada amostra
foram separadas em gel de agarose a 1,2%, por meio de eletroforese a 100V constantes, em
tampao contendo 20mM de MOPS, 5SmM de acetato de sodio e ImM de EDTA. O gel foi
corado com brometo de etidio e visualizado através do programa Image Master® VDS
(Pharmacia Biotech, Israel). A qualidade do material foi determinada pela presenca das
duas bandas do RNA ribossomico (28S e 18S), assim como pela presenga da banda

correspondente ao RNA transportador (Figura 2, ANEXOS).

4.2.5 Transcricao reversa:

Todas as amostras de RNA total extraido foram tratadas com 1 U de DNase |
(Amplification Grade) por 10 minutos a 24°C, visando eliminar possiveis tragcos de DNA
genOmico contaminante. Para a sintese de cDNA, cerca de Sug de RNA total foram

reversamente transcritos em uma reagao com volume final de 21 pl contendo 0,5 mM de

23



cada desoxinucleotideo trifosfato (ANTP), 40 U de inibidor de RNAse, 50 U da enzima
Superscript III RT, 0,5 ug de primers Oligo-dT e tampao da reagdo 1x, contendo 1,5 mM
MgCl,. Esta solugdo foi incubada por 50 minutos a 50°C e 5 minutos a 85°C, finalizando a
4°C. Em seguida, a solu¢do foi incubada por 20 minutos a 37°C com 2 U da enzima RNase

H (E.coli). Reagdes sem a presenga da enzima RT foram usadas como controles negativos.

4.2.6 Determinacio do niumero de ciclos de PCR por primer:

Para assegurar que a amplificagdo por PCR ocorresse na fase exponencial (i.e., para
que mudangas nos niveis originais de transcricdo resultassem em mudancas relativamente
similares na densidade do produto em eletroforese), cada par de primers foi amplificado em
numeros de ciclos individualizados (Palmon et al., 2001), caracterizando a RT-PCR semi-
quantitativa. Inicialmente, cada par de primers foi amplificado em niimeros diferentes de
ciclos, as amostras foram separadas em géis de agarose a 1,8% e as bandas foram
submetidas a densitometria Optica. O niimero de ciclos para cada par de primers foi
estabelecido de acordo com o aumento da D.O. das bandas, tendo sido selecionados os
valores de 25 ciclos para beta-actina, 45 ciclos para MMP-2, 45 ciclos para MMP-9, 20
ciclos para colageno tipo I (al) e 40 ciclos para colageno tipo III (al) (Figura 1, ANEXOS).

4.2.7 PCR:

Para a amplifica¢do especifica dos cDNAs através de PCR 0,2mM de cada par de
primers especifico foram adicionados em 50ul de solugdo contendo 2ul de cada cDNA, 2 U
da enzima Taq DNA polimerase, 0,05mM (5uM) de dNTP, 1,5mM de MgCl, e tampao da
reagio 1x. Os tubos foram levados ao termociclador (Gene Amp® PCR System 9700 — PE
Applied Biosystems, E.U.A.), seguindo-se reagdes ciclicas de 45 segundos a 95°C, 45
segundos a 55°C e 45 segundos a 72°C. Cerca de 10ul do material amplificado foram
visualizados em géis de agarose a 1,8% por meio de eletroforese a 100V constantes, em
tampao contendo 45mM de Tris, 45mM de acido borico e 0,1mM de EDTA. Os géis foram
corados com brometo de etidio e visualizados através do programa Image Master® VDS

(Pharmacia Biotech).
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4.2.8 Leitura dos resultados:

As i1magens digitalizadas foram importadas para o programa de computador
especifico para a realizacdo da densitometria Optica das bandas (Molecular Analyst). Para
cada banda estudada, foram consideradas as areas de pico correspondentes como valor da
D.O.. Area homogénea na mesma altura das bandas foi utilizada como background para
minimizar variagdes. Todas as bandas tiveram seus valores normalizados pelo valor da
leitura da banda da beta-actina respectiva do grupo. Para a andlise estatistica, foram
realizados 3 géis com o grupo de amostras mais representativo para a obten¢do do nlimero

necessario de valores para a realizagdo do teste ¢ de Student.

4.3. WESTERN BLOT:
4.3.1 Curetagem dos alvéolos:
A obtengdo do material alveolar para western blot foi realizada da mesma forma

descrita para RT-PCR (item 4.2.2).

4.3.2 Extrato protéico:

As proteinas foram extraidas por macera¢do com graal e pistilo de vidro, utilizando-
se tampao de lise contendo 10% de sacarose, 1% de Triton-X, 20mM de Tris pH 8,0,
137mM NaCl, 10% de glicerol, 2mM de EDTA pH 8,0 e ImM de NaF. Os inibidores de
proteinases PMSF (1mM), NEM (1uM), benzamidina (1puM), inibidor de tripsina (soybean
tripsin inhibitor) (1uM) e pepstatina A (1uM) foram adicionados ao tampao de lise
imediatamente antes do uso. Cerca de 650ul deste tampao foram colocados em graal com o
material curetado de 4 animais, sendo mantido no gelo por 30 minutos e agitado a cada 10
minutos. Apds este periodo, o material foi centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C
e o sobrenadante coletado, sendo uma amostra de 2,5ul separada para quantificagdo
protéica. Todas as aliquotas dos extratos protéicos foram imediatamente congeladas em
gelo seco e estocadas a -80°C até o momento do uso. A quantificacdo das proteinas totais

de cada extrato foi realizada a partir do método de Bradford.
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4.3.3 Dosagem protéica:

O método de Bradford (Bradford, 1976) foi utilizado para quantificacdo das
proteinas totais dos extratos totais protéicos a partir do material removido dos alvéolos e
dos meios de cultura condicionados. Foram utilizados 750ul do reagente de Bradford
(BioRad) em 747,5ul 4gua deionizada (1500ul), descontando-se 2,5ul para a amostra
protéica. Solugdo de branco (750ul de solugdo de Bradford, 747,5ul de 4gua deionizada e
2,5ul do tampao de lise), em luz visivel de comprimento de onda de 595nm foi usada para
calibrar o espectrofotometro (Spectronic). Os valores da absorbancia das amostras foram
aplicados ao grafico da curva de Bradford, feito em planilha eletrénica (EXCEL® 9.0/2000,
Microsoft, E.U.A.) a partir das leituras da solu¢do padrdo de albumina sérica bovina (BSA
— Sigma) nas concentragdes de 1,0 a 10pg/pl, realizadas no mesmo procedimento. Valores
de absorbancia proximos as extremidades das curvas do grafico ndo foram utilizados,

dando-se preferéncia a sua regido central, caracterizada por uma linha reta.

4.3.4 Western blot:

Cerca de 33,8ug de proteina total foram homogeneizados em tampao de amostra
redutor 4x concentrado contendo 2% de dodecil sulfato de sodio (SDS), 125 mM de Tris-
HCI pH 8,0, 10% de glicerol, 0,001% azul de bromofenol e 2% de beta-mercaptoetanol. As
proteinas foram desnaturadas a 100°C por 5 minutos e entdo separadas eletroforeticamente
em SDS-PAGE a 8%, em tampao contendo 2,5mM de Tris-HCI pH 8,0, 19mM de glicina e
0,3mM de SDS. A seguir as amostras foram transferidas para membranas de nitrocelulose
(Protran, Schleicher & Schuell, E.U.A.) em tampao contendo 1,2mM de Tris-HCI pH 8,0,
9,6mM de glicina e 20% de metanol. A eficicia das transferéncias foi verificada através da
coloragdo das membranas com o corante Ponceau S (Sigma Chemical Company, E.U.A.),
seguida por bloqueio em uma solucdo contendo 5% de leite em pd desnatado (Nestlé,
Brasil) dissolvido em tampao 20mM Tris-HCI pH 7,6 contendo 150mM de NaCl e 0,1% de
Tween 20 (TBST) por 18 horas a 4°C. As membranas foram incubadas com os seguintes
anticorpos primarios diluidos em TBST com 5% de leite em p6 desnatado: anti-MMP-1

(The Binding Site, Inglaterra, 1:150), anti-MMP-2 (The Binding Site, Inglaterra, 1:500),
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anti-MMP-9 (The Binding Site, 1:150), anti-coldgeno tipo I (Santa Cruz Biotechnology,
E.U.A., 1:300), anti-colageno tipo III (Santa Cruz, 1:300) e anti-beta-actina (Sigma,
1:40.000), por 2 horas a 24°C, sob agitacdo constante. Foram entdo realizadas quatro
lavagens de 15 minutos cada com TBST, seguidas de incubagdo com anticorpos
secundarios conjugados a peroxidase (Sigma) nas dilui¢cdes de 1:15.000 (anti-IgG de ovelha
para as reagoes contra MMP-1), 1:10.000 (anti-IgG de ovelha para as rea¢des contra MMP-
2), 1:8.000 (anti-IgG de ovelha para as reagdes contra MMP-9), 1:10.000 (anti-IgG de
cabra para as reacdes contra coldgeno tipo I e III) e 1:1.000 (anti-IgG de camundongo para
as reacdes contra beta-actina), por 1 hora a 24°C, sob agitagdo constante. As membranas
foram novamente lavadas com TBST, conforme descrito anteriormente. As reagdes foram
reveladas através de quimioluminescéncia, utilizando-se o kit de deteccio ECL — Western
Blotting Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech, E.U.A.), e expostas a filmes
radiograficos X-Omat AR (Kodak).

4.3.5 Leitura dos resultados:
Ap0s secagem, as peliculas radiograficas foram digitalizadas em scanner (GS 700) e
a densitometria Optica das bandas foi realizada pelo respectivo programa de computador

(Molecular Analyst), conforme descrito no item 4.2.8.

4.4. ZIMOGRAMA:
Esta técnica foi realizada para o estudo de MMPs secretadas no processo de reparo
alveolar de acordo com estudo prévio executado neste mesmo laboratério com resultados

satisfatorios (Silva et al., 2001).

4.4.1 Curetagem dos alvéolos:

A obtencao do material alveolar para zimograma foi realizada da mesma forma
descrita para RT-PCR (item 4.2.2), tendo sido o material coletado de cada subgrupo
colocado em tubo unico de polipropileno, lavado trés vezes com solugdo salina tamponada

de fosfato (PBS) a 4°C e incubados por 18 horas a 37°C em 60011 de DMEM (Dulbecco’s

modified Eagle medium — Sigma), contendo 100ug/ml de garamicina (Sulfato de
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gentamicina 120 mg — Schering-Plough, Brasil). As amostras foram entdao centrifugadas a
10000 rpm por 15 segundos a 4°C. O sobrenadante, contendo as proteinas secretadas, foi

coletado e estocado a -80°C.

4.4.2 Zimograma:

Apo6s a quantificagdo das proteinas totais dos meios de cultura condicionados (item
4.3.3), os zimogramas foram realizados conforme descrito previamente (Silva et al., 2001).
Cerca de 3ug de proteina total em meio de cultura celular condicionado foram
homogeneizados em tampao de amostra nao-redutor contendo 2% de SDS, 125 mM de
Tris-HCI pH 8,0, 10% de glicerol e 0,001% azul de bromofenol. As proteinas foram entio
separadas eletroforeticamente em SDS-PAGE a 10%, copolimerizados com 1,6mg/ml de
gelatina (Sigma) como substrato, em tampao contendo 2,5mM de Tris, 19mM de glicina e
0,3mM de SDS. Apos a eletroforese, os géis foram lavados, sob agitacdo suave a 24°C, em
2 banhos de 20 minutos cada em solucdo aquosa de Triton-X100 a 2% (Gibco Life
Technologies BRL, E.U.A.) para remog¢do do SDS e retorno da conformagdo natural das
MMPs. Em seguida, os géis foram incubados em tampao de ativagdo contendo 5S0mM de
Tris-HCL pH 7,4 ¢ 5mM de CaCl, a 37°C por 16 horas. A atividade gelatinolitica foi
detectada apds coloracdo com Coomassie blue R-250 0,05% (BioRad), apds remog¢do do
excesso de corante com solu¢do aquosa de metanol 50%. Para confirmar que as atividades
gelatinoliticas evidenciadas foram decorrentes da atividade das MMPs, foram adicionados

ao tampao de ativacdo 2mM 1,10-fenantrolina (Sigma), um inibidor especifico de MMPs.

4.4.3 Leitura dos resultados:

Os géis foram digitalizados em scanner (GS 700) e a densitometria Optica das
bandas foi realizada pelo respectivo programa de computador (Molecular Analyst),
conforme descrito no item 4.2.8, sendo que as bandas claras representaram o local de

degradacgdo da gelatina pelas MMPs.
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4.5. ANALISE ESTATISTICA:

Os dados foram digitados em planilha eletronica (EXCEL) e os resultados expressos
em média + DP (desvio padrio) de trés experimentos independentes, realizados em
triplicata. Para as comparagdes entre animais controle e OVX, foi utilizado o teste de ¢ de

Student ndo-pareado, considerando nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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S. RESULTADOS:

5.1. Procedimento cirtrgico e obtencdo de material alveolar:

Baseado nos resultados de pesquisas anteriores (Silva et al., 2001; Zecchin, 2001) e
nos resultados deste projeto, observou-se que a técnica cirurgica desenvolvida ¢ adequada e
possibilita um pos-operatdrio satisfatorio com nimero minimo de fraturas e acidentes
cirargicos. O niumero de animais necessario para cada técnica também foi determinado em

estudo piloto, reduzindo-se, sempre que possivel, o nimero de animais utilizados.

5.2. Pesos dos animais:

Houve aumento progressivo dos pesos dos animais ao longo do experimento. Os
animais submetidos 8 OVX tiveram maior ganho de peso ao longo do experimento, quando
comparados aos animais do grupo controle (Figura 2). O maior ganho de peso dos animais
ooforectomizados ocorreu a partir do 7° dia apos a OVX, com diferenga estatisticamente
significativa em relagdo ao grupo controle a partir do 14° dia. A maior diferenga de peso
entre os grupos foi observada 21 dias apds a OVX, momento em que foram realizadas as
exodontias. ApoOs as extragdes, os animais do grupo controle apresentaram reducao do
ganho de peso em comparagdo com os periodos anteriores. Ao final do experimento ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos estudados. Maiores

detalhes da evolu¢do dos pesos encontram-se na tabela 1 (ANEXOS).
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Evoluc¢ao dos pesos dos animais
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Figura 2: Grafico com as médias £ DP dos pesos dos animais durante o experimento. O periodo

\

zero indica o inicio do experimento, quando os animais foram submetidos a pseudo-
ooforectomizagdo ou ooforectomizagdo, enquanto 21 dias corresponde ao momento das exodontias.
Cont: grupo controle; OVX: grupo ooforectomizado. *OVX vs controle, p<0,05, n=66 ratas.

5.3. Comprovacio da ooforectomia:
a) Avaliacio microscépica dos ovarios:

Os cortes histologicos dos tecidos removidos confirmaram a remog¢ao dos ovarios.

Também foi possivel observar parte do corno uterino, removido durante o procedimento de

ooforectomizagao.

b) Lavado vaginal:

Antes da realizagao das exodontias, a confirmacao in vivo da eficacia da OVX foi
realizada por meio da avaliagdo do lavado vaginal. Os animais do grupo controle
encontravam-se em diferentes fases do ciclo estral (Tabela 4), indicando a presenga do
padrao ciclico hormonal ovariano. Ao contrario, os animais do grupo OVX apresentavam-

se somente nas fases metaestro ou diestro, 0 que caracteriza a auséncia da secre¢do dos

esteroides ovarianos.
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Tabela 4. Distribuicdo dos animais (n=66 ratas) segundo a fase do ciclo estral no 21° dia do
experimento, conforme o grupo controle (Cont) e ooforectomizado (OVX).

Fase do ciclo estral Cont ovX
Proestro 2 (6,1%) 0
Estro 6 (18,2%) 0
Metaestro 11 (33,3%) 13 (39,3%)
Diestro 14 (42,4%) 20 (60,7%)

¢) Avaliac¢ao visual dos uteros:

A visualizacdo macroscopica da presenca de atrofia ou ndo dos cornos uterinos
também permitiu confirmar o éxito das cirurgias para ooforectomizacdo. Todos os animais
do grupo controle apresentaram os cornos uterinos ricamente vascularizados, enquanto nos

animais do grupo OVX foi observada atrofia uterina e intensa reducdo da vascularizacao.

d) Avaliacao densitométrica das tibias:

A determinacao da D.O. das tibias a partir de suas radiografias foi instrumento
essencial para determinagdo da extensdo dos efeitos da OVX sobre o tecido dsseo. O
aumento estatisticamente significativo da D.O. no grupo OVX demonstrou aumento da
radiolucidez da é4rea analisada quando comparada a mesma area no grupo controle
(controle=1,11440,083 vs OVX=1,214+0,057, p<0,05), sugerindo diminui¢do do conteudo

de osso trabecular e caracterizando o quadro clinico de osteoporose nos animais estudados.

e) Avaliacao histomorfométrica das tibias:

Redugdo estatisticamente significativa foi observada em relagdo a densidade
volumétrica oOssea das tibias dos animais OVX em relagdo ao grupo controle
(controle=135,3+22.2 vs OVX=59,7+17,0, p<0,05), confirmando o padriao obtido a partir
da densitometria radiografica. As tibias das ratas pseudo-ooforectomizadas apresentaram
trabéculas Osseas bem formadas e continuas, enquanto os animais ooforectomizados
apresentaram formagdes Osseas arredondadas, dispersas no estroma e com poucos pontos de
unido entre si, caracterizando perda da estrutura da arquitetura Ossea, caracteristica da

osteoporose.
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5.4. RT-PCR:

As concentragdes e purezas dos RNAs obtidos a partir do material curetado de 4
animais, apos as exodontias, foram satisfatorias, demonstrando que a técnica pdde fornecer
quantidade suficiente de RNA total para a realizacdo das analises por RT-PCR. Detalhes
destes valores podem ser vistos na tabela 2 (ANEXOS).

A presenca de nitidas bandas de RNA ribossomico (28S e 18S), assim como a
presenca de banda correspondente ao RNA transportador, demonstrou a qualidade do
material extraido (Figura 2, ANEXOS).

A figura 3A mostra o padrao mais representativo das bandas observadas em gel de
agarose a 1,8%, de todos os primers estudados, exceto para MMP-2. Os valores das leituras
das bandas apresentadas em géis de agarose, otimizados pelos valores da beta-actina, estdo
listados em anexo (Tabela 3, ANEXOS). Foi observado aumento da expressdo destes
mRNAs para MMP-9, em ambos os grupos controle ¢ OVX, em fung¢do do tempo pds-
exodontia, com tendéncia a uma maior expressao desta enzima no 5° dia pds-operatédrio
(Figura 3B). A auséncia de estrogeno no grupo OVX foi associada a uma diminui¢do da
expressao de MMP-9 ao longo do experimento, em comparacdo aos valores do grupo
controle.

A expressdo da cadeia al do colageno tipo I esteve significativamente reduzida no
grupo OVX 03 e 07 dias pds-exodontia em comparacao ao grupo controle. Os dados
mostraram tendéncia a niveis constantes de expressdao de colageno tipo I ao longo dos
periodos analisados, apesar de valores discretamente maiores terem sido observados em
ambos os grupos, 05 dias apos as exodontias (Figura 3C).

A expressdo da cadeia al do coldgeno tipo III mostrou novamente influéncia da
auséncia de estrogeno associada a sua reducgdo. Foi observado aumento da expressdo de
colageno tipo III em ambos os grupos, 05 dias apos as exodontias, quando comparado aos
niveis observados no inicio do pds-operatorio, ou seja, em 03 dias (Figura 3D).

Nao foram observadas bandas correspondentes a expressao de MMP-2 em nenhum
dos grupos analisados. Para descartar eventuais problemas técnicos, diversas repeticdes sob
condig¢des variadas foram realizadas, obtendo-se resultados negativos. Para testar a eficacia

dos primers desenhados para MMP-2, a mesma técnica de RT-PCR descrita em Material e
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M¢étodos foi realizada em cultura de fibroblastos gengivais de rato. A figura 4 mostra a
banda respectiva para MMP-2 em fibroblastos gengivais e a auséncia de bandas nos grupos
estudados neste trabalho. A presenca de bandas correspondentes a beta-actina comprova
que a técnica foi realizada de maneira correta. Estes resultados sugerem que a expressao de
MMP-2 em alvéolos de ratos ¢ extremamente baixa, ndo sendo possivel sua amplificacao

por RT-PCR.

5.5. Western blot:

Através de estudo anterior realizado neste departamento com fibroblastos gengivais
de ratos imunossuprimidos com ciclosporina (Bolzani et al., 2000), observou-se que este
método ¢ eficaz e adequado para a deteccdo e quantificagdio de MMPs. Os valores das
concentragdes dos extratos totais protéicos, obtidos a partir do material curetado de 4
animais apds as exodontias, estdo disponiveis em anexo (Tabela 4, ANEXOS). Os valores
das leituras das bandas apresentadas nas radiografias estdo listados em anexo (Tabela 5,
ANEXOS).

A produgdo de MMP-1 ndo mostrou alteracao significativa apds a ooforectomizagao
(Figura 5). A auséncia de estrogeno nos grupos OVX esteve associada a diminui¢do da
quantidade de MMP-2 presente nos alvéolos em todos os periodos analisados, em relagao
aos controles (Figura 6). Esta diminui¢do pdde ser observada nas duas formas de MMP-2,
ativa e inativa, e foi confirmada também nos zimogramas. No entanto, a producdo de
MMP-2 ativa e inativa aumentou com o tempo pos-exodontia tanto no grupo controle
quanto no grupo ooforectomizado.

MMP-9 inativa ndao foi detectada por meio de western blot 03 dias apds as
exodontias e bandas de intensidade Optica muito baixa foram observadas nos demais
periodos (Figura 7). Houve tendéncia ao aumento da produ¢do de MMP-9 inativa em
ambos os grupos ao longo do experimento. No entanto, a auséncia de estrogeno esteve
associada a baixos valores desta MMP. A banda correspondente a MMP-9 ativa também
apresentou valores de D.O. diminuidos em relagdo ao grupo controle. Os resultados obtidos
a partir do western blot mostraram maior quantidade de MMP-9 ativa 05 dias apos as

exodontias, acompanhando o padrao de expressao desta enzima, observado por RT-PCR.
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Dados interessantes foram observados em relagdo a producdo de colageno tipo I
uma vez que, apesar da diminui¢ao da expressao observada por RT-PCR nos grupos OVX,
niveis significativamente aumentados de colageno tipo I foram encontrados através de
western blot neste grupo (Figura 8). Aumento gradativo da producdo de coldgeno tipo I ao
longo dos periodos analisados foi detectado em ambos os grupos.

A producao de colageno tipo III ndo pode ser detectada pela técnica de western blot
em nenhum dos grupos estudados. Possivelmente esta dificuldade de detec¢do da proteina

tenha sido decorrente de seus baixos niveis de expressao, observados por RT-PCR.

5.6. Zimograma:

O grupo OVX apresentou menor atividade gelatinolitica para as duas MMPs
estudadas, quando comparado ao grupo controle (Figura 9). Em todos os periodos
estudados, as médias das leituras da D.O. das bandas para MMP-2 e -9 no grupo OVX
foram significativamente menores do que no grupo controle (»<0,05) em todos os valores.
A andlise da atividade de MMP-2 foi detalhada para detectar eventuais interferéncias em
suas formas inativa e ativa. No entanto, os valores foram menores no grupo OVX em todas
as analises realizadas (Tabela 6, ANEXOS).

Houve tendéncia ao aumento gradual da atividade gelatinolitica de MMP-2 e -9,
tanto em suas formas latentes quanto ativas, ao longo dos periodos analisados, com
atividade mais intensa no 7° dia pds-exodontia. A atividade gelatinolitica identificada nos
zimogramas realizados foi completamente inibida pela 1,10-fenantrolina (Phe), como
demonstrado na figura 9A.

Foi observada somente uma banda correspondente a atividade gelatinolitica de
MMP-9. A confirmagdo de se tratar da MMP-9 ativa se fez pelo tamanho da banda e pelo

fato de MMP-9 inativa praticamente ndo ter sido detectada por western blot.
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Figura 3. Gel de agarose a 1,8% corado com brometo de etidio (A), mostrando as bandas
dos produtes de RT-PCE para MIMP-2, cadeia @1 de colageno tipo I, cadeia @] de colagens
tipo III e beta-actina. &s bandas foram avaliadas atraveés de densitometria dptica e os
resultados expressos em graficos com as médias + DP daz D Oz normalizadas pela beta-
actina para MIMP-% (B}, cadeia @1 de colageno tipo I{C) e cadeia @1 de colageno tipo I
(L, a partir de matenial curetade de alvéolos de primeiro e segundo molares inferiores de
ratas controle e ooforectomizadas. *OVI ve controle, p<0,03, n=24 ratas.
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controle e ooforectomizadas. A presenca da banda para WMIMP-2 em fibroblastes gengivais,
assim como a presenca das bandas para beta-actina em todas as amostras, demonstram a

eficacia dos primers desenhados bem comeo a expressfo de nivels nfio detectaveis de hMIP-2

nos alvéolos,




3 dias 5 dias 7 dias

Cloant WX Cont O {lont %X

55 kla
41 kDa ! '

Bezla-acling

Produgdode MMP-1 b1

+0m

g 20 T I
oom 4

3 5 7

Feriodo (diac)

C D Produgdo de MM P-1 atlua

Produgfo de pro-M M P-1

3000
O0z00

zpoo
: =]
] &
= 0400 ’_T_i ﬁ - ’_Y_i
opoo 4 ﬁ . . opoo
3 s 7

3 = T

Parfoda [(dian) Periodo (dia &)

O cantrole L0V

Figura 5. Western blot para WWP-1 (4), mostrando as bandas de MMP-1 latente (~55kDra),
WP -1 ativa (~31kDa) e beta-actina, a partir de matenial curetado de alvéolos de primeiro e
segundo molares inferiores de ratas contrele e coforectomizadas. & s bandas foram avaliadas
atraveés de densitometria dptica e os resultados expressos em graficos com as médias £ DP
daz DO s para MIMP-1 total (B), MIP-1 latente (C) e MIIP-1 ativa (D), mostrando que nio

ocorreram diferencas significativas da auséncia de estrégeno sobre a producio desta enzima.
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Figura 6. Western blot para WIWEP-2 (4), mostrando as bandas de MMP-2 latente (~72kDa),
LWP-2 ativa (~67kDa) e beta-actina, a partir de matenal curetado de alvéolos de primeiro e
segunde molares inferiores de ratas controle e coforectomizadas. &5 bandas foram avaliadas
através de densitometria dptica e os resultados expressos em graficos com as medias £ DF
daz DOz para MWP-2 total (B), MMWMP-2 latente {C) e MMP-2 ativa (D), mostrande a
influgncia da austncia de estrégeno sobre a producfo desta enzima *OVI ws controle,
p= 05, n=24 ratas.
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Figura 7. Western blot para MIWP-9 (4), mostrando as bandas de MIP-9 latente (~22kDa),
IIE -9 ativa (—~B6kDa) e beta-actina, a partir de material curetade de alvéolos de primeiro e
segundo molares inferiores de ratas controle e ooforectomizadas. As bandas foram avaliadas
através de densitometria dptica e os resultados expressos em graficos com as médias £ DP
das DOz para MIP-9 total (B), MMEP-2 latente {C) e MBP-9 ativa (00, mostrando a
influéncia da ausEncia de estrégeno sobre a produgfio desta enzima *OVIH ve controle,
<005, n=24 rataz.
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beta-actina, a partir de matenial curetade de alvéolos de prnmeiro e segundoe molares
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Figura 9. Quantidades iguais de proteinas secretadas nos tecidos de gramndagdo de cada anitmal em diferentes
tempos foram separada em géis de poliscrilamida a 10% copolimerizado com 16 mgml de gelatina. Bandas
negativas foram visudizadas apds incubagdo dos géis em tampio de ativacio para MMPs As atividades
gelatinoliticas das MMPs (a ~67, 72 ¢ 26 kDa) aumentaram gradoalmente do 3% a0 7* dia apds ag exodontias (A).
Phe represerta m zim ograt a coth o mesmo meio de cwltura condicionado, quando o gel fol incubado fna presenca
de ZmMI 1 10-fenantrolina, mostrando total inbicdo das atividades das MMFPs Os dados representam as andlises
das D0 de MMEP-9 (B, MMFP-2 total (20, ped-MLIP-2 (TN e MLIP-2 ativa (E), segundo o periodo pos-ex odortia e
0 grupo experimental (Controle e OVED) e estdo dispostos como média * DP. WOVE ws condrole, p<0,05, n=1%

tatas.
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6. DISCUSSAO:

As cirurgias para ooforectomizacdo em ratas foram eficazes, rapidas (cerca de 15
minutos por animal) e de facil realizacdo. Além disso, este protocolo experimental utilizado
¢ o modelo estabelecido para o estudo da osteoporose humana, recomendado pela FDA —
US Food and Drug Administration (Tzaphlidou & Kafantari, 2000; Horcajada-Molteni et
al., 2000; Namkung-Matthai et al., 2001; Bauss et al., 2002; Pytlik, 2002).

A técnica apresentada neste trabalho para exodontia de 1°° e 2°° molares inferiores
em ratas mostrou-se acessivel, de realizacao relativamente facil e rapida, durando cerca de
15 a 30 minutos por animal, além de proporcionar pds-operatério adequado. Em grande
parte dos casos, a utilizagdo do micro-cinzel cirargico como elevador permitiu realizar a
correta avulsdo da porcdo radicular mesial nos casos de fratura corondria. Em nosso
conhecimento, h4 na literatura indexada somente um trabalho similar a este, baseado em
técnica de odontossec¢ao (Silva et al., 2001), realizado por este mesmo grupo de pesquisa.
Todo cuidado foi tomado para que o experimento fosse realizado da maneira mais ética
possivel. A utilizagdo de alvéolos de molares, ao invés de incisivos, permitiu melhor
evolugdo pos-operatoria ao animal, permitindo a sua manutencao por periodos prolongados
(Guglielmotti & Cabrini, 1985).

Houve aumento significativo de peso corporal nos animais submetidos a
ooforectomiza¢do em comparagdo ao grupo controle. Aumento de peso significativo em
animais submetidos a OVX ja foi demonstrado previamente (Wronski et al., 1988; Kalu et
al., 1989; Namkung-Matthai et al., 2001; Chen ef al., 2001) sem que, entretanto, tenha sido
encontrada explicagdo conclusiva para este fendmeno (Butera et al., 1993; Baskin et al.,
1995; Shimizu et al., 1996; Eckel et al., 2002). Os hormdnios sexuais participam na
regulagdo da distribui¢do de tecido adiposo, tendo o estrogeno acdo lipolitica (Rebuffe-
Scrive et al., 1986). Receptores citoplasmaticos para estrogeno e progesterona foram
encontrados em células adiposas de ratos (Xu ef al., 1994) e, recentemente, em adipdcitos
humanos, sugerindo agdo direta dos hormdnios sexuais sobre o tecido gorduroso (Mizutani
et al., 1994). Em termos gerais, o estrogeno participa de um processo complexo,
modulando o controle da ingestdo alimentar no hipotalamo (Varma et al., 1999), através de

dois mecanismos. O primeiro consiste do efeito inibitdrio do estrogeno sobre o consumo de

43



alimentos, resultado da supressao da expressao de mRNA dos neuropeptideos Y e galanina,
no hipotdlamo (Bray, 1997). O outro mecanismo proposto baseia-se no fato de que, em
condicdes fisioldgicas, o estrogeno reduz o consumo de alimentos devido ao aumento da
sensagdo de saciedade promovida pela liberagdo de colecistoquinina (Butera et al., 1993;
Eckel et al., 2002). Quando o estrogeno se faz ausente em ratos submetidos a
ooforectomizagdo, ocorre aumento da expressdo dos neuropeptideos Y e galanina, bem
como diminuicdo da liberacdo de colecistoquinina, levando a perda do controle da
saciedade e resultando em um numero maior de refei¢des e maior quantidade de alimento
ingerido (Baskin et al., 1995; Shimizu et al., 1996).

Véarios métodos foram utilizados neste trabalho para determinar a eficacia da
ooforectomizagdo realizada. A realizacdo do lavado vaginal permitiu, de maneira pratica e
rapida, observar a eficacia do procedimento nos animais ainda vivos, pela auséncia das
fases proestro e estro em animais do grupo OVX. Estas fases sdo caracterizadas pela
presenca de estrogeno (Smith et al., 1975; Spornitz et al., 1999), sendo que a ovulagao
ocorre entre o inicio da fase proestro e o final da fase estro (Fata er al., 2001). A
distribui¢do dos animais do grupo controle demonstrou predominio das fases diestro e
metaestro, fases estas de maior duracdo em horas (Hafez, 1970). A presenca de nitida
atrofia dos cornos uterinos em todos os animais ooforectomizados, conforme avaliacdo
macroscopica dos uteros no momento do sacrificio, permitiu comprovar a eficdcia da
remocdo cirtrgica dos ovarios. Tal método tem sido amplamente utilizado por sua
praticidade e facilidade de realizacdo (Namkung-Matthai et al., 2001; Chen et al., 2001;
Bauss et al., 2002). A determinagdao da D.O. das radiografias das tibias demonstrou
aumento da radiolucidez da 4rea analisada no grupo OVX o que, juntamente com a
significativa diminuicdo da densidade Ossea volumétrica, indicam a diminui¢do do
conteudo de osso trabecular (osteopenia). Desse modo, foi possivel confirmar a eficiéncia
deste protocolo de inducao de osteoporose em ratas. Esta metodologia foi baseada nos
diversos trabalhos presentes na literatura, os quais demonstraram claramente os efeitos da
auséncia de estrogeno sobre o tecido dsseo de tibias e fémures através da utilizacdo da
densitometria 6ssea (Kalu et al., 1989; Cenci et al., 2000a; Cenci et al., 2000b; Chen ef al.,

2001; Bauss et al., 2002). A metafise proximal da tibia ¢ mais sensivel a deplecao de
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estrogeno que outras partes do o0sso, resultando em perda do trabeculado 6sseo em periodos
mais curtos e de maneira mais intensa (Chen et al., 2001). A perda 6ssea em mulheres pode
ser detectada 1 ano ap6s a remocao dos ovarios, sendo que em ratos mudancgas similares sdo
vistas poucas semanas apds a OVX, tendo em vista que o metabolismo dsseo em ratos ¢
cerca de 3 a 5 vezes mais rapido que em humanos (Bauss et al., 2002).

As MMPs possuem papel significativo no processo de reparo alveolar pos-
exodontia por serem responsaveis pela digestdo da matriz extracelular proviséria (Corbel et
al., 2000), fendmeno este necessario para substitui¢do desta matriz e subseqiiente deposi¢ao
de osso neoformado. Nosso trabalho mostrou aumento da expressdo, producao e atividade
gelatinolitica das MMPs apo6s exodontia, ao longo dos periodos analisados, em ambos os
grupos, o que pode ser explicado pela intensa remodelacdo Ossea e pelo aumento da
densidade celular envolvendo, principalmente, células endoteliais, fibroblastos, células
epiteliais, neutrofilos, osteoblastos, osteoclastos, osteocitos e células inflamatorias (Silva et
al., 2001). Tais células sdao fontes das principais MMPs envolvidas nas fases do reparo
0sseo, como demonstrado previamente pela importancia da infiltragdo de macréfagos em
locais de injuria, servindo como fonte de todas as proteases necessdrias para o reparo em
um periodo de semanas a meses (Kerkela & Saarialho-Kere, 2003; Chau et al., 2003; Ritty
& Herzog, 2003).

A auséncia de estrogeno decorrente da ooforectomizagdo resultou em diminuicao da
expressdo, producdo e atividade gelatinolitica das MMP-2 e -9 em todos os periodos
estudados. E possivel que estes fendmenos sejam a chave para a compreensdo dos atrasos
morfologicos no processo de reparo alveolar de ratas ooforectomizadas, descritos
previamente (Elovic et al., 1994; Tanaka et al., 2001). Diversos trabalhos demonstraram
aspectos da regulagdo das fun¢des das MMPs pelo estrogeno (Potier ef al., 2001; Guccione
et al., 2002), o qual regula a expressdo de MMPs em pele, utero, cérvix e ovario (Moalli et
al., 2002). Provavelmente os resultados deste trabalho estejam refletindo in vivo os efeitos
j& demonstrados in vitro do aumento da atividade e transcri¢do de MMP-2 e -9 observadas
apods tratamento com estrogeno em células mesangiais (Potier et al., 2001; Guccione et al.,

2002; Xu et al., 2003), em linhagens de carcinoma de mama (Razandi et al., 2003), em
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amostras de tecido vaginal (Jackson et al., 2002) e em epitélio pigmentado da retina
(Marin-Castano et al., 2003).

MMP-2 foi detectada por imunohistoquimica em células endoteliais e em
fibroblastos de tecido de granulacdo de ossos com artrite reumatoide (Okada et al., 1995).
Tais achados indicam que esta enzima ¢ importante durante a formacdo do tecido de
granulagdo assim como em fases recentes (Soo et al., 2000; Pirila et al., 2002) e tardias do
processo de remodelacdo tecidual (Inkinen ef al., 2000; Darby et al., 2002). A auséncia de
estrogeno no grupo OVX esteve associada a uma diminuicao significativa da producao e da
atividade gelatinolitica de MMP-2 em todos os periodos analisados, concordando com
achados prévios de diminuicdo da atividade desta enzima no processo de cicatrizagao
cutanea em ratas ooforectomizadas (Pirila ez al., 2002).

Neste trabalho ndo foi possivel detectar a expressio de MMP-2 em nenhum dos
grupos analisados. O fato desta enzima ter sido detectada por western blot e zimograma
sugere que a expressao de MMP-2 apos exodontias seja muito baixa e/ou que a técnica
utilizada ndo tenha a sensibilidade necessaria para sua detecgdo. Esses dados também
sugerem que a MMP-2 ja esteja armazenada em algumas células e seja liberada no processo
de reparo, sem que haja aumento significativo em sua transcricao génica, de modo anélogo
a MMP-9, a qual pode ser produzida, estocada e liberada por macrofagos e neutrofilos
quando necessaria (Soo ef al., 2000; Kerkela & Saarialho-Kere, 2003).

A OVX causou significativas alteracdes nos valores de MMP-9, em todos os
periodos analisados. Assim como a gelatinase A, a MMP-9 também possui fundamental
importancia nas fases iniciais do processo de reparo, como foi previamente demonstrado
em feridas cutaneas de ratos e camundongos (Madlener et al., 1998; Inkinen et al., 2000). O
fato da MMP-9 estar envolvida com a migracdo de células epiteliais e remodelagcdo do
tecido de granulagdo em feridas de mucosa oral (Salo ef al., 1994) realca a importancia de
se compreender as possiveis conseqiiéncias da auséncia de estrogeno sobre esta enzima,
durante o processo de reparo alveolar apos exodontia. Além disso, esta enzima ¢ a MMP
predominante em osteoclasto e a principal relacionada com sua atividade invasiva (Zhao et
al., 1997; Zhao et al., 1998; Delaisse et al, 2000). O estrégeno parece estimular a

expressao génica de MMP-9 em tecido d6sseo (Lindberg et al., 2002), provavelmente pela
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regulacdo deste gene através do receptor de estrégeno alfa (REa), como demonstrado em
células mesangiais (Potier et al., 2001).

Aumento da produ¢do e manutencao dos niveis de expressao de colageno tipo I, ao
longo dos periodos analisados, foram observados em ambos os grupos analisados. Este
aumento ¢ decorrente de sua maior produgdo por fibroblastos (Devlin, 2000), bem como
por odontoblastos e osteoblastos, participando da formagdo da matriz extracelular que ira
dar suporte a deposicao de osso jovem. Fibroblastos e, em menor grau, células epiteliais sdo
os dois principais grupos celulares responsaveis pela sintese e deposi¢do dos diversos tipos
de coldgeno na reparacdo tecidual, além de glicoproteinas, elastina, glicosaminoglicanos e
proteoglicanos, todos estes substratos para as MMPs (Soo et al., 2000). A degradacao de
colageno tipo I ¢ feita pela agao das colagenases (Rittie & Fisher, 2002; Chau et al., 2003),
principalmente MMP-8 (Kerkela & Saarialho-Kere, 2003), MMP-2 (Aimes & Quigley,
1995; Lauer-Fields et al., 2000; Patterson et al., 2001; Lauer-Fields et al., 2003) e MT1-
MMP (Seiki, 2002). Em alvéolos, colageno tipo I é detectado no ligamento periodontal
remanescente, 2 dias apos as exodontias. Nos periodos subseqiientes, colageno tipo I ¢
detectado revestindo as trabéculas 6sseas neoformadas, assim como formando feixes entre
os osteoblastos (Devlin, 2000).

Os animais do grupo OVX apresentaram diminui¢do da expressao de colageno tipo
I e III em todos os periodos analisados, confirmando a associacdo existente entre estrogeno
e colageno, a qual parece ocorrer através do REP (Neugarten et al., 2000) e da integrina
ozP1 (Iype et al., 2001). Aumento da expressao e produgdo de colagenos tipo I e IIT apos a
administracdo de estrogeno foi previamente demonstrado em fémur (Seidlova-Wuttke et
al., 2003), uretra (Rizk et al., 2003) e pele de animais OVX (Gendimenico et al., 2002),
assim como em o0sso cortical e trabecular da crista iliaca de mulheres pds-menopausa
(Khastgir et al., 2001). Atrofia da pele, bem como redugcdo de colageno e de vasos
sangiiineos sdo observadas pds-menopausa (Raine-Fenning et al., 2003), sendo estes efeitos
revertidos pela administracdo topica ou sistémica de 17f-estradiol (Gendimenico et al.,
2002).

A auséncia de estrogeno no grupo OVX esteve associada a diminuigdo da expressao

de coldgeno tipo I, porém, niveis elevados desta molécula foram observados por western
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blot. E possivel que a reducio da atividade gelatinolitica de MMP-2 tenha causado este
aumento do coldgeno total, uma vez que esta também apresenta capacidade de degradar
colageno tipo I de maneira similar as demais colagenases (Aimes & Quigley, 1995; Lauer-
Fields et al., 2000; Patterson et al., 2001; Lauer-Fields et al., 2003) juntamente com o fato
de ndo terem sido detectadas diferencas na producdo de MMP-1 em ambos os grupos
analisados. Além disso, outra MMP nao estudada neste trabalho, a MMP-8, apresenta
maior afinidade em clivar moléculas de colageno tipo I (Kerkela & Saarialho-Kere, 2003) e

ndo se pode descartar que esta também seja insensivel aos efeitos do estrogeno.

A produgdo de colageno tipo III ndo foi detectada neste trabalho, mas a diminui¢do
da expressdao de seu mRNA em funcao do tempo pode estar associada com redugdao do
nimero de vasos sangiiineos nos alvéolos, em ambos os grupos. Em alvéolos, esta proteina
¢ sintetizada por fibroblastos do ligamento periodontal remanescente (Devlin, 2000) e por
reticulocitos. Com o passar dos dias, colageno tipo III ¢ identificado nas margens e na

porc¢ao apical do alvéolo, locais estes de inicio da neoformagao ossea (Devlin, 2000).

Este trabalho mostrou diversas vezes valores mais elevados de expressao, producao
e atividade de algumas das proteinas estudadas a partir de 05 dias apos as exodontias. A
analise morfoldgica dos alvéolos mostrou maior diversidade celular neste dia, quando
comparado aos demais avaliados (dados nao mostrados). Notou-se a presenga de epitélio
recobrindo totalmente os alvéolos, bem como plasmocitos, neutréfilos, fibroblastos,
macrofagos, osteoblastos, osteoclastos, células endoteliais, poucos linfocitos e inicio de
neoformagdo Ossea na porgdo apical e nas margens dos alvéolos. E possivel que este dia
seja um momento fundamental no processo de reparagdo alveolar pés-exodontia.

Nao ha, na literatura de lingua inglesa indexada, estudo sobre MMPs no processo de
reparo Osseo alveolar em animais ooforectomizados. Ainda que muitos aspectos
moleculares do reparo alveolar tenham sido elucidados, faz-se necessaria complementacdo
destes resultados com os provenientes de outras metodologias para a ampla compreensao
dos eventos envolvidos no processo de reparacdo alveolar neste modelo experimental. A
necessidade de tratamento odontologico ¢ uma das conseqiiéncias da sobrevida prolongada

dos pacientes com osteoporose, € exodontias sdo parte das opgdes terapéuticas
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freqiientemente adotadas por dentistas. Desse modo, o conhecimento dos mecanismos
moleculares do reparo alveolar pode desvendar novos alvos terapéuticos que possibilitem
melhor progndstico pos-exodontia em adultos com osteoporose decorrente da deficiéncia de

estrogeno.

49



7. CONCLUSOES:

1. A metodologia utilizada neste estudo foi eficaz na produgdo de quadro clinico

compativel com osteoporose trés semanas apds a ooforectomizagao.

2. A maturagdo e a substituicdo do tecido de granulacdo dos alvéolos de ambos os
grupos foram acompanhadas por aumento da expressdo, produgdo e atividade
gelatinolitica de MMP-1, -2 e -9, assim como de colagenos tipo I e III, em todos os

periodos analisados.

3. A auséncia de estrogeno foi associada a diminuicdo da expressdo, produgdo e

atividade gelatinolitica de MMP-1, -2 e -9, em todos os periodos analisados.

4. A auséncia de estrogeno foi associada a diminuicao da expressdo, de colagenos tipo

I e III, em todos os periodos analisados.

5. A auséncia de estrogeno foi associada ao aumento da produgdo de colageno tipo I,

em todos os periodos analisados.

6. Os niveis de mRNA de MMP-2, assim como a quantidade de colageno tipo III em
processo de reparo alveolar apds exodontia sao muito baixos para serem detectados,

respectivamente, por RT-PCR e Western blot.

7. As alteragdes moleculares observadas neste estudo podem representar algumas das
causas do atraso no processo de reparo 0sseo alveolar apds exodontia observado em
ratos e, possivelmente, em humanos com osteoporose por redug¢do ou auséncia de

estrogeno.
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ANEXOS

As seqiiéncias dos mRNA utilizados, os primers desenhados (em negrito e
sublinhado), bem como a ORF (somente em negrito seu inicio ¢ fim) de cada proteina

estudada estdo descritas a seguir:

Beta-actina, gi 13592132

5’ 3
[ | 44444 OH

/ \

ATGgatgacgat........ gtgtgacgtTGACATCCGTAAAGACCTCTatgecaacacagtgetgtetggtggeaccaccatgtacccaggeateget
gacaggatgcagaaggagattactgeccctggetectagecaccatgaagatcaagatcattgetectectgagegeaagtactetgtgtggattggtggctetatcetggectca
ctgtecaccttccagcAGATGTGGATCAGCAAGCAGgagtacgat........ aaatgcttcTAG

MMP-2, gi 13591990

5’ 3°
| | | | 44444 ©OH

/ \

...... ATGgaggcacga........agaagacatACATCTTTGCAGGAGACAAGttctggagatacaatga
agtgaagaagaaaatggacccgggtttccctaagetcatcgeagactectggaatgecatcectgataacctggatgetgtegt
ggacctgcagggeggtggtcatagetacttcttcaagggtgcttattacctgaagetggcAGAACCAAAGTCTCA
AGAGcgtgaagtt........ ctgggctgcTGA......

MMP-9, gi 13591992
5’ 3
| | | 44444 OH

/ \

ATGaacccctgg........ tgcacctccCATGGCCTATCCCACAgggggccccacagtegecectacaggegeecccteacctggeee
cacaggtccccctactgetggtecttetgaggeecctacagagtcttcgactccagtagacaatecttgeaatgtggatgtttttgatgecattgetgatatccag
ggcgctetgeatttettcaaggacggteggtattggaaGTTCTCGAATCACGGAGGAagccaattg........ cagtgceectTGA......
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Colageno tipo I (cadeia al), gi 2894105

5 3’
| | | 44444 OH
ATGttcagcttt........ 2aagagcggAGAGTACTGGATCGACCCTAAccaaggctgeaacctggatge
catcaaggtctactgcaacatggagacaggtcagacctgtgtgttceccactcageectetgtgectcagaagaactggtacatca
gcccaaaccccaaggagaaaaageatgtetggtttggagagageatgaccgatggattccagttcGAGTATGGAAG
CGAAGGTTccgatectg........ tgcttcgtgTAA......
Colageno tipo I1I (cadeia al), gi 27671044
5 3’
| | [ 144444 OH

/ \

...... ATGgccaggtcc........t1ggtegcgg TGCTGCCATTGCTGGAGTTGGAggtgaaaagtctggeggctttte
accatattacggggatgatccaatggatttcaagatcaacactgaggagatcatgtcttcactcaagtctgttaacggacaaatagagagtcttat
cagcectgatggttctagaaaaaaccetgetcggaattgcaGAGACCTGAAATTCTGCCAccctgaact........ tgcttttt

62



Lo,

A B

f-actina VINP-9

ey - g

Tttt Tee et
O e ¢ O ceecer ¢
o o

o . o . .

eeee | [
I it i m - - e I
Wumero de ololosde PCR Wumero de glolosde PCR

Colageno tipo I (1) Colageno tipo IIT {eel)

[Fraery
[T

Frryyrs

[Ters FrTyeTs

eepee ¢ =] I ¢

Ty o

I 2 m

LL T T T b pee o

[F] ot el e 1& L1 LE L3
Mimero de ololocde PSR Momero de ololosde PCGR

Figura 1. Determinacfio do numers de ciclos de PCE para cada par de priser a partir da
densitometnia dptica de cada banda visualizada em géis de agarose a 1,8% para beta-actina
(&), MKEP-9 (B), cadeia @1 de colageno tipo I (C) e cadeia @l de colageno tipe IOIL (DD, a
partir de maternial curetade de alvéolos de primeiro e segundo molares inferiores de ratas
cotntrole. As setas indicam o nimers de ciclos escolhide.
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dos pesos para cada etapa do experimento demonstrou que a influéncia da OVX
foi significativa sobre os mesmos, como mostra a tabela 1. Diferengas significativas foram

notadas a partir do 14° dia apdés a OVX, mantendo-se ao longo do experimento.

Tabela 1. Médias e desvios padrdo dos pesos dos animais utilizados durante o experimento,
conforme o grupo (Controle e OVX). O periodo zero indica o inicio do experimento, quando os
animais foram submetidos a ooforectomizacdo, o periodo de 21 dias corresponde ao dia das
exodontias. Foi utilizado o teste ¢ de Student.

Grupo Cont ovx
Média+DP Média=DP
Dia 0 96,04+21,16 99,07+19,13
Dia 7 128,60+17,84 138,23+13,01
Dia 14 146,86+15,35 167,86+£13,52*
Dia 21 161,54+12,90 193,17£12,71*
Dia 24 159,39+19,00 191,01+12,78*
Dia 26 164,38+13,60 184,52+4,63*
Dia 28 188,85+35,51 198,7249,32

Cont: grupo controle; OVX: grupo ooforectomizado; Média:DP: médiatdesvio padrdo; *OVX vs
controle, p<0,05.

As concentracdes e purezas dos RNAs totais obtidos a partir do material curetado de

4 animais estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2. Concentracdo ¢ pureza dos RNAs obtidos a partir de alvéolos de primeiro e segundo
molares inferiores dos grupos controle ¢ OVX. A concentracdo foi determinada pela leitura em

espectrofotdmetro com 260nm, enquanto a pureza foi determinada pela razdo entre as leituras a
260nm e 280nm.

Grupos e periodos apés as exodontias Concentracio Pureza
Controle/3 dias 2,096 pg/ul 1,58
OVX/3 dias 2,188 pg/ul 1,59
Controle/5 dias 4,072 pg/ul 1,72
OVX/5 dias 3,124 ng/ul 1,71
Controle/7 dias 2,760 pg/ul 1,69
OVX/7 dias 4,578 ug/ul 1,74
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RMA1

Figura 2. Gel de agarose a 1,2% corade com brometo de etidio. Foram aplicados
2ug de EMNA total em cada canaleta, obtidos a partir de matenial curetade de alvecolos
de primeiro e segundo molares de ratas controle & coforectomizadas. As bandas 283
e 185 representam o ENA nbossdmico e indicam a qualidade e preservacio do
material. Mota-se também a presenca de EMNA transportador (BEINAL) em todas as

atn ostras.
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A tabela 3 mostra os valores das D.O.s da expressao de MMP-9 e colagenos tipo [ e
111, normalizados pelos valores da beta-actina. A OVX esteve associada com redugdo da

expressao destas proteinas em todos os periodos estudados.

Tabela 3.: Médias e desvios padrio das densitometrias opticas para MMP-9, colageno tipo I e
colageno tipo III, observados por RT-PCR, para os grupos controle ¢ OVX. Os dados estdo
dispostos conforme o periodo de estudo e cada resultado representa a média de trés leituras do
experimento mais representativo com 04 animais para cada valor.

Periodo (dias) Cont (Média + DP) OVX (Média £ DP)

MMP-9 3 0,736 £ 0,018 0,697 £ 0,022

5 1,236 £ 0,118 0,884 £ 0,109*

7 1,043 £ 0,033 0,953 £0,026*
Colageno tipo I 3 1,054 £ 0,066 0,802 + 0,038*

5 1,124 £ 0,082 1,014 £ 0,063

7 0,983 + 0,022 0,687 £0,076*
Colageno tipo 111 3 0,577 £ 0,079 0,458 £ 0,057

5 0,717 £ 0,038 0,601 £ 0,091

7 0,570 £ 0,069 0,324 £ 0,086*

Cont: grupo controle; OVX: grupo ooforectomizado; Média:DP: médiatdesvio padrdo; *OVX vs
controle, p<0,05.

Os valores das concentragdes dos extratos totais protéicos obtidos a partir do

material curetado de 4 animais, apds as exodontias estdo descritos na tabela 4.

Tabela 4. Concentragdo dos extratos totais protéicos obtidos a partir de alvéolos de primeiro e
segundo molares inferiores dos grupos controle e OVX, pelo método de Bradford.

Grupos e periodos apds as exodontias Concentracio
Controle/3 dias 3,67 ug/ul
OVX/3 dias 4,30 pg/ul
Controle/5 dias 2,72 pg/ul
OVX/5 dias 3,55 pg/ul
Controle/7 dias 1,69 pg/ul
OVX/7 dias 2,35 pg/ul
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A tabela 5 mostra os valores das D.O.s da producao de MMP-1, MMP-2, MMP-9 ¢
colageno tipo I, obtidos por meio de western blot. A produgdo de MMP-1 nao esteve
associada com a OVX, porém estes animais apresentaram diminui¢do significativa de
MMP-2 -9, em todos os periodos pos-exodontia. Por outro lado, a quantidade total de
colageno tipo I foi maior na auséncia de estrogeno (grupo OVX). Todas estas enzimas

apresentaram aumento da producdo em fungao do tempo pods-operatorio.

Tabela 5.: Médias e desvios padrdo das densitometrias Opticas para MMP-1, MMP-2, MM-9 ¢
colageno tipo I, observados em western blot, para os grupos controle e OVX. Os dados estdo
dispostos conforme o periodo de estudo e cada resultado representa a média de trés experimentos
realizados com 04 animais cada.

Periodo (dias) Cont (Média + DP) OVX (Média £ DP)
MMP-1 total 3 1,802 + 0,263 1,560 £ 0,375
5 2,619 + 0,895 2,270 £ 0,325
7 2,621 +0,829 2,312 + 1,020
MMP-1 inativa 3 0,237 £ 0,082 0,203 £ 0,146
5 0,437 £ 0,231 0,444 £ 0,185
7 0,433 £0,232 0,426 £ 0,284
MMP-1 ativa 3 1,566 £ 0,218 1,357 £ 0,302
5 2,181 £ 0,670 1,826 £ 0,150
7 2,189 + 0,640 1,886 + 0,762
MMP-2 total 3 1,106 £ 0,091 0,718 £0,054*
5 1,813 £ 0,150 1,134+ 0,173*
7 1,946 £ 0,153 1,166 £ 0,106*
MMP-2 inativa 3 0,729 £ 0,107 0,504 £ 0,068*
5 0,904 £ 0,068 0,761 £ 0,073
7 0,783 £ 0,090 0,601 £ 0,066*
MMP-2 ativa 3 0,377 £ 0,020 0,214 £ 0,058*
5 0,909 £ 0,158 0,373 £0,114*
7 1,163 £ 0,064 0,565 £ 0,079*
MMP-9 total 3 0,091 £ 0,041 0,088 £ 0,030
5 0,224 £ 0,075 0,155+ 0,054
7 0,226 £ 0,024 0,157 £0,011%*
MMP-9 inativa 3 0,000 £ 0,000 0,000 £ 0,000
5 0,023 £ 0,020 0,019+ 0,017
7 0,066 + 0,043 0,020 + 0,020
MMP-9 ativa 3 0,091 £ 0,041 0,088 + 0,030
5 0,219 +£ 0,045 0,140 £ 0,038
7 0,142 +0,014 0,109 £ 0,022
Colageno tipo I 3 0,139+ 0,013 0,241 £ 0,019*
5 0,294 + 0,040 0,512 £0,081*
7 0,391 £0,013 0,647 £ 0,088*

Cont: grupo controle; OVX: grupo ooforectomizado; Média+DP: médiatdesvio padrao; *OVX vs

controle, p<0,05.
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A tabela 6 mostra os valores das D.O.s das atividades gelatinoliticas de MMP-2 e
MMP-9 avaliadas por zimogramas. A auséncia de estrogeno esteve associada com
diminui¢do significativa da atividade enzimética destas MMPs, assim como foi observado

aumento da sua atividade, em ambos os grupos, durante os periodos analisados.

Tabela 6.: Médias e desvios padrdo das densitometrias dpticas para MMP-9 e -2 obtidas a partir da
técnica do zimograma, para os grupos controle ¢ OVX. Os dados estdo dispostos conforme o
periodo de estudo e cada resultado representa a média da leitura de 03 animais.

Periodo (dias) Cont (Média = DP) OVX (Média £ DP)
MMP-9 ativa 3 0,974 + 0,198 0,248 £ 0,041*
5 0,613 +0,131 0,405 + 0,089*
7 1,553+ 0,618 0,850 + 0,380*
MMP-2 total 3 2,564 + 0,365 1,024 + 0,460*
5 5,382 + 1,027 2,924 £ 0,208*
7 4,458 £ 1,045 2,744 £ 0,587*
MMP-2 inativa 3 0,442 £ 0,185 0,147 £ 0,052*
5 0,889 + 0,144 0,686 + 0,053*
7 1,000 + 0,150 0,774 + 0,060*
MMP-2 ativa 3 0,558 £ 0,205 0,289 +0,127*
5 1,382+ 0,161 0,814 + 0,080*
7 2,343 £ 0,966 1,057 £ 0,147*

Cont: grupo controle; OVX: grupo ooforectomizado; Média:DP: médiatdesvio padrdo; *OVX vs
controle, p<0,05.
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