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Resumo 

 

O ligamento periodontal (LP) é um tecido conjuntivo que ocupa o espaço 

entre o dente e seu alvéolo, e tem a função principal de ancoragem e suporte dos 

dentes. Baseados em dados na literatura que mostram que dentes em hipofunção 

são mais facilmente extraídos, investigamos qual(is) fatores e/ou moléculas 

poderiam ter relação com esse enfraquecimento da ancoragem do dente no osso 

por meio do LP. Dentre eles, investigamos a expressão de MMPs e TIMP-2, e 

organização do colágeno no LP, além da resistência que o LP oferece ao 

movimento eruptivo nos incisivos de ratos. Para isso, produzimos alteração na 

erupção de incisivos inferiores de ratos, durante períodos experimentais diferentes, 

produzindo hipofunção, hiperfunção e contenção do processo eruptivo, além da 

erupção normal; fazendo a medição da taxa de erupção em todos os grupos ao 

longo do período experimental. 

Os resultados mostraram que no grupo hipofuncional a atividade de MMP-2 

e a desorganização do colágeno aumentaram, contribuindo para a diminuição da 

força de resistência ao movimento eruptivo e para o aumento da taxa de erupção 

neste grupo. No grupo contido, a erupção dos incisivos foi interrompida, porém a 

atividade de MMP-2 aumentou em níveis variados ao longo do período 

experimental, enquanto a organização do colágeno e, consequentemente, a força 

de resistência do LP ao movimento eruptivo foram levemente menores. Por outro 

lado no grupo hiperfuncional a taxa de erupção não sofreu alteração, mas a 

atividade de MMP-2 estava aumentada, juntamente com a força de resistência do 
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LP ao movimento eruptivo, com leve desorganização do colágeno indicando, 

portanto, possíveis alterações em outras moléculas envolvidas no processo de 

remodelação da matriz extracelular no ligamento periodontal.  

As análises de MT1-MMP e TIMP-2, nas condições deste estudo, não 

mostraram diferenças estatísticas entre os grupos e períodos estudados. 

 Esses dados sugerem papel da MMP-2 na remodelação do ligamento 

periodontal de incisivos de ratos, durante alterações na erupção, atuando 

diretamente sobre a degradação do colágeno, o que leva à alterações na resistência 

do ligamento ao movimento eruptivo, principalmente em hipofunção; e que MT1-

MMP e TIMP-2 podem ter participação secundária neste processo. 

 

Palavras chave: metaloproteinases, colágeno, incisivo de rato, erupção 

dentária, metabolismo do ligamento periodontal. 
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Abstract 

 

The periodontal ligament (PL) is a tissue that occupies the space between 

tooth and its socket, and has main function to anchor and support the teeth. Based 

on published datas showing that hypofunctional teeth are more easily extracted, we 

investigated which one(s) factors and/or molecules could be related to the 

weakening of the periodontal ligament anchoring. We investigated the expression of 

MMPs and TIMP-2, collagen organization in the PL, and the resistance that the PL 

offers to the eruptive movement in rat incisors. Therefore, we altered the eruption of 

rat incisors, during different experimental periods, producing hypofunction, 

hyperfunction and restrain of the eruptive process, beyond the normal eruption, 

measuring the eruption rate, in all groups, throughout the experimental period. 

The results showed that in the hypofunctional group the MMP-2 activity and 

collagen disorganization increased, contributing to the decrease in the resistance 

strength to the eruptive movement and increased eruption rate in this group. In the 

restrain group, the incisor eruption was interrupted, but the MMP-2 activity 

increased, to varying degrees, throughout the experimental period, while the 

collagen organization and, thus, the resistance strength to the eruptive movement of 

the PL were slightly lower. On the other hand, in the hyperfunctional group the 

eruption rate did not change, but MMP-2 activity and PL resistance strength to 

eruptive movement were increased, with a slight collagen disorganization, indicating, 

therefore, possible changes in other molecules involved in the periodontal ligament 

extracellular matrix remodeling. 



 x

Analyses of MT1-MMP and TIMP-2, under the conditions of this study, 

showed no statistical differences between groups and experimental periods. 

 These data suggest the role of MMP-2 in periodontal ligament remodeling 

of rat incisors, during altered eruption, acting directly on collagen degradation, which 

leads to changes in PL resistance to the eruptive movement, in hypofunction 

condition, and MT1- MMP and TIMP-2 may have secondary participation in this 

process. 

 

Key words: metalloproteinases, collagen, rat incisor, dental eruption, periodontal 

ligament metabolism. 
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1- Introdução 

 

O ligamento periodontal (LP) envolve o dente dando suporte a ele no osso 

alveolar. Originado do folículo dentário, contem fibras colágenas e fibroblastos como 

principais componentes. 

No incisivo de rato o LP também tem função de suporte do dente em seu 

alvéolo, estando exposto a diferentes tipos de força, permitindo que o dente 

erupcione continuamente, como é característico nesses roedores, ao mesmo tempo 

em que exerce certa resistência ao movimento eruptivo. 

Estudos com dentes de roedores em hiper e hipofunção indicam que 

alterações na erupção podem induzir alterações na estrutura básica, biomecânica, e 

fisiológica do LP (Chiba et al., 1981; Moxhan e Berkovitiz, 1981; Komatsu, 1988). 

Sendo assim, uma alteração na velocidade de erupção pode ser devido 

tanto ao aumento ou diminuição da força eruptiva do LP, aumento ou diminuição da 

resistência dos tecidos periodontais ou ainda das características de remodelação 

dos tecidos. 

Alterações na taxa de erupção são produzidas por modificações na 

função oclusal, interferindo nas propriedades mecânicas do LP, por exemplo, a 

desoclusão de um incisivo de rato faz com que sua taxa de erupção dobre (Michaeli 

& Weinreb, 1968), e aumente a síntese de colágeno no LP, sugerindo aumento na 

remodelação da matriz do LP (Kanoza et al., 1980). 

As metaloproteinases de matriz (MMPs) são moléculas que atuam na 

remodelação da matriz extracelular, degradando alguns de seus componentes 

(Birkedal-Hansen, 1993; Stamenkovic, 2003). 

Nossos estudos demonstram que a expressão dessas moléculas, nos 

tecidos periodontais de ratos, é modificada em condições alteradas de erupção 

(Salmon, 2008; Gomes et al, 2010, 2011; Omar et al., 2011). 

Necessário se faz estabelecer possíveis relações entre a expressão 

dessas moléculas e a resistência do LP ao movimento eruptivo. 
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Por outro lado, as MMPs são reguladas por inibidores endógenos 

conhecidos como TIMPs (inibidores teciduais de MMPs). Variações nos níveis de 

TIMPs afetam o nível de atividade das MMPs (Visse & Nagase, 2003). 

São recentes as descrições de MMPs e TIMPs em tecidos dentais, sendo 

escassas as conclusões sobre o papel dessas moléculas na remodelação do LP e 

seus componentes durante o processo eruptivo. 

É necessário investigar as relações funcionais entre a expressão de 

MMPs e seus inibidores com as forças de resistência do LP e seus componentes,      

em incisivos de ratos, um modelo bastante usado para o estudo do processo 

eruptivo, uma vez que possui erupção e crescimento contínuo. Uma possibilidade 

de estabelecer tais relações é alterar a condição de erupção do incisivo por 

hipofunção (aceleração da erupção) ou contenção do processo eruptivo. 

Assim, a análise da resistência que o LP oferece ao movimento eruptivo; 

a organização do colágeno (principal componente do LP) e a expressão de 

moléculas responsáveis pela remodelação do LP, em condições alteradas de 

erupção, podem fornecer informações sobre a relação entre esses parâmetros nos 

dentes de erupção continua, e foi o objetivo deste estudo. 
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2- Revisão da Literatura 

 

O ligamento periodontal (LP) é um tecido conjuntivo que envolve e 

sustenta o dente no alvéolo. Originado do folículo dentário, contem, em sua matriz 

extracelular fibras colágenas (colágeno tipo I) como principal componente 

(Katchburian e Arana, 2004).  

Ao longo dos anos, estudos têm atribuído ao LP papel importante no 

processo de erupção dental. Além da força geradora do movimento, a translação 

dessa força, a resistência dos tecidos peridentais, a sustentação do dente em cada 

nova posição e a remodelação dos tecidos periodontais são fatores relevantes para 

a aceleração, retardo ou mesmo interrupção do movimento eruptivo. 

Experimentos de transecção em incisivos de ratos, onde o dente é 

dividido em duas porções, uma proximal relacionada à região formadora e, uma 

porção distal ou incisal relacionada à cavidade oral, mostrando que a erupção do 

segmento incisal do dente continua a acontecer mesmo depois de separado de seu 

segmento proximal que foi fixado com pino conferiram ao LP, inicialmente, a força 

eruptiva (Massler & Schour, 1941; Bryer, 1957; Ness, 1957). Na década de 60 

surgiram estudos envolvendo o ligamento periodontal no processo eruptivo, 

atribuindo ao colágeno presente nas fibras oblíquas do LP a força para o movimento 

eruptivo (Thomas 1964, 1967; Taverne, 1993); e também aos fibroblastos, com 

características de miofibroblastos, que teriam a capacidade de tracionar o dente 

(Bellows et al, 1981, Kasugai et al, 1990). 

Estudos em dentes de crescimento limitado, como molares de ratos e 

cães, sugerem que o desenvolvimento do dente e a remodelação óssea controlada 

pelo folículo dentário explicariam o movimento eruptivo na fase supra-óssea (Marks 

e Schroeder, 1996).   

Estudos posteriores mostram que o LP não é o único responsável pela 

erupção, sugerindo natureza multifatorial para o processo eruptivo, incluindo a 

modulação de moléculas como fatores de crescimento presentes nos tecidos 

peridentais, de acordo com estudo que mostra que um dano no LP retarda, porém 
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não impede totalmente a erupção de incisivos de ratos (Michaeli et al, 1982); e em 

estudos utilizando molares irradiados, onde as raízes não se formam (Gowgiel, 

1967), ou quando os tecidos que as formam são cirurgicamente removidos (Cahill e 

Marks, 1980), não havendo, portanto, a formação de LP, mesmo assim as coroas 

destes dentes erupcionam. 

Os incisivos de roedores são dentes de crescimento e erupção contínuos 

e para tanto apresentam um órgão odontogênico permanente na sua extremidade 

basal, responsável pela contínua formação dos tecidos dentais e peridentais. 

Embora inseridos num alvéolo como os dentes de crescimento e erupção limitados, 

os incisivos de roedores apresentam-se revestidos de cemento e ligamento 

periodontal somente nas faces mesial, lingual e parte da distal, sendo o restante 

revestido por um tecido periodontal relacionado ao esmalte. Dois compartimentos 

são facilmente identificáveis ao microscópio de luz; um compartimento relacionado 

ao dente e um compartimento relacionado ao osso. Um terceiro compartimento, 

intermediário entre os dois, seria um local onde ocorre remodelação mais intensa 

(Beertsen & Everts, 1977). 

No incisivo de rato o ligamento periodontal tem função de suporte do 

dente em seu alvéolo. Durante o processo de mastigação, o ligamento periodontal 

está exposto a diferentes tipos de forças, funcionando como um suporte dental, 

fixando o dente no interior de seu alvéolo, e ao mesmo tempo permitindo que o 

dente erupcione continuamente, oferecendo uma resistência controlada ao 

movimento eruptivo. Assim os incisivos de ratos tem sido um modelo para estudar o 

metabolismo do LP. 

Estudos envolvendo dentes impedidos e desimpedidos indicam que 

alterações na erupção podem induzir variações na estrutura básica e/ou 

biomecânica, e fisiológica do ligamento periodontal (Chiba et al., 1981; Moxhan e 

Berkovitz, 1981; Komatsu, 1988) 

Assim, baseados nesses dados, uma alteração na velocidade de erupção 

pode ser devido tanto ao aumento ou diminuição da força eruptiva do LP, aumento 
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ou diminuição da resistência dos tecidos periodontais ou ainda das características 

de remodelação dos tecidos.  

 Alterações na função oclusal induzem alterações na taxa de erupção dos 

dentes de ratos, e se refletem nas propriedades mecânicas do ligamento 

periodontal, por exemplo, a desoclusão de um incisivo de rato faz com que sua taxa 

de erupção dobre (Michaeli & Weinreb, 1968). A renovação do colágeno no 

ligamento periodontal em dentes de rato é extremamente rápida, quando 

comparada com outros tecidos conjuntivos (Sodek, 1976; Sodek et al., 1977). 

Bernick, em 1960, sugeriu que o estresse da função oclusal é importante para o 

desenvolvimento, renovação e espessamento das fibras colágenas periodontais. 

Agentes que interferem na síntese de colágeno e alteram a estrutura do 

LP (latirogênicos e colchicina) marcadamente retardam a erupção do incisivo 

(Berkovitz et al, 1972; Berkovitz, 1972, Michaeli et al, 1975), assim como a 

hidrocortisona acelera a erupção (Domm & Wellband, 1960).   

Kanoza et al., 1980 mostraram que na condição hipofuncional ocorre um 

aumento na síntese de colágeno no ligamento periodontal, sugerindo um aumento 

na remodelação da matriz do ligamento periodontal bem como, uma relação entre 

esse processo de remodelação e as condições alteradas de erupção. 

Em estudos com incisivos de animais em condições alteradas de erupção 

(hipofunção) foram observadas diferenças no número e no diâmetro das fibras de 

Sharpey em molares (Short & Johnson, 1990) e em incisivos (Silva & Merzel, 2004); 

e alterações na forma e tamanho dos incisivos e, na espessura do ligamento 

periodontal (Komatsu, 1988; Steigman et al., 1989; Ingber, 1989). Estudos com 

incisivos de animais em hipofunção (desimpedidos), onde a erupção está acelerada, 

e hiperfunção (impedidos), mostraram que no grupo hipofuncional a força para 

extrair os dentes é marcadamente reduzida (Chiba et al, 1981; Shimada et al, 2003), 

sugerindo que o LP oferece menos resistência, que pode ser atribuída a 

degradação de alguns componentes da matriz extracelular interferindo nas 

propriedades do LP. 
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Por outro lado, a matriz extracelular do LP também é composta por 

proteínas não-colágenas como a fibronectina, tenascina, laminina, e 

glicosaminoglicanas: heparan sulfato, dermatan sulfato, condroitin sulfato formando 

as proteoglicanas: versican, decorina, ácido hialurônico (Mariotti, 1993), 

componentes que podem interferir no metabolismo do LP. 

As metaloproteinases (MMPs) são moléculas responsáveis pela 

remodelação da matriz extracelular, e estão envolvidas na degradação de alguns 

dos seus componentes (Birkedal-Hansen, 1993; Stamenkovic, 2003). O processo de 

remodelação mantém o equilíbrio entre as moléculas produzidas e aquelas 

degradadas pelas MMPs (Sahlberg et al., 1999). Atualmente as MMPs 

compreendem um grupo de mais de 20 metalopeptidases dependentes de zinco, 

que são sintetizadas sob a forma de pró-enzimas (pró-MMP), por diferentes tipos 

celulares presentes nos tecidos conjuntivos, sendo agrupadas em categorias de 

acordo com a similaridade de seus domínios e afinidade por substratos. Foram 

identificadas 2 classes de MMPs: as metaloproteinases de matriz (MMPs) e as 

metaloproteinases de membrana celular (MTs-MMP). Dentre as metaloproteinases 

de matriz destacamos a MMP-2, também denominada gelatinase A, e a MMP-9, 

denominada gelatinase B (Sahlberg et al., 1999). Dentre as metaloproteinases de 

membrana celular destacamos a MT1-MMP ou MMP-14 (Sato et al., 1994). 

MMP-2 e -9 são gelatinases que degradam o colágeno do tipo IV, 

encontrado principalmente nas membranas basais (Sahlberg et al., 1999; Yoshiba et 

al., 2003), mas também podem degradar glicoproteínas que compõem a membrana 

basal. Essa degradação ocorre após a clivagem das fibrilas colágenas por outras 

MMPs, entre elas MMP-1, -13 e -18 (Sahlberg et al., 1999). Recentes estudos têm 

demonstrado a capacidade de MMP-2 em degradar fibras colágenas, como mostra 

estudo de Patterson et al, 2001. 

MT1-MMP tem sido considerada a mais importante metaloproteinase da 

superfície celular, envolvida na digestão da matriz pericelular, e direta ou 

indiretamente na ativação de MMP-2 (Itoh et al., 2001; Strongin et al., 1995). Atribui-

se a ela inúmeras funções como quebra de componentes da matriz extracelular 
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incluindo colágeno, fibronectina (Ohuchi et al., 1997) e laminina-5 (Koshikawa et al., 

2000).  

Recentes estudos têm encontrado metaloproteinases em tecidos dentais 

de animais, como a MMP-2 e MMP-9 (Gomes et al., 2010; Yoshiba et al., 2003; 

Goldberg et al., 2003), MMP-8 (Takahashi et al., 2003, Salmon, 2008) e MT1-MMP 

(Caron et al., 1998; Yoshiba et al., 2003; Salmon, 2008; Gomes et al., 2011; Omar 

et al., 2011). 

MT1-MMP é indispensável para o crescimento e desenvolvimento normal 

segundo estudo de Holmbeck et al. (1999) o qual mostrou que camundongos 

deficientes em MT1-MMP exibem uma variedade de patologias no tecido conjuntivo. 

Estudos nestes camundongos mostraram que ocorre um retardo do crescimento da 

raiz, falha na erupção dental e subdesenvolvimento mandibular, indicando uma 

importante participação desta enzima no desenvolvimento do dente e na formação 

do osso alveolar (Beertsen et al., 2002, 2003; Bartlett et al., 2003).  

Trabalhos recentes em nosso laboratório enfocaram o papel das 

moléculas da matriz extracelular em dentes incisivos utilizando o modelo de 

hiperfunção, hipofunção e contido. Com período experimental de 14 dias, houve 

diferenças na intensidade de marcação para MT1-MMP no folículo dentário na 

região odontogênica, sendo observada intensidade forte no grupo hipofuncional e 

fraca no grupo contido, sugerindo participação na migração celular que ocorre 

durante o processo de erupção dentária (Gomes et al., 2010; Omar et al, 2011). 

Salmon, 2008, nas mesmas condições experimentais de erupção em dentes 

incisivos de ratos durante 7 e 14 dias, mostrou alterações nas moléculas envolvidas 

no processo de remodelação da matriz extracelular, com redução na expressão de 

mRNA para colágeno tipo I em todos os grupos e períodos experimentais estudados 

quando comparados com o grupo normofuncional, aumento na expressão de mRNA 

para MMP-2 no grupo hipofuncional com 7 dias e para MT1-MMP no mesmo grupo 

com 14 dias.  

Estes resultados indicam que as condições alteradas de erupção 

modificam a expressão das moléculas envolvidas na remodelação da matriz 
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extracelular do ligamento periodontal, entretanto, como o ligamento está 

diretamente relacionado às forcas envolvidas no processo de erupção, necessário 

se faz estabelecer possíveis relações entre a expressão destas moléculas e a 

resistência do ligamento ao movimento eruptivo.  

Por outro lado, a regulação endógena da atividade das MMPs durante a 

remodelação da matriz extracelular é realizada por moléculas chamadas de 

inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) que são em número de quatro, 

denominados TIMP-1, -2, -3 e -4. Variações nos níveis de TIMPs são considerados 

importantes porque afetam diretamente o nível da atividade de MMPs (Visse & 

Nagase, 2003).  

Os TIMPs tem um domínio N- e  C- terminal. O domínio N-terminal 

apresenta-se como uma unidade separada e é capaz de inibir as MMPs. Os TIMPs 

tem outras funções biológicas: TIMP-1 e -2 tem atividade potencializadora eritroíde 

e atividade promotora do crescimento (mitogênica), enquanto que a super 

expressão de TIMPs reduz o crescimento de células tumorais. (Nagase & 

Woessner, 1999; Visse & Nagase, 2003). 

O papel dos TIMPs em inibir a atividade das MMPs nos processos de 

morfogênese ou de remodelação da matriz é evidente. Sabe-se que TIMP-1 inibe a 

atividade de muitas MMPs com exceção de MT1-MMP e MMP-2, enquanto que 

TIMP-2 também inibe a atividade de várias MMPs com exceção da MMP-9 (Yoshiba 

et al., 2003). Sabe-se também que TIMP-2 toma parte na ativação de MMP-2 

formando um complexo com MT1-MMP (Strongin et al., 1995). 

Entretanto, são recentes as descrições da localização e da expressão de 

MMPs e TIMPs em tecidos dentais, principalmente durante o desenvolvimento de 

dentes molares e incisivos de ratos, e ainda são escassas as conclusões sobre o 

papel funcional tanto das MMPs como dos TIMPs com relação a remodelação do 

ligamento periodontal durante o processo eruptivo. 

Yoshiba et al, 2003 mostraram TIMP-1 em odontoblastos, TIMP-2 no 

mesênquima dental e peridental durante o desenvolvimento de molar de 

camundongo. 
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Tsuji et al., 2004 mostraram expressão de mRNA de TIMP-1 e -2 

aumentada em cultura de células do ligamento periodontal que foram submetidas à 

força tensil aplicada intermitente, entretanto a expressão de MMP-1 e -2 não se 

alteraram. Os autores sugerem que o estresse apropriado pode atuar como inibidor 

da atividade das metaloproteinases via TIMPs.  

Utilizando forças ortodônticas aplicadas em molares de ratos Takahashi et 

al., 2006, verificaram a expressão dos genes para MMP-2 e -9 e TIMPs e 

observaram níveis de MMP-2 e -9, TIMP-1 e -2 transitoriamente aumentados nas 

células do tecido periodontal, e Zhao et al., 2008, verificaram a expressão de TIMP-

1 e colágeno tipo I por meio de imunohistoquímica no LP. Observaram que 

colágeno tipo I e TIMP-1 estavam significativamente aumentados na zona de 

tensão. 

 Salmon, 2008 observou aumento de mRNA para TIMP-1 no grupo com 7 

e 14 dias de contenção da erupção em incisivos de ratos, bem como, aumento na 

expressão de mRNA para TIMP-2 no grupo hipofuncional com 14 dias. Gomes et al, 

2010 mostraram expressão de TIMP-2 aumentada no folículo dentário de incisivos 

de ratos submetidos à hipofunção. 

Apesar da existência de trabalhos focando a força de resistência do 

ligamento periodontal em dentes molares, e de forças ortodônticas sobre os 

componentes da matriz extracelular do ligamento periodontal, até o momento são 

escassas as informações sobre as relações funcionais entre a expressão de 

metaloproteinases e seus inibidores com as forças de resistência do ligamento 

periodontal no dente incisivo de rato, um modelo bastante usado para o estudo do 

processo eruptivo, uma vez que possui crescimento e erupção contínuos. 

Portanto, se faz necessário o aprofundamento nestas questões para se 

entender melhor essas relações funcionais em um dente de erupção contínua. Uma 

possibilidade de estabelecer possíveis relações entre a resistência do ligamento 

periodontal ao movimento eruptivo nos incisivos, em condições alteradas de 

erupção e os componentes da matriz extracelular do ligamento periodontal é alterar 
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a condição de erupção do incisivo por hipofunção (aceleração da erupção) ou 

contenção do processo eruptivo.  

Dessa forma, a análise da resistência que o ligamento periodontal oferece 

ao movimento eruptivo; a organização do colágeno e a expressão de moléculas 

responsáveis pela remodelação do ligamento periodontal, em condições alteradas 

de erupção, podem fornecer informações sobre a relação entre força de resistência, 

o processo de erupção e a remodelação da matriz extracelular do ligamento 

periodontal em dentes de crescimento contínuo. 

Apesar de trabalhos na literatura mostrando que alterações nas condições 

de erupção têm efeito no ligamento periodontal, como a diminuição da força para 

extrair o incisivo hipofuncional (Chiba et al; 1981), ainda não existem informações 

se a atividade das MMPs, TIMPs e organização do colágeno estão relacionadas 

com a resistência que o ligamento periodontal oferece ao movimento eruptivo nos 

incisivos de rato. 
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3- Proposição 

 

Pelas considerações mencionadas propõe-se neste trabalho de 

doutorado, utilizando-se como modelo o dente incisivo de ratos submetidos a 1, 7 e 

14 dias de erupção hipofuncional, hiperfuncional, contida e em condição de erupção 

normal, as seguintes avaliações: 

1. Taxa de erupção dos incisivos inferiores; 

2. Resistência do ligamento periodontal ao movimento eruptivo por meio 

da força máxima necessária para fazer a intrusão do dente incisivo de rato em seu 

alvéolo, rompendo as fibras do LP.  

3. Atividade de MMP-2 e -9, bem como quantificar MT1-MMP e TIMP-2 

pelos métodos de zimografia e western blot.  

4. Determinar a organização do colágeno no ligamento periodontal por 

meio de microscopia de luz polarizada. 

5. Estabelecer possíveis relações entre a resistência do ligamento 

periodontal, a organização do colágeno e, a atividade e expressão das MMPs e 

TIMP. 
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4- Material e Métodos 

 

4.1 Animais 

Para este estudo foram utilizados ratos, adultos da linhagem Wistar 

mantidos em gaiolas no Biotério do Departamento de Morfologia da FOP-UNICAMP, 

com temperatura variando entre 20 e 25ºC e fotoperíodo claro-escuro de 12 horas 

recebendo água e ração ad libitum, com aprovação do Comitê de Ética em 

Pesquisa Animal da UNICAMP sob n° 1544-1. 

4.2 Grupos e período experimental 

Durante 1, 7 e 14 dias os animais foram submetidos a tratamentos 

diferentes, segundo os grupos a seguir: 

 A - Grupo normofuncional: esse é considerado o grupo controle no qual 

tanto o incisivo esquerdo como direito estão em condições normais de oclusão e 

erupção (Fig 1A). 

B - Grupo hipo e hiperfuncional: após anestesia dos animais com halotano 

(Cristália, Itapira-SP) os incisivos inferiores esquerdos foram seccionados, a cada 

dois dias, na altura da papila interdental, com uma broca diamantada montada em 

alta rotação. Este procedimento mantém o dente esquerdo desocluído e livre de 

forças mastigatórias, produzindo uma condição hipofuncional, a qual acelera a 

erupção (Michaeli & Weinreb, 1968). Os incisivos direitos (contralaterais) 

permanecem em oclusão e com sobrecarga mastigatória por estarem suportando a 

carga contra os dois antagonistas superiores durante os movimentos da 

mastigação, portanto em condição hiperfuncional (Michaeli & Weinreb, 1968) (Fig 

1B). 

C - Grupo contido: os animais deste grupo foram anestesiados com 

injeção intramuscular de Ketamina (Francotar) na dosagem de 80mg/kg peso 

corporal associado ao relaxante muscular Cloridrato de Xylasina (Virbraxyl) na 

dosagem de 8mg/Kg de peso corporal. Após anestesia o incisivo inferior esquerdo 

recebeu uma contenção realizada com fio de aço nº 0,4. Para isso, foi feito um 

orifício com uma broca Carbide ¼ (Sorensen, KG, Brasil) na face labial do mesmo 



 13 

dente; uma das extremidades do fio de aço envolve o primeiro molar inferior 

esquerdo enquanto a outra extremidade é presa ao orifício, e este preenchido com 

resina fotopolimerizável (3M, USA). Este procedimento produz uma condição de 

contenção do processo eruptivo (Neves et al., 2009) (Fig 1C).  

 
Figura 1 - Incisivos inferiores de ratos. A - condição de erupção normal; B - Incisivo inferior esquerdo 

seccionado em hipofunção e contralateral direito em hiperfunção; C - Condição de contenção da erupção. 

 

4.3 Estimativa da taxa de erupção 

No primeiro dia de experimento os animais (N≈10/grupo e período 

experimental) foram divididos nos grupos descritos anteriormente, foi iniciada a 

medição da taxa de erupção. Essa medição foi feita ao longo de todo período 

experimental, periodicamente, utilizando uma ocular milimetrada (Ernest Leitz 

wetzlar Germany 12,5x) adaptada à lupa estereoscópica, sendo utilizada para 

calibração uma régua milimetrada (Carl Zeiss 5+ 100/100 mm). A medida foi obtida 

medindo a distância da margem gengival até uma referência que foi feita no dente 

dos grupos normo e hiperfuncional, como descrito por Merzel et al., 2000, ou até o 

orifício feito no incisivo no grupo contido, como descrito por Neves et al.; 2009, ou 

até a extremidade do dente cortado no grupo hipofuncional, anestesiando 

rapidamente os animais com halotano. 

As médias obtidas por dia de medição em cada grupo foram comparadas 

com o grupo normofuncional por teste Anova e Tukey pós teste, com nível de 

significância p<0,05. 

4.4 - Medida da resistência do ligamento periodontal 
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Após o período experimental de 1, 7 e 14 dias os animais foram 

sacrificados por deslocamento cervical sob anestesia, as hemimandíbulas foram 

removidas e imediatamente a força tênsil do ligamento periodontal foi medida por 

meio de um algômetro (mod. DDK/20 Kratos equipamentos). Neste estudo esse 

aparelho foi utilizado para medir a máxima carga necessária para realizar a intrusão 

dos dentes incisivos de ratos em seu alvéolo, o que determina o rompimento das 

fibras de ancoragem do dente ao osso alveolar e permite sua extração. 

Os dados obtidos com o algômetro foram agrupados em média e desvio 

padrão e estes comparados estatisticamente por meio de análise de variância 

seguido por Tukey pós teste, com significância se p<0,05. 

4.5 - Medida da atividade de MMP-2 e MMP-9 

Após a intrusão dos dentes, realizada para medir da resistência do 

ligamento periodontal, eles foram removidos do alvéolo e tiveram o ligamento 

periodontal das faces mesial, lingual e parte da distal (Fig 2) raspado com auxílio de 

uma cureta periodontal, coletado em microtubos contendo meio de cultura DMEN, 

de modo a produzir 3 amostras de cada grupo e período experimental (pool de 3 

dentes em cada amostra), e mantido por 16h à 37°C, período após o qual foi 

realizada a quantificação de proteínas totais por meio do método de Bradford 

(1976). A eletroforese das amostras foi realizada em gel de poliacrilamida 10% com 

gelatina 5%, sempre com amostras em duplicata utilizando quantidade de proteína 

total diferente sendo: 0.1 µg e 0.05µg, com intuito de minimizar erros de pipetagem. 

Após a eletroforese, os géis foram lavados em Triton X e incubados em tampão de 

revelação, contendo Tris HCl 10mM e CaCl2 5mM, por 16h e, após isso, corados 

com Comassie Blue. A atividade das MMPs é evidenciada em bandas claras no 

fundo escuro do gel corado, mostrando degradação da gelatina pela MMP. As 

imagens das bandas, de amostras contendo 0.1 µg de proteína total, foram 

capturadas por um fotodocumentador e analisados pelo programa Image J 1.42, 

para medir, em pixels, a área da banda degradada.  
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A análise estatística foi feita com a comparação dos dados da medida da 

área das bandas entre os grupos estudados utilizando teste de Kruskal-Wallis com 

p<0,05. 

 

 
Figura 2 - Cortes histológicos corados com HE, evidenciando o 

ligamento periodontal após a extração do incisivo. A – Corte transversal 

da mandíbula de rato mostrando o alvéolo dentário. B – Corte 

transversal do incisivo extraído. ALV - Alvéolo; LP - ligamento 

periodontal; OA - osso alveolar; D - dentina; PO - polpa. 

 

4.5.1 Testes de inibição: Após a eletroforese, géis contendo amostras 

de ligamento periodontal dos grupos estudados foram incubados com inibidores 

específicos para proteases: 1- fenantrolina, conhecido inibidor de MMPs; 2- NEM 

(N-ethil-Maleinide), inibidor de cisteínas e 3- PMSF (Fenilmetilsulfonilflúor), inibidor 

de serina protease, na concentração de 0,5mM em tampão de revelação para 

comprovar a natureza das MMPs. 

4.6 - Analise da organização do colágeno por meio de microscopia de luz 

polarizada 

Para esta análise foram utilizados 5 animais em cada grupo e período 

experimental. Ao final do período experimental os animais foram anestesiados e 

mortos por perfusão intracardíaca utilizando solução fixadora de 4% 

paraformaldeído, 0,5% glutaraldeído em tampão fosfato 0.1M pH 7.4. As 
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hemimandíbulas foram dissecadas, armazenadas na mesma solução fixadora a 4ºC 

por, pelo menos, 48 horas.  

Após fixação, as hemimandíbulas foram lavadas em tampão PBS 

(Tampão Fosfato Salino), descalcificadas com EDTA (Ácido Etilenodiamino Tetra-

acético) a 10%, pH 7.4, durante 35 dias. Após a descalcificação, um fragmento de 

cada hemimandíbula correspondente à região do primeiro molar foi removido (Fig 

3A), incluído em paraplast e seccionado transversalmente com 15 µm de espessura, 

para análise da birrefringência das fibras colágenas do LP. 

4.6.1 - Os cortes transversais de 15µm de espessura foram 

desparafinizados, hidratados e analisados em microscopia de luz polarizada. A 

lâmina contendo os cortes sem coloração foi montada utilizando água como meio de 

embebição (segundo resultados prévios deste laboratório) e após 30 minutos foi 

feita a mensuração do retardo ótico que foi determinado em nanômetros (nm). A 

mensuração do retardo ótico foi realizada 5 vezes em 3 cortes semi seriados de 

cada animal, compreendendo 6 pontos diferentes do ligamento periodontal: região 

mesial, distal e lingual adjacente ao osso alveolar e região mesial, distal e lingual 

adjacente ao dente. (Fig 3B).  

Análise da birrefringência das fibras colágenas: A medida do retardo 

óptico do ligamento periodontal, obtida por meio do compensador de Brace-Köeler 

sob luz policromática em microscópio Leica DM LP (Leica Microsystems), é o valor 

relativo entre o maior e o menor brilho de birrefringência no tecido. Sendo assim, é 

necessário analisar uma área restrita para conferir maior fidelidade à medição. Para 

o estudo da organização do colágeno no ligamento periodontal as medidas foram 

feitas em 6 pontos, em cada corte, como será descrito, de modo a abranger o 

ligamento periodontal como um todo. Os valores obtidos em cada região medida 

foram reunidos em único valor com intuito de considerar toda a extensão do tecido.  
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Figura 3 – Mandíbula de rato.  A – Esquema mostrando o fragmento selecionado para análise de 

polarização e sentido de obtenção dos cortes (seta). B - Corte transversal mostrando áreas do ligamento 

periodontal selecionadas para análise (retângulos). OA - osso alveolar, LP - ligamento periodontal, D - 

dentina. 

 

Os resultados foram obtidos comparando-se os valores médios das 

medidas do retardo óptico nos grupos estudados. Para a determinação de 

diferenças entre os grupos foi utilizado o teste de variância com Tukey pós test, e os 

resultados foram considerados estatisticamente significantes quando p<0.05. 

4.7 - Análise de MT1-MMP e TIMP-2 por western blotting 

Para a técnica de western blotting 30 animais em cada grupo e período 

experimental foram necessários. Com 1, 7 e 14 dias os animais foram sacrificados 

por deslocamento cervical, tiveram as hemimandíbulas removidas e os incisivos 

inferiores extraídos. O ligamento periodontal mesial, lingual e parte da distal foi 

raspado com auxilio de uma cureta periodontal, coletado em microtubos contendo 

tampão de extração (Tris-HCl 50Mm, CaCl2 5mM, NaCl 0.9% e PMSF 0.1mM, pH 

7.5) de modo a produzir 3 amostras de cada grupo e período experimental (pool de 

10 dentes raspados em cada amostra). As amostras foram homogeneizadas 

utilizando aparelho Beadbeater (Mini Beadbeater-8/Biospec Products) realizando-se 

três ciclos de 40 segundos cada, intercalados com 40 segundos mantendo as 

amostras em gelo. Imediatamente após, as amostras foram levadas para centrífuga 

refrigerada à 4°C, 13.000 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi coletado, 
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retirada uma pequena quantidade de cada amostra para realização da quantificação 

de proteínas totais por meio do método de Bradford, e as amostras foram mantidas 

à -70°C. 

Amostras, contendo 20µg de proteína total, foram preparadas com agente 

redutor ß-Mercaptoetanol (10%), aquecidas à 95°C durante 5 min, aplicadas em gel 

SDS-Page 12% e submetidas à eletroforese 165V por aproximadamente duas 

horas. Em seguida, transferidas para membrana de PVDF (polyvinylidene fluoride/ 

Immobilon-P Millipore) em tampão de transferência contendo 250mM Tris-HCl pH 

8.0, 192mM Glicina e 10% metanol. A eficácia da transferência foi verificada através 

da coloração da membrana com o corante Ponceau S (Sigma Chemical Company, 

EUA.), seguida de lavagem em tampão TBST (20mM Tris-HCl pH 7,6 contendo 

150mM de NaCl e 0,1% de Tween 20) e bloqueio com leite desnatado (Molico/ 

Nestlé) 5% no mesmo tampão, overnight. Na manhã seguinte as membranas foram 

incubadas com anti-MT1-MMP (Millipore, 1:300) ou anti-ß-actina (Sigma, 1:40.000) 

durante 2 horas ou com anti-TIMP-2 (Abcan, 1:500) durante 3 horas, sob agitação 

em temperatura ambiente. Foram então realizadas três lavagens de 15 minutos 

cada com TBST, seguidas de incubação com anticorpo secundário conjugado à 

peroxidase (anti-IgG de cabra, Sigma) diluído 1:2000, durante 1 hora, sob agitação, 

em temperatura ambiente. As membranas foram novamente lavadas com TBST, 

conforme descrito anteriormente. As reações foram reveladas através de 

quimioluminescência, utilizando-se o kit de detecção Millipore (Western Blotting 

Detection System/ Millipore EUA) seguindo instruções do fabricante, e expostas a 

filmes radiográficos (Amersham-ECL/ GE Healthcare). 

Os filmes sensibilizados na técnica de western blotting foram capturados 

em scaner Bio-Rad e a densidade das bandas detectadas para MT1-MMP e ß-

actina foi obtida por meio do programa Molecular Analyst. Os resultados 

normalizados foram submetidos ao teste Kruskal Wallis, com significância de p 

<0,05. 
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5- Resultados 

  

5.1 - Taxa de erupção 

A taxa de erupção do incisivo inferior de rato, ao longo dos 14 dias de 

experimento, em todos os grupos estudados, é apresentada na figura 4. No grupo 

hipofuncional a taxa de erupção dobrou quando comparado com o grupo 

normofuncional, enquanto a taxa com valores próximos a zero no grupo contido, 

mostrou que a contenção impediu a erupção destes dentes. O grupo hiperfuncional 

mostrou taxa de erupção semelhante ao grupo normofuncional. 
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Figura 4 - Taxa de erupção do incisivo inferior de rato nos grupos estudados, medida 

durante 14 dias de experimento. Análise de variância: * p<0,05 comparação com 

grupo normofuncional. 

 

A tabela 1 mostra a média de erupção diária, por grupo estudado, 

durante os 14 dias de experimento. Por meio desta tabela, e do gráfico (fig 4), é 

possível observar que houve diferença estatística entre os grupos hipofuncional 

(sendo o dobro/ p<0,05) e o grupo contido (sendo cerca de 10 vezes menor/ p<0,05) 

quando comparados com o grupo normofuncional.  
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Tabela 1 - Média (± desvio padrão) da taxa de erupção diária dos dentes incisivos inferiores de 

ratos submetidos às condições de erupção normo, hiper e hipofuncionais e contido durante 14 dias. 

Grupos Média (± desvio padrão) da taxa 

de erupção diária durante 14 dias 

Normofuncional 0,49mm/dia (±0,1) 

Hipofuncional 1,03mm/dia (±0,3)* 

Hiperfuncional 0,61mm/dia (±0,2) 

Contido 0,04mm/dia (±0,02)* 

* p<0,05 

 

5.2 - Força de resistência do ligamento periodontal dos incisivos: 

 
Figura 5 - Média e desvio padrão da força necessária para realizar a intrusão dos 

incisivos em cada grupo estudado, segundo o período experimental. Letras minúsculas 

p<0,01 para comparações intragrupos. * p<0,01 Análise de Variância comparação 

com grupo normofuncional. 
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A figura 5 mostra os valores médios da força máxima necessária para 

realizar a intrusão dos incisivos, refletindo a resistência do ligamento periodontal ao 

movimento eruptivo, nos grupos estudados. 

A força de resistência do ligamento de incisivos do grupo hiperfuncional, 

em todos os períodos experimentais, foi maior quando comparada com o grupo 

normofuncional (p<0,01). No grupo hipofuncional, em todos os períodos 

experimentais a força de resistência foi menor quando comparado com o grupo 

normofuncional (p<0,01). O grupo contido apresentou força de resistência menor 

quando comparado com o grupo normofuncional, com diferença estatística aos 7 

dias de tratamento (p<0,01). Na comparação intragrupos houve diferença estatística 

apenas no grupo hipofuncional com 7 e 14 dias quando comparados com 1 dia de 

desempedimento. 

5.3 - Atividade de MMP-2 e MMP-9 

A figura 6 mostra um gel de zimografia obtido para MMP-2 e MMP-9. 

 

 
Figura 6 – Gel de zimografia mostrando a atividade de MMP-2 (72, 68 e 62 

kDa) e MMP-9 (92kDa). 0,1 µg de proteína total. Grupos normofuncional - N; 

contido - C1, C7 e C14; hipofuncional - Ho1, Ho7 e Ho14; hiperfuncional - 

Hr1, Hr7e Hr14; sw - padrão peso molecular. 

 

Para MMP-2 foi possível observar três formas da proteína no gel de 

zimografia: 72kDa, forma latente; 68kDa, forma pro; e 62kDa forma ativa. 

A análise estatística utilizando Kruskal Wallis, com significância se p 

<0,05, mostrou o aumento de MMP-2, de modo geral, em todos os grupos e 
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períodos experimentais estudados quando comparados ao grupo normofuncional, 

como pode ser observado na figura 7. 

Houve diferença significante para MMP-2 com 1 dia de experimento nos 

grupos hipofuncional e contido (p<0,01). Aos sete dias houve diferença nos grupos 

hipo e hiperfuncional (p<0,01). Já aos 14 dias somente o grupo contido mostrou 

diferença significante (p<0,01), resultados estes, obtidos sempre quando 

comparados com o grupo normofuncional. A análise estatística intragrupos não 

mostrou diferença em nenhum dos grupos estudados. 

 

 

 

Figura 7 - Mediana e quartis (máximo e mínimo) da área das bandas de 

MMP-2 dos grupos estudados no ligamento periodontal. Grupos 

normofuncional - N; hipofuncional - Ho1, Ho7 e Ho14; hiperfuncional - 

Hr1, Hr7 e Hr14; contido - C1, C7 e C14.* p < 0,01 Kruskal-Wallis, 

comparações com grupo normofuncional. Análise intragrupos não 

mostrou diferença. 

 

Quando a mesma análise foi feita para as bandas de MMP-9, o programa 

Image J não detectou bandas na maioria dos grupos e períodos experimentais 
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estudados, inclusive no grupo normofuncional, dados que podem ser observados na 

figura 6, onde é possível perceber algumas fracas bandas de MMP-9 na altura de 

92kDa irregularmente distribuídas pelo grupo contido, mais evidente aos 14 dias. 

Sendo assim, não foi possível realizar testes estatísticos das bandas de MMP-9 

entre os grupos e períodos experimentais.  

 5.3.1 - Testes de inibição 

A figura 8B mostra que a atividade de MMP-2 e MMP-9 foi inibida pela 

fenantrolina confirmando a natureza dessas MMPs nas amostras de ligamento. 

 

 

Figura 8 - Teste de inibição para metaloproteinases. Em A - zimografia, B 

- fenantrolina (inibidor de MMP), C - NEM (inibidor de cisteinase) e D - 

PMSF (inibidor de serinase protease), 0,5mM. Amostras de 

normofuncional, hiperfuncional, hipofuncional e contido respectivamente 

em cada gel; 0,1µg de proteína total. 

 

5.4 - Análise da birrefringência do colágeno 

A figura 9 mostra cortes transversais da mandíbula de um animal em 

condição de erupção normal, obtidos por meio de microscopia de luz polarizada.  

Os dados obtidos na análise de birrefringência do colágeno, no ligamento 

periodontal, foram agrupados de duas formas: a) ligamento periodontal relacionado 

ao osso e b) ligamento periodontal relacionado ao dente. A análise estatística foi 

realizada agrupando esses dados representando o ligamento periodontal como um 

todo.   

As médias e desvio padrão dos dados obtidos pela quantificação da 

medida de birrefringência do colágeno, nos grupos analisados, podem ser 

observados na figura 10. O grupo hipofuncional apresentou maior desorganização 

do colágeno nos três períodos experimentais estudados (p<0,01) quando 

comparados com o normofuncional, e entre 1 e 14 dias na análise intragrupos 

A B C D 
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(p<0,01), sendo a desorganização crescente. Já o grupo hiperfuncional mostrou 

desorganização do colágeno com diferença significante apenas no 1° dia 

experimental (p<0,01) e o grupo contido aos 7 dias de experimento (p<0,01) quando 

comparados com grupo normofuncional.   

 

 

 
Figura 9 - Cortes transversais da mandíbula de rato em condição de erupção normal obtidos 

sob luz polarizada. A e C - menor aumento. B e D - detalhe correspondente ao retângulo 

delimitado em A e C respectivamente. OA - osso alveolar, LP - ligamento periodontal, D - 

dentina. Barra em A e C, 500µm; em B e D, 200µm.   
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Figura 10 – Médias e desvio padrão do retardo óptico do ligamento periodontal nos 

grupos estudados. * p<0,01 para comparações entre os tratamentos e o 

normofuncional. Letras minúsculas p<0,01 para comparações intragrupos. Análise 

de variância.  

 

5.5 - Análise de MT1-MMP e TIMP-2 por Western Blotting 

5.5.1 - MT1-MMP  

Bandas na altura de aproximadamente 55KDa, compatível com MT1-

MMP, foram detectadas. A figura 11 mostra uma imagem de western blotting para 

MT1-MMP.  De modo geral os níveis de MT1-MMP não se alteraram. Houve uma 

tendência ao aumento nos grupos hipofuncional 7 dias; hiperfuncional 1 dia e 

contido com 1, 7 e 14 dias, porém sem diferenças estatísticas significantes como 

pode ser observado na figura 12. 
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Figura 11 - Western blotting para MT1-MMP (imagem superior) e para ß-

actina (imagem inferior). 20µg proteína total aplicada. Grupos: normofuncional 

- N; hipofuncional - Ho1, Ho7 e Ho14; hiperfuncional - Hr1, Hr7e Hr14, e 

contido - C1, C7 e C14. 
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Figura 12 - Análise de porcentagem (3 amostras com pool de 10 dentes cada) da 

densidade das bandas de MT1-MMP dos grupos estudados no ligamento 

periodontal. Normofuncional - N. Hipofuncional - Ho1, Ho7, Ho14. Hiperfuncional 

- Hr1, Hr7, Hr 14. Contido - C1, C7, C14. 

 

5.5.2 - TIMP-2  

Bandas na altura de ≈ 24KDa, compatíveis com TIMP-2 foram 

identificadas. Na figura 13 pode-se observar western blotting para TIMP-2. A figura 

14 mostra os resultados da densidade das bandas de TIMP-2. Não houve diferença 
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estatística entre os grupos períodos estudados, porém, nota-se pela figura 14 que 

houve uma tendência à diminuição de TIMP-2 nos grupos estudados. 

 

 
Figura 13 - Western bloting para TIMP-2 nos grupos e períodos estudados. 

Normofuncional - N. Hipofuncional - Ho1, Ho7, Ho14. Hiperfuncional - Hr1, Hr7, Hr 

14. Contido - C1, C7, C14 
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Figura 14 - Análise de porcentagem (3 amostras com pool de 10 dentes cada) da 

densidade das bandas de TIMP-2 dos grupos estudados no ligamento periodontal. 

Normofuncional - N. Hipofuncional - Ho1, Ho7, Ho14. Hiperfuncional - Hr1, Hr7, 

Hr 14. Contido - C1, C7, C14. 
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6- Discussão 

 

Trabalhos na literatura mostram a facilidade para extrair molares e 

incisivos hipofuncionais, que apresentam erupção acelerada (Kanoza et al, 1980; 

Chiba et al, 1981; Tsuruta et al, 1982; Kinoshita et al, 1982; Komatsu, 1988; 

Shimada et al, 2003). Nosso estudo também mostra esses resultados nos incisivos 

hipofuncionais cuja taxa de erupção acelerou e que a força de resistência foi bem 

menor quando comparada com o grupo normal. Diante de tal constatação foi 

avaliada a possibilidade de alguns fatores estarem envolvidos nessa alteração que 

ocorre no metabolismo do ligamento periodontal, fazendo com que esse tecido fique 

menos resistente ao movimento eruptivo permitindo que a erupção acelere e 

tornando a extração do dente mais fácil. 

Dentre os fatores investigados está a organização do colágeno, principal 

componente das fibras do ligamento periodontal. Estudos mostram que alterações 

do colágeno presente no LP levam a essa facilidade de extração de dentes 

hipofuncionais. Em 1975, Vogel já sugeria que o conteúdo de colágeno estaria 

envolvido na força de resistência do LP. Outros autores sugerem que pode haver 

uma perda de ancoragem associada a uma rápida remodelação das fibras do 

ligamento periodontal (Kanoza et al, 1980); ou desorganização de fibras colágenas 

e/ou fraca ligação entre as fibrilas na superfície dental e óssea (Tsuruta et al, 1982). 

Além disso, estudos mostraram que o número de fibras de Sharpey do LP de 

molares de ratos, em hipofunção, diminuiu (Short & Johnson, 1990) e a densidade 

dessas fibras em incisivos hipofuncionais aumentou (Silva & Merzel, 2004). 
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No presente estudo foi investigado o colágeno no LP de incisivos 

hipofuncionais e mostramos, com microscopia de luz polarizada, que ocorre uma 

importante desorganização do colágeno neste grupo, e que a desorganização se 

torna mais intensa quanto maior o tempo de hipofunção. Sendo assim, 

demonstramos uma relação direta entre organização do colágeno, resistência do LP 

e taxa de erupção, ou seja, quanto maior a desorganização do colágeno, menor a 

resistência que o LP oferece ao movimento eruptivo, levando a uma aceleração da 

taxa de erupção nos dentes hipofuncionais.     

Durante o desenvolvimento de um dente, sabe-se que as fibras do LP só 

se organizam completamente quando o dente entra em contato com seu 

antagonista, e, sendo assim, a organização das fibras do LP está diretamente 

relacionada ao contato oclusal e força mastigatória do elemento dentário, para dar 

suporte ao dente. No incisivo do rato essa organização está localizada próximo à 

crista alveolar, iniciando se na altura da face mesial do primeiro molar (Sloan, 1981; 

Silva e Merzel, 2004). É nesta região que o LP exerce efetivamente sua função de 

fixação e ancoragem no incisivo de rato. Em condição de hipofunção o contato 

oclusal é perdido, portanto uma desorganização do colágeno das fibras do LP é 

esperada. 

Associado a isso, Kaneko et al, 2001, demonstraram diminuição do 

conteúdo de algumas proteoglicanas, como condroitin sulfato, decorina e heparan 

sulfato, no LP de molares em hipofunção. Van Den Bos e Tonino (1984) apesar de 

observarem aumento de proteínas não-colágenas de um modo geral, não 
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observaram alteração na quantidade de glicosaminoglicanas no ligamento 

periodontal de incisivos de ratos do grupo hipofuncional. 

Esses fatores podem colaborar para uma alteração no metabolismo do 

LP, diminuindo a resistência que ele oferece ao movimento eruptivo, acelerando a 

erupção e facilitando a remoção do dente, porém essa hipótese precisa ser 

investigada, uma vez que não foi o objetivo deste estudo analisar proteínas não-

colágenas. 

As fibras colágenas na matriz extracelular do ligamento periodontal 

também estão sujeitas à ação de outras moléculas, que promovem a remodelação 

constante da matriz extracelular e de seus componentes. Sabe-se que essa 

remodelação da matriz extracelular do ligamento ocorre por atividade das MMPs. 

Os TIMPs tomam parte neste processo no que diz respeito à regulação endógena 

da atividade das MMPs, entretanto, nenhuma relação ainda foi feita entre a 

expressão de MMPs e TIMPs em condições alteradas de erupção com a força de 

resistência do ligamento periodontal e organização do colágeno nos incisivos de 

ratos. 

Foi proposto investigar a MMP-2 e MT1-MMP, conhecidas 

metaloproteinases com papel importante na remodelação da matriz extracelular e, 

principalmente, na degradação de colágeno (Ohuchi et al, 1997; Visse & Nagase, 

2003; Sahlberg et al., 1999 e Patterson et al, 2001); além de TIMP-2, um inibidor de 

MT1-MMP (Brew et al, 2000; Visse e Nagase, 2003), com papel na ativação de 

MMP-2 formando um complexo com MT1-MMP (Strongin et al, 1995). 
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A literatura é escassa nos relatos de MMP-2 no LP normal, mas em geral 

ela é descrita em periodontites (Achong et al., 2003; Corotti et al., 2009; Lorencini et 

al., 2009). Nossos resultados mostraram a presença de MMP-2 no LP dos grupos 

estudados, mostrando aumento da atividade de MMP-2 nos grupos hipofuncionais. 

Essa demonstração, associada aos nossos resultados já descritos referentes à 

diminuição da força de resistência do LP e aumento da taxa de erupção, mostra 

relação direta entre aumento da atividade de MMP-2 associada à desorganização 

do colágeno que ocorre nos grupos hipofuncionais. 

MT1-MMP e TIMP-2, neste estudo foram avaliadas por meio de análise 

de western blotting, porém não mostraram diferenças estatísticas no LP nos grupos 

estudados, dados que corroboram com estudos prévios do nosso laboratório 

utilizando RT-PCR (Salmon, 2008), mostrando que não houve alteração na 

expressão dos genes que codificam tais proteínas, nem alteração da expressão da 

proteína no LP, nas condições estudadas. Apesar da demonstração do papel de 

MT1-MMP no folículo dentário durante o processo inicial de erupção dental e papel 

indispensável na formação da raiz (Beertsen et al, 2002, 2003; Bartlet et al, 2003). 

No LP parece que essa molécula exerce papel secundário. TIMP-2 também foi 

descrita no folículo dentário durante o processo de erupção (Yoshiba et al, 2003, 

2006; Goldberg et al, 2003; Gomes et al, 2010); porém, nas condições deste estudo, 

não houve alteração no LP, sugerindo assim que TIMP-2 pode estar exercendo um 

papel secundário neste tecido.  

Por outro lado, MT1-MMP, TIMP-2 e MMP-2 estão diretamente 

relacionadas quando se trata da ativação de MMP-2 (Strongin et al, 1995, Itoh et al, 
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2001). Enquanto neste estudo houve aumento de MMP-2 no LP dos grupos 

hipofuncionais, a MT1-MMP e TIMP-2 não sofreram alterações significativas. Sabe-

se que TIMP-2 modula a ativação de pró-MMP-2 por meio da inibição de MT1-MMP. 

A proporção de MT1-MMP e TIMP-2 parece ser de 2:1 ou 3:1, mostrando que TIMP-

2 e MT1-MMP formam um complexo que se ligam a pro-MMP-2, e uma MT1-MMP, 

livre de TIMP-2, ativa essa pró-MMP-2 (Butler et al, 1998).  

Porém, também foi demonstrado que a ativação de pró-MMP-2 é 

evidenciada na presença de pequena quantidade de TIMP-2 (Strongin et al 1995) e 

que, o excesso de TIMP-2 inibe a ativação da pró-MMP-2 (Butler et al, 1998). Nós 

não observamos alterações na expressão de TIMP-2 ou de MT1-MMP 

proporcionalmente ao aumento de MMP-2, o que seria esperado diante do exposto 

sobre o papel dessas moléculas na ativação de pró-MMP-2. No entanto, estudos 

mostram que outras MTs-MMP também tem papel na ativação de pró-MMP-2 

(Butler et al, 1997; Takino et al, 1995), além de sua ativação pelo sistema 

uPA/plasmina na superfície celular, onde a plasmina solúvel toma parte na ativação 

(Mazzieri et al, 1997). Tais dados podem mostrar que a ativação de MMP-2, nas 

condições estudadas, pode ter ocorrido por outras vias. 

No grupo hiperfuncional, este estudo mostrou aumento da força 

necessária para extrair os incisivos de ratos, resultados similares aos apresentados 

por Shimada et al, (2003); Komatsu, (1988), sem alteração na taxa de erupção; e 

por Moxhan & Berkovitz (1981) em incisivos de coelhos. Também a atividade de 

MMP-2 não apresentou lterações significativas na organização do colágeno no LP. 

Na condição de hiperfunção, possivelmente mais colágeno seja produzido pelos 
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fibroblastos como resposta para melhorar a fixação e ancoragem do dente, portanto 

para compensar esse aumento na síntese há necessidade de maior degradação 

pela MMP-2, levando a um equilíbrio entre a síntese e degradação do colágeno no 

LP, nesta condição de erupção. 

Por outro lado, Silva e Merzel, (2004) demonstraram que há um pequeno 

aumento na densidade das fibras de Sharpey em hiperfunção, o que pode contribuir 

para o aumento da ancoragem do dente, tornando-o mais resistente no interior do 

alvéolo.    

Outros componentes presentes no LP são as proteínas não-colágenas, 

que estão relacionadas com aumento de estresse ou função em determinados 

tecidos, como por exemplo, aumento de condroitin sulfato em tendão bovino 

submetido a forças de tensão e compressão (Koob & Vogel, 1987), e próximo a 

superfície do osso alveolar, que corresponde à face submetida a força de 

compressão durante a erupção de molares (Kagayama, 1996). Também como 

exemplo, o aumento da síntese de decorina em cultura de cartilagens de bezerros 

submetidas a uma carga (Visser et al, 1994). 

Sendo assim, pode haver um aumento do conteúdo das proteínas não-

colágenas, glicosaminoglicanas e proteoglicanas no LP hiperfuncional, interferindo 

na sua força de resistência. Por exemplo, a decorina pode se ligar a regiões 

específicas de fibrilas colágenas, funcionando como um regulador da formação de 

fibrilas colágenas. (Weber et al, 1996). Outra glicoproteína importante é a 

fibronectina que tem diversas funções biológicas: adesão celular, migração celular, 

organização da matriz extracelular, cicatrização (Mariotti, 1993) demonstrada, por 
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imunohistoquimica, com ampla distribuição no LP (Luckinmaa, et al, 1991) e na 

interface de célula-fibra colágena (Connor et al, 1984), podendo atuar na fixação e 

ancoragem entre as células e fibras do LP, tornando-o mais resistente quando 

submetido à força mastigatória. 

Outra hipótese é o aumento da remodelação que pode estar ocorrendo no 

LP hiperfuncional, para se adaptar a nova necessidade de resistência a que está 

submetido, gerando maior quantidade de novas fibrilas colágenas, que podem estar 

bem aderidas ao osso e ao dente, oferecendo maior resistência. Portanto, um 

estudo associando o conteúdo de glicosaminoglicanas e colágeno em dentes 

hiperfuncionais pode elucidar dúvidas sobre o metabolismo deste tecido, explicando 

a maior resistência do LP nestas condições. 

Nos dentes incisivos submetidos à contenção, a força de resistência do 

ligamento periodontal foi significativamente menor, associada à desorganização do 

colágeno, com 7 dias de experimento, quando comparadas com o grupo 

normofuncional, com aumento da atividade de MMP-2, embora sem diferença 

significativa aos 7 dias de experimento.  

Devido ao desgaste incisal durante os movimentos mastigatórios, e falta 

de erupção, devido à contenção, no 7° dia experimental os incisivos ficam fora de 

oclusão, diminuindo as cargas mastigatórias, levando assim, às alterações no LP 

que são semelhantes a um dente que está em hipofunção. Nestas condições, 

possivelmente o LP esteja sendo pouco requisitado nas suas funções de suporte e 

ancoragem, levando ao aumento da degradação de seus componentes, como por 

exemplo, o colágeno, observada neste grupo de forma mais evidente aos sete dias 
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de experimento. Como um exemplo semelhante a essa situação fisiológica 

podemos citar a degradação enzimática do colágeno que ocorre no miométrio após 

o parto (Junqueira & Carneiro, 2011). 

A instalação da contenção, inicialmente só provocou alterações na 

atividade de MMP-2, com o passar do período experimental outros parâmetros 

foram alterados, como a força de resistência e desorganização do colágeno com 7 

dias. Com 14 dias, no final do experimento, pode haver uma tendência deste tecido 

a se adaptar à nova condição, visto que a organização do colágeno e a força de 

resistência têm valores mais próximos ao normal. 

Por outro lado, o grupo contido foi o único que expressou atividade de 

MMP-9, embora em níveis baixos. Estudos prévios deste laboratório mostraram que 

MMP-9 está associada somente aos nervos na região odontogênica de incisivos de 

ratos (Gomes et al, 2011), o que pode explicar o fato de não termos detectado esta 

molécula nos outros grupos estudados. Porém, MMP-9 está mais expressa em 

periodontos inflamados (Lorencine et al, 2009). Dessa forma, como detectamos 

MMP-9 somente no LP de incisivos contidos, pode-se levantar a hipótese de que o 

trauma da instalação da contenção pode ter causado um estado inflamatório no LP 

dos incisivos deste grupo. 

Pelos resultados apresentados neste estudo podemos concluir que MMP-

2 apresenta papel importante na modulação da remodelação do ligamento 

periodontal, agindo diretamente sobre a degradação do colágeno, o que leva à uma 

diminuição na resistência deste tecido ao movimento eruptivo, em diferentes 

condições de erupção, principalmente em hipofunção, no incisivo de rato. 
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Consequentemente, essas alterações podem regular a velocidade da erupção 

nestes dentes com erupção continua; e que MT1-MMP e TIMP-2 podem ter 

participação secundária neste processo, necessitando, ainda, estudos para 

esclarecer qual é esta participação.  
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7- Conclusão 

 

• A condição de hipofunção acelerou a taxa de erupção, e a instalação da 

contenção interrompeu a erupção dos incisivos inferiores de rato. 

• Houve uma desorganização do colágeno do LP de incisivos de ratos, em todos 

os grupos e períodos estudados comparados com o grupo normofuncional, nas 

condições deste estudo. 

• A atividade de MMP-2, no LP de incisivos de ratos, aumentou em todos os 

grupos e períodos experimentais deste estudo comparados com grupo 

normofuncional. 

 

MMP-2 exerce papel importante no processo eruptivo em incisivos de rato, 

regulando a resistência do ligamento periodontal ao movimento eruptivo, por meio 

do equilíbrio entre síntese e degradação de colágeno.  
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