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Resumo

O ligamento periodontal (LP) é um tecido conjuntivo que ocupa o espaco
entre o dente e seu alvéolo, e tem a fungao principal de ancoragem e suporte dos
dentes. Baseados em dados na literatura que mostram que dentes em hipofungao
sdao mais facilmente extraidos, investigamos qual(is) fatores e/ou moléculas
poderiam ter relagdo com esse enfraguecimento da ancoragem do dente no 0sso
por meio do LP. Dentre eles, investigamos a expressdao de MMPs e TIMP-2, e
organizacao do colageno no LP, além da resisténcia que o LP oferece ao
movimento eruptivo nos incisivos de ratos. Para isso, produzimos alteracdo na
erupcao de incisivos inferiores de ratos, durante periodos experimentais diferentes,
produzindo hipofuncao, hiperfungcdo e contencdo do processo eruptivo, além da
erupcao normal; fazendo a medicdo da taxa de erupcdo em todos os grupos ao
longo do periodo experimental.

Os resultados mostraram que no grupo hipofuncional a atividade de MMP-2
e a desorganizacdo do colageno aumentaram, contribuindo para a diminuicdo da
forca de resisténcia ao movimento eruptivo e para o aumento da taxa de erupgao
neste grupo. No grupo contido, a erupc¢do dos incisivos foi interrompida, porém a
atividade de MMP-2 aumentou em niveis variados ao longo do periodo
experimental, enquanto a organizacao do colageno e, consequentemente, a forca
de resisténcia do LP ao movimento eruptivo foram levemente menores. Por outro
lado no grupo hiperfuncional a taxa de erupgdo n&o sofreu alteracdo, mas a

atividade de MMP-2 estava aumentada, juntamente com a forca de resisténcia do
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LP ao movimento eruptivo, com leve desorganizacdo do colageno indicando,
portanto, possiveis alteracbes em outras moléculas envolvidas no processo de
remodelagcdo da matriz extracelular no ligamento periodontal.

As andlises de MT1-MMP e TIMP-2, nas condicoes deste estudo, nao
mostraram diferencas estatisticas entre os grupos e periodos estudados.

Esses dados sugerem papel da MMP-2 na remodelacdo do ligamento
periodontal de incisivos de ratos, durante alteragdes na erupgcdo, atuando
diretamente sobre a degradacao do colageno, o que leva a alteracdes na resisténcia
do ligamento ao movimento eruptivo, principalmente em hipofuncédo; e que MT1-

MMP e TIMP-2 podem ter participacao secundaria neste processo.

Palavras chave: metaloproteinases, colageno, incisivo de rato, erupcao

dentéria, 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.
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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 patrticipation in this

process.

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

ligament metabolism.
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1- Introducao

O ligamento periodontal (LP) envolve o dente dando suporte a ele no osso
alveolar. Originado do foliculo dentario, contem fibras colagenas e fibroblastos como
principais componentes.

No incisivo de rato o LP também tem fungéo de suporte do dente em seu
alvéolo, estando exposto a diferentes tipos de forca, permitindo que o dente
erupcione continuamente, como € caracteristico nesses roedores, ao mesmo tempo
em que exerce certa resisténcia ao movimento eruptivo.

Estudos com dentes de roedores em hiper e hipofuncao indicam que
alteragdes na erupgao podem induzir alteragées na estrutura basica, biomecanica, e
fisiolégica do LP (Chiba et al., 1981; Moxhan e Berkovitiz, 1981; Komatsu, 1988).

Sendo assim, uma alteracdo na velocidade de erupcao pode ser devido
tanto ao aumento ou diminuicdo da forga eruptiva do LP, aumento ou diminuicéo da
resisténcia dos tecidos periodontais ou ainda das caracteristicas de remodelacao
dos tecidos.

Alteragdes na taxa de erupgao sao produzidas por modificacbes na
funcédo oclusal, interferindo nas propriedades mecéanicas do LP, por exemplo, a
desoclusado de um incisivo de rato faz com que sua taxa de erup¢ao dobre (Michaeli
& Weinreb, 1968), e aumente a sintese de colageno no LP, sugerindo aumento na
remodelacdo da matriz do LP (Kanoza et al., 1980).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo moléculas que atuam na
remodelacdo da matriz extracelular, degradando alguns de seus componentes
(Birkedal-Hansen, 1993; Stamenkovic, 2003).

Nossos estudos demonstram que a expressdo dessas moléculas, nos
tecidos periodontais de ratos, é modificada em condi¢ces alteradas de erupcao
(Salmon, 2008; Gomes et al, 2010, 2011; Omar et al., 2011).

Necessario se faz estabelecer possiveis relacées entre a expressao

dessas moléculas e a resisténcia do LP ao movimento eruptivo.



Por outro lado, as MMPs sao reguladas por inibidores endbégenos
conhecidos como TIMPs (inibidores teciduais de MMPs). Variacbes nos niveis de
TIMPs afetam o nivel de atividade das MMPs (Visse & Nagase, 2003).

Sao recentes as descricoes de MMPs e TIMPs em tecidos dentais, sendo
escassas as conclusbes sobre o papel dessas moléculas na remodelacao do LP e
seus componentes durante o processo eruptivo.

E necessario investigar as relacdes funcionais entre a expressdo de
MMPs e seus inibidores com as forcas de resisténcia do LP e seus componentes,
em incisivos de ratos, um modelo bastante usado para o estudo do processo
eruptivo, uma vez que possui erupcao e crescimento continuo. Uma possibilidade
de estabelecer tais relacbes € alterar a condicdo de erupcao do incisivo por
hipofuncao (aceleracao da erupgao) ou contengao do processo eruptivo.

Assim, a analise da resisténcia que o LP oferece ao movimento eruptivo;
a organizacdo do colageno (principal componente do LP) e a expressdo de
moléculas responsaveis pela remodelacdo do LP, em condicbes alteradas de
erupgao, podem fornecer informagdes sobre a relacdo entre esses parametros nos
dentes de erupgao continua, e foi o objetivo deste estudo.



2- Revisao da Literatura

O ligamento periodontal (LP) € um tecido conjuntivo que envolve e
sustenta o dente no alvéolo. Originado do foliculo dentario, contem, em sua matriz
extracelular fibras colagenas (colageno tipo 1) como principal componente
(Katchburian e Arana, 2004).

Ao longo dos anos, estudos tém atribuido ao LP papel importante no
processo de erupcao dental. Além da forga geradora do movimento, a translacao
dessa forca, a resisténcia dos tecidos peridentais, a sustentagdo do dente em cada
nova posicao e a remodelacédo dos tecidos periodontais sao fatores relevantes para
a aceleracéo, retardo ou mesmo interrupcao do movimento eruptivo.

Experimentos de transec¢do em incisivos de ratos, onde o dente é
dividido em duas porgdes, uma proximal relacionada a regido formadora e, uma
porcdo distal ou incisal relacionada a cavidade oral, mostrando que a erupc¢ao 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 forca
eruptiva (Massler & Schour, 1941; Bryer, 1957; Ness, 1957). Na década de 60
surgiram estudos envolvendo o ligamento periodontal no processo eruptivo,
atribuindo ao colageno presente nas fibras obliquas do LP a for¢ca para o movimento
eruptivo (Thomas 1964, 1967; Taverne, 1993); e também aos fibroblastos, com
caracteristicas 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
caes, sugerem que o desenvolvimento do dente e a remodelagao 6ssea controlada
pelo foliculo dentario explicariam o movimento eruptivo na fase supra-6ssea (Marks
e Schroeder, 1996).

Estudos posteriores mostram que o LP ndo € o unico responsavel pela
erupcao, sugerindo natureza multifatorial para o processo eruptivo, incluindo a
modulagdo de moléculas como fatores de crescimento presentes nos tecidos
peridentais, de acordo com estudo que mostra que um dano no LP retarda, porém



nao impede totalmente a erupcao de incisivos de ratos (Michaeli et al, 1982); e em
estudos utilizando molares irradiados, onde as raizes ndo se formam (Gowgiel,
1967), ou quando os tecidos que as formam sao cirurgicamente removidos (Cahill e
Marks, 1980), ndao havendo, portanto, a formagao de LP, mesmo assim as coroas
destes dentes erupcionam.

Os incisivos de roedores sao dentes de crescimento e erupgao continuos
e para tanto apresentam um 6rgao odontogénico permanente na sua extremidade
basal, responsavel pela continua formacdo dos tecidos dentais e peridentais.
Embora inseridos num alvéolo como os dentes de crescimento e erupcao limitados,
0s 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
sao facilmente identificaveis ao microscépio de luz; um compartimento relacionado
ao dente e um compartimento relacionado ao osso. Um terceiro compartimento,
intermediario entre os dois, seria um local onde ocorre remodelacdo mais intensa
(Beertsen & Everts, 1977).

No incisivo de rato o ligamento periodontal tem funcdo de suporte do
dente em seu alvéolo. Durante o processo de mastigacao, o ligamento periodontal
esta exposto a diferentes tipos de forcas, funcionando como um suporte dental,
fixando o dente no interior de seu alvéolo, e a0 mesmo tempo permitindo que o
dente erupcione continuamente, oferecendo uma resisténcia 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
alteragbes na erupgdo podem induzir variagbes na estrutura bésica e/ou
biomecéanica, e fisiolégica do ligamento periodontal (Chiba et al., 1981; Moxhan e
Berkovitz, 1981; Komatsu, 1988)

Assim, baseados nesses dados, uma alteracao na velocidade de erupcgao
pode ser devido tanto ao aumento ou diminuicdo da forca eruptiva do LP, aumento



ou diminuigdo da resisténcia dos tecidos periodontais ou ainda das caracteristicas
de remodelacao dos tecidos.

Alteracdes na funcéo oclusal induzem alteracdes na taxa de erupgéao dos
dentes de ratos, e se refletem nas propriedades mecanicas do ligamento
periodontal, por exemplo, a desoclusao de um incisivo de rato faz com que sua taxa
de erupcao dobre (Michaeli & Weinreb, 1968). A renovacdo do coladgeno no
ligamento periodontal em dentes de rato é extremamente rapida, quando
comparada com outros tecidos conjuntivos (Sodek, 1976; Sodek et al, 1977).
Bernick, em 1960, sugeriu que o estresse da funcéo oclusal € importante para o
desenvolvimento, renovacao e espessamento das fibras colagenas periodontais.

Agentes que interferem na sintese de colageno e alteram a estrutura do
LP (latirogénicos e colchicina) marcadamente retardam a erupcado do incisivo
(Berkovitz et al, 1972; Berkovitz, 1972, Michaeli et al, 1975), assim como a
hidrocortisona acelera a erup¢dao (Domm & Wellband, 1960).

Kanoza et al., 1980 mostraram que na condi¢do hipofuncional ocorre um
aumento na sintese de colageno no ligamento periodontal, sugerindo um aumento
na remodelacdo da matriz do ligamento periodontal bem como, uma relagéo entre
esse processo de remodelacao e as condi¢des alteradas de erupcao.

Em estudos com incisivos de animais em condi¢des alteradas de erup¢ao
(hipofuncao) foram observadas diferengas no nimero e no didmetro das fibras de
Sharpey em molares (Short & Johnson, 1990) e em incisivos (Silva & Merzel, 2004);
e alteracbes 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 hipofuncgao (desimpedidos), onde a erupgao esta acelerada,
e hiperfuncado (impedidos), mostraram que no grupo hipofuncional a for¢ca para
extrair os dentes é marcadamente reduzida (Chiba et al, 1981; Shimada et al, 2003),
sugerindo que o LP oferece menos resisténcia, que pode ser atribuida a
degradacdo de alguns componentes da matriz extracelular interferindo nas
propriedades do LP.



Por outro lado, a matriz extracelular do LP também é composta por
proteinas nao-colagenas como a fibronectina, tenascina, laminina, e
glicosaminoglicanas: heparan sulfato, dermatan sulfato, condroitin sulfato formando
as proteoglicanas: versican, decorina, &cido hialurbnico (Mariotti, 1993),
componentes que podem interferir no metabolismo do LP.

As metaloproteinases (MMPs) sao moléculas responsaveis pela
remodelacdo da matriz extracelular, e estdo envolvidas na degradagédo de alguns
dos seus componentes (Birkedal-Hansen, 1993; Stamenkovic, 2003). O processo de
remodelacdo mantém o equilibrio 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 sao sintetizadas sob a forma de pré-enzimas (pré-MMP), por diferentes tipos
celulares presentes nos tecidos conjuntivos, sendo agrupadas em categorias de
acordo com a similaridade de seus dominios 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 sao gelatinases que degradam o colageno do tipo 1V,
encontrado principalmente nas membranas basais (Sahlberg et al., 1999; Yoshiba et
al., 2003), mas também podem degradar glicoproteinas que compdéem a membrana
basal. Essa degradacao ocorre apo6s a clivagem das fibrilas coladgenas por outras
MMPs, entre elas MMP-1, -13 e -18 (Sahlberg et al., 1999). Recentes estudos tém
demonstrado a capacidade de MMP-2 em degradar fibras colagenas, como mostra
estudo de Patterson et al, 2001.

MT1-MMP tem sido considerada a mais importante metaloproteinase da
superficie celular, envolvida na digestdo da matriz pericelular, e direta ou
indiretamente na ativagcdo de MMP-2 (ltoh et al., 2001; Strongin et al., 1995). Atribui-

se a ela inumeras fungdes como quebra de componentes da matriz extracelular



incluindo colageno, fibronectina (Ohuchi et al., 1997) e laminina-5 (Koshikawa et al.,
2000).

Recentes estudos tém 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
etal., 2011).

MT1-MMP ¢é indispensavel 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 erupgédo dental e subdesenvolvimento mandibular, indicando uma
importante participagdo desta enzima no desenvolvimento do dente e na formacao
do osso alveolar (Beertsen et al., 2002, 2003; Bartlett et al., 2003).

Trabalhos recentes em nosso laboratério enfocaram o papel das
moléculas da matriz extracelular em dentes incisivos utilizando o modelo de
hiperfuncdo, hipofungéo e contido. Com periodo experimental de 14 dias, houve
diferencas na intensidade de marcacao para MT1-MMP no foliculo dentario na
regido odontogénica, sendo observada intensidade forte no grupo hipofuncional e
fraca no grupo contido, sugerindo participacdo na migracdo celular que ocorre
durante o processo de erupgédo dentaria (Gomes et al.,, 2010; Omar et al, 2011).
Salmon, 2008, nas mesmas condicoes experimentais de erupcdo em dentes
incisivos de ratos durante 7 e 14 dias, mostrou altera¢des nas moléculas envolvidas
no processo de remodelacdo da matriz extracelular, com reducédo na expressao de
mMRNA para colageno tipo | em todos os grupos e periodos experimentais estudados
quando comparados com o grupo normofuncional, aumento na expressao 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 condigcbes alteradas de erupgao

modificam a expressdo das moléculas envolvidas na remodelacdo da matriz



extracelular do ligamento periodontal, entretanto, como o ligamento esta
diretamente relacionado as forcas envolvidas no processo de erupcao, necessario
se faz estabelecer possiveis relacbes entre a expressdo destas moléculas e a
resisténcia do ligamento ao movimento eruptivo.

Por outro lado, a regulacdo enddgena da atividade das MMPs durante a
remodelacdo da matriz extracelular é realizada por moléculas chamadas de
inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) que sdo em numero de quatro,
denominados TIMP-1, -2, -3 e -4. Variagdes nos niveis de TIMPs sao considerados
importantes porque afetam diretamente o nivel da atividade de MMPs (Visse &
Nagase, 2003).

Os TIMPs tem um dominio N- e C- terminal. O dominio N-terminal
apresenta-se como uma unidade separada e é capaz de inibir as MMPs. Os TIMPs
tem outras fungdes biolégicas: TIMP-1 e -2 tem atividade potencializadora eritroide
e atividade promotora do crescimento (mitogénica), enquanto que a super
expressdao 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
morfogénese ou de remodelacdo da matriz € evidente. Sabe-se que TIMP-1 inibe a
atividade de muitas MMPs com excecao de MT1-MMP e MMP-2, enquanto que
TIMP-2 também inibe a atividade de varias MMPs com excec¢do da MMP-9 (Yoshiba
et al.,, 2003). Sabe-se também que TIMP-2 toma parte na ativagdo de MMP-2
formando um complexo com MT1-MMP (Strongin et al., 1995).

Entretanto, sdo recentes as descricées da localizacdo e da expressao de
MMPs e TIMPs em tecidos dentais, principalmente durante o desenvolvimento de
dentes molares e incisivos de ratos, e ainda sdo escassas as conclusdes sobre o
papel funcional tanto das MMPs como dos TIMPs com relacdo a remodelagéo do
ligamento periodontal durante o processo eruptivo.

Yoshiba et al, 2003 mostraram TIMP-1 em odontoblastos, TIMP-2 no
mesénquima dental e peridental durante o desenvolvimento de molar de

camundongo.



Tsuji et al., 2004 mostraram expressdo de mRNA de TIMP-1 e -2
aumentada em cultura de células do ligamento periodontal que foram submetidas a
forca tensil aplicada intermitente, entretanto a expressdo de MMP-1 e -2 ndo se
alteraram. Os autores sugerem que o estresse apropriado pode atuar como inibidor
da atividade das metaloproteinases via TIMPs.

Utilizando forgas ortoddnticas aplicadas em molares de ratos Takahashi et
al., 2006, verificaram a expressdo dos genes para MMP-2 e -9 e TIMPs e
observaram niveis de MMP-2 e -9, TIMP-1 e -2 transitoriamente aumentados nas
células do tecido periodontal, e Zhao et al., 2008, verificaram a expressao de TIMP-
1 e colageno tipo | por meio de imunohistoquimica no LP. Observaram que
colageno tipo | e TIMP-1 estavam significativamente aumentados na zona de
tensao.

Salmon, 2008 observou aumento de mRNA para TIMP-1 no grupo com 7
e 14 dias de contencado da erupcédo em incisivos de ratos, bem como, aumento na
expressdao de mRNA para TIMP-2 no grupo hipofuncional com 14 dias. Gomes et al,
2010 mostraram expressao de TIMP-2 aumentada no foliculo dentario de incisivos
de ratos submetidos a hipofungéo.

Apesar da existéncia de trabalhos focando a forga de resisténcia do
ligamento periodontal em dentes molares, e de forcas ortoddnticas sobre os
componentes da matriz extracelular do ligamento periodontal, até o0 momento séao
escassas as informacdes sobre as relacbes funcionais entre a expressdo de
metaloproteinases e seus inibidores com as forcas de resisténcia do ligamento
periodontal no dente incisivo de rato, um modelo bastante usado para o estudo do
processo eruptivo, uma vez que possui crescimento e erupgao continuos.

Portanto, se faz necessario o aprofundamento nestas questées para se
entender melhor essas relagcdes funcionais em um dente de erupgéo continua. Uma
possibilidade de estabelecer possiveis relacées entre a resisténcia do ligamento
periodontal ao movimento eruptivo nos incisivos, em condi¢cdes alteradas de

erupcao e os componentes da matriz extracelular do ligamento periodontal é alterar



a condicao de erupcao do incisivo por hipofuncédo (aceleracdo da erupg¢ao) ou
contencgéo do processo eruptivo.

Dessa forma, a andlise da resisténcia que o ligamento periodontal oferece
ao movimento eruptivo; a organizacao do colageno e a expressao de moléculas
responsaveis pela remodelacao do ligamento periodontal, em condicées alteradas
de erupcao, podem fornecer informacdes sobre a relacao entre forca de resisténcia,
0 processo de erupcdo e a remodelacdo da matriz extracelular do ligamento
periodontal em dentes de crescimento continuo.

Apesar de trabalhos na literatura mostrando que alteragdes nas condicoes
de erupcdo tém efeito no ligamento periodontal, como a diminuicdo da forca para
extrair o incisivo hipofuncional (Chiba et al; 1981), ainda ndo existem informagdes
se a atividade das MMPs, TIMPs e organizacao do colageno estao relacionadas
com a resisténcia que o ligamento periodontal oferece ao movimento eruptivo nos

incisivos de rato.
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3- Proposicao

Pelas consideracbes mencionadas propde-se neste trabalho de
doutorado, utilizando-se como modelo o dente incisivo de ratos submetidos a 1, 7 e
14 dias de erupcao hipofuncional, hiperfuncional, contida e em condicao de erupgao
normal, as seguintes avaliagcdes:

1. Taxa de erupgao dos incisivos inferiores;

2. Resisténcia do ligamento periodontal ao movimento eruptivo por meio
da forca maxima necessaria para fazer a intrusdo 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 organizagdo do colageno no ligamento periodontal por
meio de microscopia de luz polarizada.

5. Estabelecer possiveis relacbes entre a resisténcia do ligamento
periodontal, a organizacdo do colageno e, a atividade e expressdao 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 25°C e fotoperiodo claro-escuro de 12 horas
recebendo agua e racdo ad libitum, com aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa Animal da UNICAMP sob n° 1544-1.

4.2 Grupos e periodo 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 estdo em condicbes normais de ocluséo e
erupcao (Fig 1A).

B - Grupo hipo e hiperfuncional: ap6s anestesia dos animais com halotano
(Cristélia, Itapira-SP) os incisivos inferiores esquerdos foram seccionados, a cada
dois dias, na altura da papila interdental, com uma broca diamantada montada em
alta rotacdo. Este procedimento mantém o dente esquerdo desocluido e livre de
forcas mastigatorias, produzindo uma condi¢cdo hipofuncional, a qual acelera a
erupcao (Michaeli & Weinreb, 1968). Os incisivos direitos (contralaterais)
permanecem em oclusdo e com sobrecarga mastigatoria por estarem suportando a
carga contra os dois antagonistas superiores durante 0s movimentos da
mastigacéo, portanto em condicdo hiperfuncional (Michaeli & Weinreb, 1968) (Fig
1B).

C - Grupo contido: os animais deste grupo foram anestesiados com
injecdo 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. Apds anestesia o incisivo inferior esquerdo
recebeu uma contencao realizada com fio de aco n® 0,4. Para isso, foi feito um
orificio com uma broca Carbide 4 (Sorensen, KG, Brasil) na face labial do mesmo
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dente; uma das extremidades do fio de ago envolve o primeiro molar inferior
esquerdo enquanto a outra extremidade é presa ao orificio, e este preenchido com
resina fotopolimerizavel (3M, USA). Este procedimento produz uma condicao de
contencao do processo eruptivo (Neves et al., 2009) (Fig 1C).

Figura 1 - Incisivos inferiores de ratos. A - condicdo de erup¢do normal; B - Incisivo inferior esquerdo

seccionado em hipofunc¢do e contralateral direito em hiperfuncio; C - Condi¢@o de conten¢do da erupgao.

4.3 Estimativa da taxa de erupcéao

No primeiro dia de experimento os animais (N=10/grupo e periodo
experimental) foram divididos nos grupos descritos anteriormente, foi iniciada a
medicdo da taxa de erupcdo. Essa medicdo foi feita ao longo de todo periodo
experimental, periodicamente, utilizando uma ocular milimetrada (Ernest Leitz
wetzlar Germany 12,5x) adaptada a lupa estereoscoépica, sendo utilizada para
calibracdo uma régua milimetrada (Carl Zeiss 5+ '°/150 mm). A medida foi obtida
medindo a distancia da margem gengival até uma referéncia que foi feita no dente
dos grupos normo e hiperfuncional, como descrito por Merzel et al., 2000, ou até o
orificio 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 medigcdo em cada grupo foram comparadas
com o grupo normofuncional por teste Anova e Tukey pés teste, com nivel de
significancia p<0,05.

4.4 - Medida da resisténcia do ligamento periodontal
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Apds o periodo experimental de 1, 7 e 14 dias os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical sob anestesia, as hemimandibulas foram
removidas e imediatamente a forga ténsil do ligamento periodontal foi medida por
meio de um algbmetro (mod. DDK/20 Kratos equipamentos). Neste estudo esse
aparelho foi utilizado para medir a maxima carga necessaria para realizar a intrusdo
dos dentes incisivos de ratos em seu alvéolo, 0 que determina o rompimento das
fibras de ancoragem do dente ao 0sso alveolar e permite sua extracao.

Os dados obtidos com o algdbmetro foram agrupados em média e desvio
padrdao e estes comparados estatisticamente por meio de analise de varidncia
seguido por Tukey pos teste, com significancia se p<0,05.

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

Apo6s a intrusdo dos dentes, realizada para medir da resisténcia 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 auxilio de
uma cureta periodontal, coletado em microtubos contendo meio de cultura DMEN,
de modo a produzir 3 amostras de cada grupo e periodo experimental (pool de 3
dentes em cada amostra), e mantido por 16h a 37°C, periodo apdés o qual foi
realizada a quantificagdo de proteinas 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 proteina
total diferente sendo: 0.1 pg e 0.05ug, com intuito de minimizar erros de pipetagem.
Apos a eletroforese, os géis foram lavados em Triton X e incubados em tampé&o de
revelacdo, contendo Tris HCl 10mM e CaCl, 5mM, por 16h e, apds isso, corados
com Comassie Blue. A atividade das MMPs é evidenciada em bandas claras no
fundo escuro do gel corado, mostrando degradacdo da gelatina pela MMP. As
imagens das bandas, de amostras contendo 0.1 pg de proteina total, foram
capturadas por um fotodocumentador e analisados pelo programa Image J 1.42,

para medir, em pixels, a area da banda degradada.
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A analise estatistica foi feita com a comparacédo dos dados da medida da
area das bandas entre os grupos estudados utilizando teste de Kruskal-Wallis com
p<0,05.

Figura 2 - Cortes histolégicos corados com HE, evidenciando o
ligamento periodontal apds a extracdo do incisivo. A — Corte transversal
da mandibula de rato mostrando o alvéolo dentirio. B — Corte
transversal do incisivo extraido. ALV - Alvéolo; LP - ligamento

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

4.5.1 Testes de inibicao: Apds a eletroforese, géis contendo amostras
de ligamento periodontal dos grupos estudados foram incubados com inibidores
especificos para proteases: 1- fenantrolina, conhecido inibidor de MMPs; 2- NEM
(N-ethil-Maleinide), inibidor de cisteinas e 3- PMSF (Fenilmetilsulfonilflior), inibidor
de serina protease, na concentracdo de 0,5mM em tampao de revelacdo para
comprovar a natureza das MMPs.

4.6 - Analise da organizagao do colageno por meio de microscopia de luz
polarizada

Para esta anadlise foram utilizados 5 animais em cada grupo e periodo
experimental. Ao final do periodo experimental os animais foram anestesiados e
mortos por perfusdo intracardiaca utilizando solucdo fixadora de 4%
paraformaldeido, 0,5% glutaraldeido em tampao fosfato 0.1M pH 7.4. As
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hemimandibulas foram dissecadas, armazenadas na mesma solucao fixadora a 4°C
por, pelo menos, 48 horas.

Apos fixacdo, as hemimandibulas foram lavadas em tampao PBS
(Tampao Fosfato Salino), descalcificadas com EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-
acético) a 10%, pH 7.4, durante 35 dias. Apds a descalcificacdo, um fragmento de
cada hemimandibula correspondente a regido do primeiro molar foi removido (Fig
3A), incluido em paraplast e seccionado transversalmente com 15 um de espessura,
para analise da birrefringéncia das fibras colagenas do LP.

46.1 - Os cortes transversais de 15um de espessura foram
desparafinizados, hidratados e analisados em microscopia de luz polarizada. A
lamina contendo os cortes sem coloragao foi montada utilizando agua como meio de
embebicdo (segundo resultados prévios deste laboratério) e apoés 30 minutos foi
feita a mensuragao do retardo 6tico que foi determinado em nanémetros (nm). A
mensuracao do retardo 6tico foi realizada 5 vezes em 3 cortes semi seriados de
cada animal, compreendendo 6 pontos diferentes do ligamento periodontal: regiao
mesial, distal e lingual adjacente ao osso alveolar e regido mesial, distal e lingual
adjacente ao dente. (Fig 3B).

Analise da birrefringéncia das fibras colagenas: A medida do retardo
optico do ligamento periodontal, obtida por meio do compensador de Brace-Kéeler
sob luz policromatica em microscopio Leica DM LP (Leica Microsystems), é o valor
relativo entre o maior e o menor brilho de birrefringéncia no tecido. Sendo assim, é
necessario analisar uma area restrita para conferir maior fidelidade a medicdo. Para
o estudo da organizagdo do colageno no ligamento periodontal as medidas foram
feitas em 6 pontos, em cada corte, como sera descrito, de modo a abranger o
ligamento periodontal como um todo. Os valores obtidos em cada regido medida

foram reunidos em Unico valor com intuito de considerar toda a extensao do tecido.
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A

Figura 3 — Mandibula de rato. A — Esquema mostrando o fragmento selecionado para andlise de
polarizagdo e sentido de obtencdo dos cortes (seta). B - Corte transversal mostrando dreas do ligamento
periodontal selecionadas para andlise (retangulos). OA - osso alveolar, LP - ligamento periodontal, D -

dentina.

Os resultados foram obtidos comparando-se os valores médios das
medidas do retardo Optico nos grupos estudados. Para a determinacado de
diferencas entre os grupos foi utilizado o teste de varidncia com Tukey pés test, e os
resultados foram considerados estatisticamente significantes quando p<0.05.

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

Para a técnica de western blotting 30 animais em cada grupo e periodo
experimental foram necessarios. Com 1, 7 e 14 dias os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical, tiveram as hemimandibulas removidas e os incisivos
inferiores extraidos. O ligamento periodontal mesial, lingual e parte da distal foi
raspado com auxilio de uma cureta periodontal, coletado em microtubos contendo
tampao de extracao (Tris-HCI 50Mm, CaCl, 5mM, NaCl 0.9% e PMSF 0.1mM, pH
7.5) de modo a produzir 3 amostras de cada grupo e periodo experimental (pool de
10 dentes raspados em cada amostra). As amostras foram homogeneizadas
utilizando aparelho Beadbeater (Mini Beadbeater-8/Biospec Products) realizando-se
trés ciclos de 40 segundos cada, intercalados com 40 segundos mantendo as
amostras em gelo. Imediatamente apds, as amostras foram levadas para centrifuga

refrigerada a 4°C, 13.000 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi coletado,
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retirada uma pequena quantidade de cada amostra para realizagdo da quantificacao
de proteinas totais por meio do método de Bradford, e as amostras foram mantidas
a-70<C.

Amostras, contendo 20ug de proteina total, foram preparadas com agente
redutor B-Mercaptoetanol (10%), aquecidas a 95°C durante 5 min, aplicadas em gel
SDS-Page 12% e submetidas a eletroforese 165V por aproximadamente duas
horas. Em seguida, transferidas para membrana de PVDF (polyvinylidene fluoride/
Immobilon-P Millipore) em tampéao de transferéncia contendo 250mM Tris-HCI pH
8.0, 192mM Gilicina e 10% metanol. A eficacia da transferéncia foi verificada através
da coloragédo da membrana com o corante Ponceau S (Sigma Chemical Company,
EUA.), seguida de lavagem em tampao TBST (20mM Tris-HCI pH 7,6 contendo
150mM de NaCl e 0,1% de Tween 20) e bloqueio com leite desnatado (Molico/
Nestlé) 5% no mesmo tampao, overnight. Na manha seguinte as membranas foram
incubadas com anti-MT1-MMP (Millipore, 1:300) ou anti-B-actina (Sigma, 1:40.000)
durante 2 horas ou com anti-TIMP-2 (Abcan, 1:500) durante 3 horas, sob agitagao
em temperatura ambiente. Foram entdo realizadas trés lavagens de 15 minutos
cada com TBST, seguidas de incubacdo com anticorpo secundario conjugado a
peroxidase (anti-lgG de cabra, Sigma) diluido 1:2000, durante 1 hora, sob agitacao,
em temperatura ambiente. As membranas foram novamente lavadas com TBST,
conforme descrito anteriormente. As reacbes foram reveladas através de
quimioluminescéncia, utilizando-se o kit de detec¢do Millipore (Western Blotting
Detection System/ Millipore EUA) seguindo instrucdes do fabricante, e expostas a
filmes radiograficos (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 B-
actina foi obtida por meio do programa Molecular Analyst. Os resultados
normalizados foram submetidos ao teste Kruskal Wallis, com significancia de p
<0,05.
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5- Resultados

5.1 - Taxa de erupcgao

A taxa de erupcéo do incisivo inferior de rato, ao longo dos 14 dias de
experimento, em todos 0s grupos estudados, € apresentada na figura 4. No grupo
hipofuncional a taxa de erupcdo dobrou quando comparado com o0 grupo
normofuncional, enquanto a taxa com valores proximos a zero no grupo contido,
mostrou que a contencao impediu a erupcao destes dentes. O grupo hiperfuncional

mostrou taxa de erupcédo semelhante ao grupo normofuncional.
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Figura 4 - Taxa de erupg¢@o do incisivo inferior de rato nos grupos estudados, medida
durante 14 dias de experimento. Andlise de variancia: * p<0,05 comparacdo com

grupo normofuncional.

A tabela 1 mostra a média de erupcao diaria, por grupo estudado,
durante os 14 dias de experimento. Por meio desta tabela, e do gréfico (fig 4), é
possivel observar que houve diferenga estatistica 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 padrdo) da taxa de erupcdo didria dos dentes incisivos inferiores de

ratos submetidos as condigdes de erupcio normo, hiper e hipofuncionais e contido durante 14 dias.

Grupos Média (+ desvio padrio) da taxa

de erupc¢do didria durante 14 dias

Normofuncional 0,49mm/dia (£0,1)
Hipofuncional 1,03mm/dia (£0,3)*
Hiperfuncional 0,6 1mm/dia (£0,2)

Contido 0,04mm/dia (£0,02)*
* p<0,05

5.2 - Forca de resisténcia do ligamento periodontal dos incisivos:
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*
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% 5 | —&— Hiper
‘g‘ 4 —e— Contido
L. 3 i %
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14

0 T T 1

1dia 7 dias 14 dias
Grupos

Meédia (+ desvio padrio) da forga de resisténcia do LP (Kg)
Grupos 1 dia 7 dias 14 dias
Normofuneional 6,55 (+0,45) 6,55(10,45) 6,55(10,45)
Hipofuncional 5,173(+0,32)*a 1,937(+£0,47)b 2,417(+0,20)*b
Hiperfuncional 8,464(+0 46y 8,066(+0,46)* 8,593(+0,59)*
Contido 6,274(£0,9) 5,31(£1,08)* 6,147(£0,75)

Figura 5 - Média e desvio padrdo da forca necessdria para realizar a intrusdo dos
incisivos em cada grupo estudado, segundo o periodo experimental. Letras mindsculas
p<0,01 para comparacdes intragrupos. * p<0,01 Andlise de Varidncia comparagdo

com grupo normofuncional.
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A figura 5 mostra os valores médios da forca maxima necessaria para
realizar a intrusdo dos incisivos, refletindo a resisténcia do ligamento periodontal ao
movimento eruptivo, nos grupos estudados.

A forca de resisténcia do ligamento de incisivos do grupo hiperfuncional,
em todos os periodos experimentais, foi maior quando comparada com o grupo
normofuncional (p<0,01). No grupo hipofuncional, em todos o0s periodos
experimentais a forca de resisténcia foi menor quando comparado com o0 grupo
normofuncional (p<0,01). O grupo contido apresentou forca de resisténcia menor
quando comparado com o grupo normofuncional, com diferenca estatistica aos 7
dias de tratamento (p<0,01). Na comparacao intragrupos houve diferenca estatistica
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.

92kDa

72kDa [
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. - — - -
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Figura 6 — Gel de zimografia mostrando a atividade de MMP-2 (72, 68 e 62
kDa) e MMP-9 (92kDa). 0,1 pug de proteina total. Grupos normofuncional - N;
contido - C1, C7 e C14; hipofuncional - Hol, Ho7 e Hol4; hiperfuncional -

Hrl, Hr7e Hr14; sw - padrao peso molecular.

Para MMP-2 foi possivel observar trés formas da proteina no gel de
zimografia: 72kDa, forma latente; 68kDa, forma pro; e 62kDa forma ativa.

A andlise estatistica utilizando Kruskal Wallis, com significancia se p
<0,05, mostrou o aumento de MMP-2, de modo geral, em todos 0s grupos e
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periodos experimentais estudados quando comparados ao grupo normofuncional,
como pode ser observado na figura 7.

Houve diferenga significante para MMP-2 com 1 dia de experimento nos
grupos hipofuncional e contido (p<0,01). Aos sete dias houve diferenca nos grupos
hipo e hiperfuncional (p<0,01). J& aos 14 dias somente o grupo contido mostrou
diferenca significante (p<0,01), resultados estes, obtidos sempre quando
comparados com o grupo normofuncional. A analise estatistica intragrupos néo

mostrou diferengca em nenhum dos grupos estudados.
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Figura 7 - Mediana e quartis (midximo e minimo) da drea das bandas de
MMP-2 dos grupos estudados no ligamento periodontal. Grupos
normofuncional - N; hipofuncional - Hol, Ho7 e Hol14; hiperfuncional -
Hrl, Hr7 e Hrl4; contido - C1, C7 e Cl14.* p < 0,01 Kruskal-Wallis,
comparagdes com grupo normofuncional. Andlise intragrupos ndo

mostrou diferenca.

Quando a mesma andlise foi feita para as bandas de MMP-9, o programa
Image J ndo detectou bandas na maioria dos grupos e periodos experimentais
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estudados, inclusive no grupo normofuncional, dados que podem ser observados na
figura 6, onde € possivel perceber algumas fracas bandas de MMP-9 na altura de
92kDa irregularmente distribuidas pelo grupo contido, mais evidente aos 14 dias.
Sendo assim, nao foi possivel realizar testes estatisticos das bandas de MMP-9
entre 0s grupos e periodos experimentais.

5.3.1 - Testes de inibicao

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 inibi¢do 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; 0,1ug de proteina total.

5.4 - Andlise da birrefringéncia do colageno

A figura 9 mostra cortes transversais da mandibula de um animal em
condigcdo de erupcao normal, obtidos por meio de microscopia de luz polarizada.

Os dados obtidos na analise de birrefringéncia do coladgeno, no ligamento
periodontal, foram agrupados de duas formas: a) ligamento periodontal relacionado
ao 0sso e b) ligamento periodontal relacionado ao dente. A andlise estatistica foi
realizada agrupando esses dados representando o ligamento periodontal como um
todo.

As médias e desvio padrao dos dados obtidos pela quantificagdo da
medida de birrefringéncia do colageno, nos grupos analisados, podem ser
observados na figura 10. O grupo hipofuncional apresentou maior desorganizagcéao
do colageno nos trés periodos experimentais estudados (p<0,01) quando

comparados com o normofuncional, e entre 1 e 14 dias na analise intragrupos
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(p<0,01), sendo a desorganizacao crescente. J& o grupo hiperfuncional mostrou
desorganizacdao do coldgeno com diferenca 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 mandibula de rato em condi¢do de erup¢do normal obtidos
sob luz polarizada. A e C - menor aumento. B e D - detalhe correspondente ao retangulo
delimitado em A e C respectivamente. OA - osso alveolar, LP - ligamento periodontal, D -

dentina. Barra em A e C, 500um; em B e D, 200um.
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W 14 dias
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Figura 10 — Médias e desvio padrdo do retardo 6ptico do ligamento periodontal nos
grupos estudados. * p<0,01 para comparacSes entre os tratamentos € O
normofuncional. Letras mindsculas p<0,01 para comparacdes intragrupos. Analise

de variancia.

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

5.5.1 - MT1-MMP

Bandas na altura de aproximadamente 55KDa, compativel com MT1-
MMP, foram detectadas. A figura 11 mostra uma imagem de western blotting para
MT1-MMP. De modo geral os niveis de MT1-MMP néao se alteraram. Houve uma
tendéncia ao aumento nos grupos hipofuncional 7 dias; hiperfuncional 1 dia e
contido com 1, 7 e 14 dias, porém sem diferencas estatisticas significantes como

pode ser observado na figura 12.
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MT1-MMP

R-actina

Figura 11 - Western blotting para MT1-MMP (imagem superior) e para B-
actina (imagem inferior). 20pug proteina total aplicada. Grupos: normofuncional
- N; hipofuncional - Hol, Ho7 e Hol4; hiperfuncional - Hrl, Hr7e Hrl4, e
contido - C1, C7 e C14.
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Figura 12 - Andlise de porcentagem (3 amostras com pool de 10 dentes cada) da
densidade das bandas de MTI-MMP dos grupos estudados no ligamento
periodontal. Normofuncional - N. Hipofuncional - Hol, Ho7, Ho14. Hiperfuncional

- Hrl1, Hr7, Hr 14. Contido - C1, C7, C14.

5.5.2 - TIMP-2

Bandas na altura de = 24KDa, compativeis 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. Nao houve diferenca
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estatistica entre os grupos periodos estudados, porém, nota-se pela figura 14 que
houve uma tendéncia a diminuicdo de TIMP-2 nos grupos estudados.

34kDa

26kDa

]

-JN__I__I__I.__I__I__I__I__L_I_

Ho1 Ho7 Ho14 Hr1 Hr7 Hr14 Cc1 c7 C14

TIMP-2

55kDa

7 R-actina
Figura 13 - Western bloting para TIMP-2 nos grupos e periodos estudados.

Normofuncional - N. Hipofuncional - Hol, Ho7, Hol4. Hiperfuncional - Hr1, Hr7, Hr
14. Contido - C1, C7, C14

160 -
140 |
120 | —
100 | —
80 -
60 -
40 |
20 H
0 : : : ‘

N Ho1 Ho7 Ho14 Hr1 H7 H14 Ci c7 Cl14

Expressao de TIMP-2 (%)

Grupos

Figura 14 - Andlise 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 - Hol, Ho7, Hol4. Hiperfuncional - Hr1, Hr7,
Hr 14. Contido - C1, C7, C14.
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6- Discussao

Trabalhos na literatura mostram a facilidade para extrair molares e
incisivos hipofuncionais, que apresentam erupcao 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 erupcao acelerou e que a forca de resisténcia foi bem
menor quando comparada com o grupo normal. Diante de tal constatacao foi
avaliada a possibilidade de alguns fatores estarem envolvidos nessa alteracdo que
ocorre no metabolismo do ligamento periodontal, fazendo com que esse tecido fique
menos resistente ao movimento eruptivo permitindo que a erupcdo acelere e
tornando a extragao do dente mais facil.

Dentre os fatores investigados esta a organizagédo do colageno, principal
componente das fibras do ligamento periodontal. Estudos mostram que alteracdes
do colageno presente no LP levam a essa facilidade de extracdo de dentes
hipofuncionais. Em 1975, Vogel ja sugeria que o conteludo de colageno estaria
envolvido na forca de resisténcia do LP. Outros autores sugerem que pode haver
uma perda de ancoragem associada a uma rapida remodelagdo das fibras do
ligamento periodontal (Kanoza et al, 1980); ou desorganizacao de fibras colagenas
e/ou fraca ligacao entre as fibrilas na superficie dental e éssea (Tsuruta et al, 1982).
Além disso, estudos mostraram que o numero de fibras de Sharpey do LP de
molares de ratos, em hipofuncéo, 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 colageno no LP de incisivos
hipofuncionais e mostramos, com microscopia de luz polarizada, que ocorre uma
importante desorganizacdo do colageno neste grupo, e que a desorganizacao se
torna mais intensa quanto maior o tempo de hipofuncdo. Sendo assim,
demonstramos uma relacao direta entre organizacao do colageno, resisténcia do LP
e taxa de erupcao, ou seja, quanto maior a desorganizacdo do colageno, menor a
resisténcia que o LP oferece ao movimento eruptivo, levando a uma aceleracéo da
taxa de erupcéo nos dentes hipofuncionais.

Durante o desenvolvimento de um dente, sabe-se que as fibras do LP sé
se organizam completamente quando o dente entra em contato com seu
antagonista, e, sendo assim, a organizacdo das fibras do LP esta diretamente
relacionada ao contato oclusal e forca mastigatéria do elemento dentario, para dar
suporte ao dente. No incisivo do rato essa organizacao esta localizada préximo a
crista alveolar, iniciando se na altura da face mesial do primeiro molar (Sloan, 1981;
Silva e Merzel, 2004). E nesta regido que o LP exerce efetivamente sua fungéo de
fixacdo e ancoragem no incisivo de rato. Em condicao de hipofuncao o contato
oclusal é perdido, portanto uma desorganizacdo do colageno das fibras do LP é
esperada.

Associado a isso, Kaneko et al, 2001, demonstraram diminuicdo do
conteudo de algumas proteoglicanas, como condroitin sulfato, decorina e heparan
sulfato, no LP de molares em hipofuncdo. Van Den Bos e Tonino (1984) apesar de

observarem aumento de proteinas nao-colagenas de um modo geral, nao
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observaram alteragdo na quantidade de glicosaminoglicanas no ligamento
periodontal de incisivos de ratos do grupo hipofuncional.

Esses fatores podem colaborar para uma alteracdo no metabolismo do
LP, diminuindo a resisténcia que ele oferece ao movimento eruptivo, acelerando a
erupcao e facilitando a remocdo do dente, porém essa hipétese precisa ser
investigada, uma vez que nao foi o objetivo deste estudo analisar proteinas nao-
colagenas.

As fibras colagenas na matriz extracelular do ligamento periodontal
também estao sujeitas a acdo de outras moléculas, que promovem a remodelacao
constante da matriz extracelular e de seus componentes. Sabe-se que essa
remodelacdo da matriz extracelular do ligamento ocorre por atividade das MMPs.
Os TIMPs tomam parte neste processo no que diz respeito a regulacao enddgena
da atividade das MMPs, entretanto, nenhuma relacdo ainda foi feita entre a
expressdao de MMPs e TIMPs em condicbes alteradas de erupcao com a forca de
resisténcia do ligamento periodontal e organizacao do coldgeno nos incisivos de
ratos.

Foi proposto investigar a MMP-2 e MT1-MMP, conhecidas
metaloproteinases com papel importante na remodelacdo da matriz extracelular e,
principalmente, na degradacao de colageno (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 ativacdo 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 presenca de MMP-2 no LP dos grupos
estudados, mostrando aumento da atividade de MMP-2 nos grupos hipofuncionais.
Essa demonstracdo, associada aos nossos resultados ja descritos referentes a
diminuicao da forca de resisténcia do LP e aumento da taxa de erupcdo, mostra
relacdo direta entre aumento da atividade de MMP-2 associada a desorganizacao
do colageno que ocorre nos grupos hipofuncionais.

MT1-MMP e TIMP-2, neste estudo foram avaliadas por meio de analise
de western blotting, porém ndo mostraram diferencas estatisticas no LP nos grupos
estudados, dados que corroboram com estudos prévios do nosso laboratério
utiizando RT-PCR (Salmon, 2008), mostrando que nao houve alteracdo na
expressao dos genes que codificam tais proteinas, nem alteracdo da expressao da
proteina no LP, nas condi¢cdes estudadas. Apesar da demonstracdo do papel de
MT1-MMP no foliculo dentario durante o processo inicial de erupg¢éao dental e papel
indispensavel na formacao da raiz (Beertsen et al, 2002, 2003; Bartlet et al, 2003).
No LP parece que essa molécula exerce papel secundario. TIMP-2 também foi
descrita no foliculo dentario durante o processo de erupcao (Yoshiba et al, 2003,
2006; Goldberg et al, 2003; Gomes et al, 2010); porém, nas condi¢coes deste estudo,
nao houve alteracao no LP, sugerindo assim que TIMP-2 pode estar exercendo um
papel secundario neste tecido.

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

relacionadas quando se trata da ativacado de MMP-2 (Strongin et al, 1995, ltoh 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 nao sofreram alteracdes significativas. Sabe-
se que TIMP-2 modula a ativagao de pr6-MMP-2 por meio da inibicdo de MT1-MMP.
A proporcao 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 pro-MMP-2 (Butler et al, 1998).

Porém, também foi demonstrado que a ativacdo de pré-MMP-2 é
evidenciada na presenca de pequena quantidade de TIMP-2 (Strongin et al 1995) e
que, o excesso de TIMP-2 inibe a ativacdo da pr6-MMP-2 (Butler et al, 1998). N6s
ndo observamos alteracbes na expressdao 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 ativacao de pr6-MMP-2. No entanto, estudos
mostram que outras MTs-MMP também tem papel na ativagdo de pro-MMP-2
(Butler et al, 1997; Takino et al, 1995), além de sua ativagdo pelo sistema
uPA/plasmina na superficie celular, onde a plasmina solavel toma parte na ativacao
(Mazzieri et al, 1997). Tais dados podem mostrar que a ativacdo de MMP-2, nas
condicoes estudadas, pode ter ocorrido por outras vias.

No grupo hiperfuncional, este estudo mostrou aumento da forga
necessaria para extrair os incisivos de ratos, resultados similares aos apresentados
por Shimada et al, (2003); Komatsu, (1988), sem alteracdo na taxa de erupcao; e
por Moxhan & Berkovitz (1981) em incisivos de coelhos. Também a atividade de
MMP-2 nao apresentou lteracdes significativas na organizacao do colageno no LP.

Na condicdo de hiperfuncéo, possivelmente mais colageno seja produzido pelos
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fibroblastos como resposta para melhorar a fixacao e ancoragem do dente, portanto
para compensar esse aumento na sintese ha necessidade de maior degradacao
pela MMP-2, levando a um equilibrio entre a sintese e degradacao do colageno no
LP, nesta condicédo de erupcao.

Por outro lado, Silva e Merzel, (2004) demonstraram que ha um pequeno
aumento na densidade das fibras de Sharpey em hiperfuncao, o que pode contribuir
para o aumento da ancoragem do dente, tornando-o mais resistente no interior do
alvéolo.

Outros componentes presentes no LP sdo as proteinas ndo-colagenas,
que estdo relacionadas com aumento de estresse ou funcdo em determinados
tecidos, como por exemplo, aumento de condroitin sulfato em tenddao bovino
submetido a forcas de tensdo e compressao (Koob & Vogel, 1987), e proximo a
superficie do osso alveolar, que corresponde a face submetida a forca de
compressdao durante a erupcdo de molares (Kagayama, 1996). Também como
exemplo, o aumento da sintese de decorina em cultura de cartilagens de bezerros
submetidas a uma carga (Visser et al, 1994).

Sendo assim, pode haver um aumento do conteudo das proteinas néo-
colagenas, glicosaminoglicanas e proteoglicanas no LP hiperfuncional, interferindo
na sua forca de resisténcia. Por exemplo, a decorina pode se ligar a regides
especificas de fibrilas colagenas, funcionando como um regulador da formacgéo de
fibrilas colagenas. (Weber et al, 1996). Outra glicoproteina importante é a
fibronectina que tem diversas fungdes bioldgicas: adesao celular, migracao celular,

organizacdo da matriz extracelular, cicatrizacdo (Mariotti, 1993) demonstrada, por
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imunohistoquimica, com ampla distribuicdo no LP (Luckinmaa, et al, 1991) e na
interface de célula-fibra colagena (Connor et al, 1984), podendo atuar na fixacédo e
ancoragem entre as células e fibras do LP, tornando-o mais resistente quando
submetido a for¢ca mastigatéria.

Outra hipétese é o aumento da remodelacado que pode estar ocorrendo no
LP hiperfuncional, para se adaptar a nova necessidade de resisténcia a que esta
submetido, gerando maior quantidade de novas fibrilas colagenas, que podem estar
bem aderidas ao osso e ao dente, oferecendo maior resisténcia. Portanto, um
estudo associando o conteldo de glicosaminoglicanas e colageno em dentes
hiperfuncionais pode elucidar duvidas sobre o metabolismo deste tecido, explicando
a maior resisténcia do LP nestas condicoes.

Nos dentes incisivos submetidos a contencao, a forca de resisténcia do
ligamento periodontal foi significativamente menor, associada a desorganizacado do
colageno, com 7 dias de experimento, quando comparadas com O Qrupo
normofuncional, com aumento da atividade de MMP-2, embora sem diferenca
significativa aos 7 dias de experimento.

Devido ao desgaste incisal durante os movimentos mastigatérios, e falta
de erupgéo, devido a contengdo, no 7° dia experimental os incisivos ficam fora de
oclusdo, diminuindo as cargas mastigatérias, levando assim, as alteracdes no LP
que sado semelhantes a um dente que estd em hipofuncdo. Nestas condices,
possivelmente o LP esteja sendo pouco requisitado nas suas fungdes de suporte e
ancoragem, levando ao aumento da degradacado de seus componentes, como por

exemplo, o colageno, observada neste grupo de forma mais evidente aos sete dias
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de experimento. Como um exemplo semelhante a essa situacao fisiologica
podemos citar a degradacao enzimatica do colageno que ocorre no miométrio apds
o parto (Junqueira & Carneiro, 2011).

A instalacdo da contencao, inicialmente s6 provocou alteracbes na
atividade de MMP-2, com o passar do periodo experimental outros parédmetros
foram alterados, como a forca de resisténcia e desorganizacao do colageno com 7
dias. Com 14 dias, no final do experimento, pode haver uma tendéncia deste tecido
a se adaptar a nova condicao, visto que a organizacao do colageno e a forca de
resisténcia tém valores mais préximos ao normal.

Por outro lado, o grupo contido foi o Unico que expressou atividade de
MMP-9, embora em niveis baixos. Estudos prévios deste laboratério mostraram que
MMP-9 esta associada somente aos nervos na regiao odontogénica de incisivos de
ratos (Gomes et al, 2011), o que pode explicar o fato de ndo termos detectado esta
molécula nos outros grupos estudados. Porém, MMP-9 esta 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 hipotese de que o
trauma da instalacdo da contencgéo pode ter causado um estado inflamatério no LP
dos incisivos deste grupo.

Pelos resultados apresentados neste estudo podemos concluir que MMP-
2 apresenta papel importante na modulagdo da remodelacdo do ligamento
periodontal, agindo diretamente sobre a degradacéao do colageno, o que leva a uma
diminuicdo na resisténcia deste tecido ao movimento eruptivo, em diferentes

condicbes de erupcao, principalmente em hipofungdo, no incisivo de rato.
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Consequentemente, essas alteracdes podem regular a velocidade da erupcao
nestes dentes com erupcdo continua; e que MT1-MMP e TIMP-2 podem ter
participacdo secundaria neste processo, necessitando, ainda, estudos para

esclarecer qual é esta participacao.
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7- Conclusao

e A condicdo de hipofuncdo acelerou a taxa de erupcdo, e a instalacdo da
contencgdo interrompeu a erupcgao dos incisivos inferiores de rato.

e Houve uma desorganizacao do colageno do LP de incisivos de ratos, em todos
0s grupos e periodos estudados comparados com o grupo normofuncional, nas
condicoes deste estudo.

e A atividade de MMP-2, no LP de incisivos de ratos, aumentou em todos os
grupos e periodos experimentais deste estudo comparados com grupo

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

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

do equilibrio entre sintese e degradacao de colageno.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1544-1, sobre "Relacao das MMPs, TIMPs e
organizagées do coldgeno com a forca de resisténcia do ligamento

periodontal ao movimento eruptivo de incisivos de ratos” sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Pedro Duarte Novaes / Nadia Fayez Omar, esta

de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela
Comissao de Etica na Experimentacéo Animal — CEEA/Unicamp em 04 de julho
de 2008.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1544-1, entitied "Relation of MMPs, TIMPs and
collagen _organization with _eruption movement eriodontal ligament

resistance in lower incisor rats", is in agreement with the Ethical Principles for

Animal Research established by the Brazilian College for Animal Experimentation
(COBEA). This project was approved by the institutional Committee for Ethics in
Animal Research (State University of Campinas - Unicamp) on July 4, 2008.

Campinas, 04 de julho de 2008.

Profa. Dlﬂn%aga Géraldo Fatima Alo»éa

Presidente Secretaria Executiva

CEEA - Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mall comisib@unicamp br
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