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RESUMO

MARTINS, Cristiane Canavarro Rodrigues. Avaliacdo dos niveis de metaloproteinases da
matriz no fluido gengival durante a movimentacéo dentéria ortodontica. 2010. 68 f. Tese
(Doutorado em Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Durante o tratamento ortoddntico, a resposta inicial dos tecidos periodontais ao
estimulo mecénico envolve vérias alteragdes estruturais e bioquimicas que permitem a
movimentacdo do dente. As metaloproteinases da matriz (MMPSs) parecem desempenhar um
papel importante na manutencao da integridade funcional da matriz extracelular periodontal.
O objetivo do presente estudo foi avaliar, em diferentes intervalos de tempo, os niveis de
metaloproteinases da matriz -1, -2, -3, -7, -8, -12 e -13 no fluido gengival (FG) de caninos
superiores submetidos ao movimento de distalizacdo e testar a hipdtese de possiveis
alteracdes nos niveis destas MMPs com o emprego de forgas ortodonticas. Amostras de FG
foram obtidas de dezesseis pacientes ortodonticos saudaveis (nove do sexo masculino e sete
do sexo feminino, com idades entre 13 e 27 anos, média de idade 17,7 anos) que possuiam
indicacdo de exodontias dos primeiros pré-molares superiores e tiveram 0S caninos
distalizados como parte da terapia ortodéntica. Um dos caninos superiores foi distalizado
ortodonticamente, sendo considerado dente teste. O canino contralateral ndo foi submetido a
nenhuma forga, no entanto foi incluido na aparatologia ortodéntica e utilizado como controle.
A coleta de FG foi realizada nos sitios mesial (tens@o) e distal (pressdo) dos dentes testes e
controles 7 dias antes da montagem da aparatologia ortoddntica, imediatamennte apds a
aplicacdo da forca ortodontica, e apds 1 h, 24 h, e 7, 14 e 21 dias, respectivamente
denominados -7d, Oh, 1h, 24h, 7d, 14d e 21d. A arcada superior de cada paciente foi dividida
em um lado teste e um lado controle. Os resultados mostraram que foram encontradas
diferencas significativas no volume do FG apenas nos intervalos de tempo entre -7d e Oh nos
lados controle-pressdo (CP), teste-tensdo (TT) e teste-pressdo (TP). Em TP foi observado
ainda aumento do volume entre os tempos Oh e 14d. Foi possivel detectar no FG as MMPs
estudadas nos lados controle/teste e lados pressdo/tensdo, em todos os intervalos de tempo. As
flutuacGes dos niveis das MMPs apresentaram poucas alteracdes significativas nos diferentes
intervalos de tempo, nos lados controle/teste e lados pressdo/ tensdo. As diferencas
intergrupos (TT, TP, CT e CP) em cada tempo ndo mostraram resultados significativos assim
como as comparacgdes entre os lados pressdo e tensdo para cada tempo individualmente. Os
niveis de expressdo da MMP-8 foram muito superiores aos das outras MMPs avaliadas,
porém sem diferencas signficativas entre os lados teste e controle.

Palavras-chave: Metaloproteinases da matriz. Periodonto. Fluido do sulco gengival.

Movimentacdo dentaria. Ortodontia.



ABSTRACT

During orthodontic treatment, the initial response of periodontal tissues to mechanical
stress involves several structural and biochemical changes that allow the tooth movement. The
matrix metalloproteinases (MMPs) seem to play an important role in maintaining the
functional integrity of periodontal extracellular matrix. The aim of this study was to evaluate,
in different periods, the levels of matrix metalloproteinases -1, -2, -3, -7, -8, -12 and -13 in
gingival crevicular fluid (GCF) of the superior caninessubmitted to distalization movement
and test the hypothesis of possible changes in these MMP’s levels with the use of orthodontic
forces. GCF samples were obtained from sixteen healthy orthodontic patients (nine males and
seven females with ages ranging between 13 and 27 years, mean age 17.7 years) who had
indication of first superior bicuspids extraction with cuspids distalization as part of
orthodontic treatment. One maxillary canine was subjected to a distalizing force, and
considered as the test tooth. The contralateral canine, which was not subjected to any force
but was included in an orthodontic appliance, was used as a control. GCF sampling was
performed at both mesial (tension) and distal (pressure) sites of the controls and tests teeth 7
days before applying the orthodontic appliance, immediately before applying the orthodontic
force, and after 1 h, 24 h, and 7, 14 and 21 days, respectively called -7d, Oh, 1h, 24h, 7d, 14d
and 21 d. The results showed significant differences in the GCF volume only in time intervals
of Oh-7d on control-pressure (CP), test-tension (TT) and test-pressure (TP) sides. In TP side
was observed an increase in volume between the time Oh and 14d. It was possible to detect in
GCF all MMPs studied on control/test sides and pressure/tension sides at all periods.
Fluctuations in levels of MMPs showed few significant changes in different periods on the
sides control/test and pressure/tension. The differences between the groups (TT, TP, CT and
CP) in each time showed no significant results as well as the comparisons between pressure
and tension sides for each period individually. The expression levels of MMP-8 were much
higher than those of other MMPs evaluated, but with no significant differences between sides
test and control.

Keywords: Matrix metalloproteinases. Periodontium. Gingival crevicular fluid. Tooth

movement. Orthodontics.
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INTRODUCAO

O tratamento ortod6ntico baseia-se no principio biolégico de que a pressdo prolongada
exercida sobre os dentes resulta na remodelacdo das estruturas periodontais, permitindo a
movimentacdo dentéria (2000; TUNCER et al., 2005). Esta movimentacdo resulta de uma
combinacdo de reacdes inflamatorias que ocorrem em resposta a forca mecénica e que sdo
caracterizadas por alteracfes vasculares e celulares no periodonto estimulando a expressao de
substancias biologicamente ativas como enzimas e citocinas (SANDY; FARNDALE;
MEIKLE, 1993; KYRKANIDES; O'BANION; SUBTELNY, 2000; IWASAKI et al., 2001;
REDLICH et al., 2001; TAKAHASHI et al., 2003; INGMAN et al., 2005; TUNCER et al.,
2005).

As células mais abundantes no periodonto séo os fibroblastos e estas células produzem
metaloproteinases da matriz (MMPs) e inibidores teciduais das metaloproteinases da matriz
(TIMPs) que parecem desempenhar um papel importante na manutencdo da integridade
funcional da matriz extracelular periodontal (APAJALAHTI et al., 2003; NAHM et al., 2004).

MMPs representam um grupo de pelo menos 25 enzimas proteoliticas que contribuem
para a degradacdo e remodelacdo da matriz extracelular (KYRKANIDES; O'BANION;
SUBTELNY, 2000; CANTARELLA et al., 2006; BILDT et al., 2009)

Durante a movimentacdo ortodontica, a matriz extracelular de colageno do ligamento
periodontal (LP) e do osso alveolar é remodelada. As metaloproteinases da matriz (MMPSs)
sdo enzimas que atuam na remodelacdo do LP, tanto em condi¢cbes fisioldgicas quanto
patoldgicas (KYRKANIDES; O'BANION; SUBTELNY, 2000; APAJALAHTI et al., 2003;
BILDT et al., 2009). As células endoteliais possuem capacidade de produzir MMPs e de
sintetizar colageno extracelular, contribuindo para constante degradacdo e reconstrucdo da
vascularizacdo periodontal e remodelacdo da matriz extracelular durante a movimentacéao
dentaria (KYRKANIDES; O'BANION; SUBTELNY, 2000).

Considera-se que os tecidos periodontais respondem rapidamente ao estresse mecanico
com conseqlentes mudancas metabdlicas que permitem o movimento dentario. Uma maneira
de avaliar estas mudancas é através da analise da composicao do fluido gengival (FG). Este é
um método simples e ndo invasivo que tem sido utilizado para investigar a resposta celular no
ligamento periodontal durante o tratamento ortodontico. Os niveis de mediadores pro-
inflamatorios quantificados no FG proporcionam uma medicdo indireta das mudangas que

ocorrem nos tecidos periodontais, durante a movimentacdo ortodéntica. Uma variedade de
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substancias envolvidas na remodelacdo do periodonto e produzidas pelas células do LP em
quantidade suficiente para serem identificadas no FG tem sido bem documentada
(APAJALAHTI et al., 2003; INGMAN et al., 2005; TUNCER et al., 2005; CANTARELLA
et al., 2006; DUDIC et al., 2006; CAPELLI JUNIOR, 2007; BILDT et al., 2009). A idéia de
que a compressdo do ligamento periodontal resulta na migracdo dos produtos bioquimicos
para 0 sulco gengival é a base para o desenho experimental de muitas pesquisas que
investigam a biologia do movimento dentéario ortoddntico (BASARAN et al., 2006; CAPELLI
JUNIOR, 2007).

Desta maneira o presente trabalho considera a hipdtese de que durante a
movimentacdo dentéria ortoddntica ocorre um aumento nos niveis de expressao das MMPs no
fluido gengival, uma vez que estdo envolvidas em diferentes fases da remodelagdo do
colageno e catalisam a degradagdo inicial da maioria das matrizes proteicas extracelulares de

colédgeno do ligamento periodontal.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Fluido Gengival (FG)

O fluxo do FG é um importante determinante na ecologia do sulco gengival ou bolsa
periodontal sendo capaz de criar uma acdo enxaguatoria e um efeito de isolamento. Além
disso, provavelmente determina o nivel de crescimento de microorganismos subgengivais e é
um potencial marcador para atividade de doenca periodontal (BICKEL; CIMASONI;
ANDERSEN, 1985; GOODSON, 2003; GRIFFITHS, 2003; UITTO, 2003).

O FG é uma complexa mistura de substancias derivadas do soro, enzimas de células
inflamatdrias, leucocitos, células estruturais do periodonto, bactérias orais, uma variedade de
citocinas inflamatorias e emerge entre a superficie do dente e o epitélio tegumentar (BICKEL,;
CIMASONI; ANDERSEN, 1985). O FG é formado como um ultrafiltrado sangliineo que
acumula elementos tanto do metabolismo bacteriano quanto de células do hospedeiro, sua
composicdo constitui um enfoque logico de métodos para diagnosticar doencas da regido
periodontal. Analises de componentes de FG tém permitido avaliar a relacao entre hospedeiro
humano e bactéria oral (GOODSON, 2003; UITTO, 2003).

O fluxo do fluido gengival é o processo de movimentacao de entrada e saida do FG do
sulco gengival ou bolsa periodontal, com um volume de poucos microlitros (ul) por hora. O
FG presente no sulco gengival ou bolsa periodontal é como um tanque de uma fonte
alimentadora. O fluido entra no tanque por uma nascente e sai através da margem. Este fluido
pode ser mensurado como o0 volume presente em determinada regido do sulco gengival em
determinado momento (GOODSON, 2003).

O volume de FG é mais comumente medido inserindo-se um tira de papel no sulco
gengival ou bolsa periodontal, permitindo que o fluido se acumule por um periodo
relativamente curto de tempo, normalmente em torno de 30 segundos. Este volume pode
mensurado por um instrumento chamado Periotron® (GOODSON, 2003).

Lamster et al. (1985) avaliaram alteracBes no volume de amostras de FG durante
estudo de gengivite experimental realizado com participacdo de oito estudantes do sexo
masculino com idades entre 23 e 29 anos. Ap6s um periodo de intenso cuidado com a higiene
oral, esta foi suspensa no quadrante superior esquerdo por quatro semanas. Uma tira de papel

foi inserida no sulco gengival por 30 segundos e o volume foi determinado. Os resultados
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indicaram que os volumes de FG coletados aumentaram linearmente durante o periodo da
gengivite induzida.

Tuncer et al. (2005) avaliaram alteragdes no volume de FG nos lados de pressdo e
tensdo, em pacientes que apresentavam indicacdo de extracdo de primeiros pré-molares, em
diferentes periodos do tratamento ortodéntico: antes da aplicacdo da forca, uma hora, 24
horas, 6 dias, 10 dias e 30 dias apés a aplicacdo da forga. Os resultados mostraram aumento
do volume de FG no lado tensdo ap6s 24 horas e no lado pressdo na primeira hora com
diminuicdo apds 10 dias. Apos 30 dias foi observado aumento em ambos os lados. Segundo
0s autores, estes resultados sugerem que o trauma mecanico seria o responsavel pela resposta
inflamatoria precoce determinada pelos altos niveis de FG.

Dilsiz et al. (2010) avaliaram as alteracbes nos niveis de volume de FG em 22
pacientes ortoddnticos comparando lados teste e controle em intervalos de 0, 1, 24 e 168
horas. Os resultados mostraram que as medias de volume de FG coletadas nos dentes do lado
controle foram similares as coletadas nos dentes do lado teste.

Trés principios basicos devem ser observados durante o desenvolvimento do projeto
de um estudo envolvendo FG: 1) O instrumento de medicdo deve estar calibrado, 2) Os sitios
avaliados devem estar isolados da saliva; 3) A area isolada deve ser seca por um fluxo de ar
suave (GOODSON, 2003).

1.1.1 Métodos de coleta e mensuracdo do fluido gengival

Apesar da existéncia do FG ter sido reconhecida ha mais de cem anos (BLACK apud
GRIFFITHS, 2003) a natureza exata do fluido, sua origem e composi¢do tem sido objeto de
controvérsia. Isto pode ser um resultado de variacGes na quantidade ou natureza do fluido
produzido sob diferentes condicdes clinicas e a utilizacdo de uma larga variedade de métodos
de coleta de amostra (GRIFFITHS, 2003).

Diversas técnicas tém sido empregadas na coleta de FG e a técnica escolhida
dependera dos objetivos do estudo, pois cada técnica apresenta vantagens e desvantagens.

No método de lavagem gengival, uma solucdo isotbnica, solucdo de Hank,
normalmente em volume fixo, é aspergida no FG para em seguida ser reaspirada. O fluido
coletado, portanto, representa uma diluicdo do FG e contém tanto ceélulas e constituintes

soluveis quanto proteinas plasmaticas. Esta técnica é particularmente importante na coleta do
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méaximo de células da regido. No entanto, pode ser que ndo se consiga aspirar todo o fluido
durante o processo de reaspiracdo. Portanto, a quantificacdo precisa do volume ou
composicdo do fluido ndo € possivel jA& que o fator preciso de diluicdo ndo pode ser
determinado (GRIFFITHS, 2003).

No método de tubulos capilares ou micropipetas, tibulos capilares de conhecido
didmetro interno s&o inseridos na entrada do sulco gengival. O FG migra para dentro do
tubulo por acdo de capilaridade e seu volume é determinado precisamente pela mensuracao da
distancia em que o FG tenha migrado. Apesar de parecer ser a técnica ideal, possui a
desvantagem de dificuldade de coleta de uma quantidade de volume de fluido adequado em
curtos periodos, a ndo ser que o sitio esteja inflamado e com grande volume de fluido. Para
coletar um volume de fluido razoavel € necessario, em alguns casos, um tempo de coleta
superior a 30 minutos e, ainda assim, amostras adequadas de sitios saudaveis podem ser
impossiveis de serem obtidas. Outra desvantagem da técnica é a dificuldade de remocdo de
toda a amostra do tubulo (GRIFFITHS, 2003).

A técnica de coleta com tiras de papéis absorventes, Periopaper®, possui a vantagem
de ser rapida e facil, poder ser aplicada em todos os sitios e, possivelmente, ser menos
traumatica quando corretamente utilizada (GRIFFITHS, 2003; TUNCER et al., 2005).

Nos primeiros estudos com utilizacdo do Periopaper® o volume do fluido era medido
através de técnica de coloracdo das tiras. No entanto, o tempo decorrido entre a coleta e a
mensuracdo poderia resultar em alteracdo do volume devido a evaporacao do fluido gengival.
Outra desvantagem diz respeito a impossibilidade de analisar a composicdo das tiras em
laboratério devido & coloracdo. O surgimento do Periotron® permitiu uma determinagéo
precisa do volume de fluido e subsequente avaliacdo laboratorial da composicdo da amostra.
Uma das limitagdes do Periotron® é a inabilidade de mensurar volumes maiores que 1,0 pl
(GRIFFITHS, 2003).

1.2 Efeito do movimento dentario ortoddntico sobre os tecidos periodontais

O objetivo do tratamento ortodéntico corretivo é provocar mudancas no
posicionamento dos dentes anormalmente posicionados. Isto é conseguido através da
aplicagdo de forca mecéanica no dente que, por sua vez, afeta o ligamento periodontal, 0 0sso
alveolar e gengiva (DAVIDOVITCH, 1991; APAJALAHTI; SORSA; INGMAN, 2003). A
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aplicacdo desta forca provoca a reabsor¢do do 0sso e degradacdo do LP em algumas &reas. Ao
final do tratamento, a integridade e as dimensdes de ambos 0s 0ssos e do LP séo restauradas
(REDLICH et al., 2001).

1.2.1 Efeitos sobre os tecidos gengivais

A literatura ortoddntica privilegia os estudos sobre a resposta do LP e principalmente a
remodelacdo do osso alveolar a forca ortoddntica. No entanto, as caracteristicas da gengiva
devem ser consideradas como um importante fator nas alteragdes teciduais envolvidas na
movimentacao dentaria (REDLICH; SHOSHAN; PALMON, 1999).

A gengiva é composta de epitélio e tecido conjuntivo que é ligado a parte externa do
0sso alveolar e a regido supracrestal do dente. As fibras coldgenas sdo 0s componentes
estruturais principais da matriz extracelular da gengiva. Uma gengiva sadia contém colageno
intersticial do tipo-I (90%), colageno tipo-l11 (8%) e colageno tipo 1V, V, VI e VIII (2%). A
andlise ultra-estrutural revela dois padrbes na disposicdo do colageno gengival: 1- largas
fibras de colageno tipo-I, na sua maioria dispostas paralelamente e interpostas por finas
fibrilas. Esta disposicdo das fibras colagenas confere elasticidade e rigidez ao tecido, que
sustenta as intensas forcas mastigatorias; 2- fibras curtas e finas, em uma malha reticular
localizada principalmente na membrana basal do epitélio e ao redor dos vasos sanguineos
(TERVAHARTIALA, 2003).

As fibras colagenas da gengiva estéo reunidas de acordo com a sua origem e insercao.
Os grupos mais importantes sdo as fibras dento-gengivais e as fibras transeptais. O colageno
gengival tem um ritmo intenso de remodelacdo. As fibras transeptais tém uma taxa
particularmente elevada de remodelacdo, sendo tdo elevada quanto a do coldgeno do
ligamento periodontal (REDLICH; SHOSHAN; PALMON, 1999).

O alto ritmo do metabolismo do colageno gengival é uma caracteristica
fisiologicamente intrinseca, tornando-o capaz de manter sua integridade, pelo equilibrio entre
a sintese e a degradacdo. Além da rede colagena, a gengiva também contém uma rede de
fibras elasticas, que compreende 6% do total proteico da gengiva humana. Esta rede é
composta por trés diferentes tipos de fibras, chamadas elasticas, elauninicas e fibras
oxitalénicas, que dao propriedades elésticas a gengiva, necessarias como prote¢do as forgas de

compressdo. A matriz extracelular da gengiva também contém proteoglicanas, que sao
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macromoléculas proteicas organizadoras da matriz extracelular com importante papel na
manutencdo da integridade estrutural do tecido conjuntivo (LINDHE; LANG; KARRING,
2008).

Os fibroblastos representam as células presentes em maior abundancia no tecido
gengival, com um volume que compreende 5,6% do total do volume gengival. Outras células
presentes na gengiva sdo os macréfagos, linfocitos, mastocitos, células endoteliais e células
nervosas. A funcao dos fibroblastos e outras células esta intimamente associada com a matriz
extracelular, que proporciona um apropriado microambiente para a atividade celular. Este
efeito na matriz extracelular é mediado por receptores celulares especificos, fazendo com que
a integridade funcional do tecido gengival seja mantida por estas interacGes célula-matriz
extracelular (REDLICH; SHOSHAN; PALMON, 1999).

Ao contrario do osso e do ligamento periodontal, o tecido gengival ndo é reabsorvido
durante o tratamento ortoddntico, mas sim comprimido e conseqlientemente retraido. O fato
de a forca ortoddntica ndo produzir reabsorcdo gengival, previne a formacdo de bolsa
periodontal e subseqiientemente a perda de inser¢do. As fibras colagenas sdo inicialmente
rompidas durante a aplicacdo das forcas ortodonticas, mas 0s genes para coladgeno e elastina
sdo ativados enquanto que os de colagenase sdo inibidos, modificando a composicdo da
matriz extracelular da gengiva (REDLICH; SHOSHAN; PALMON, 1999).

Durante o tratamento ortodéntico com utilizacdo de aparelhagem fixa, é importante
que o periodonto esteja saudavel e com auséncia de acumulo de placa bacteriana (INGMAN
et al., 2005). Estudos prévios avaliaram a associacao da presenca de gengivite ao tratamento
ortodontico corretivo no qual aparelhagem fixa foi utilizada (RATEITSCHAK; HERZOG-
SPECHT; HOTZ, 1968; ZACHRISSON, 1972; KUROL; RONNERMAN; HEYDEN, 1982).

Zachrisson (1972) avaliou histologicamente 48 amostras de 2,0 mm e largura de
tecidos comprimidos provenientes da gengiva marginal até a crista alveolar da regido
vestibular dos primeiros molares. As amostras foram removidas com trauma minimo de 16
pacientes com idades entre 11 e 15 anos em diferentes intervalos do tratamento ortodéntico,
incluindo o periodo de contencdo. Os resultados mostraram que as bidpsias obtidas no
comeco do tratamento ortoddntico continham poucas células inflamatorias, a maioria
linfocitos. As amostras removidas em fases mais avancadas do tratamento revelaram aumento
de células mononucleares com plasmdcitos e predominio de linfécitos. Estas alteracbes
persistiram durante o tratamento, inclusive em alguns pacientes com boa higiene oral. Apds a
remocao da aparelhagem ortoddntica as alteragdes celulares e vasculares regrediram dentro de

poucos meses. A gengiva retornou gradualmente a condigdes normais apesar de poder haver



23

possibilidade de persisténcia de espessamento do epitélio da bolsa. Apesar de as observacdes
histologicas geralmente confirmarem a presenca clinica de gengivite, o grau de correlagdo
entre o aspecto clinico e as observacdes histologicas foi moderada Os achados deste trabalho
complementam a experiéncia clinica de Rateitschak, Herzog-Specht e Hotz (1968) na qual as
alteracbes gengivais representariam reacGes aos produtos da placa bacteriana ao invés de

reacdo as forcas ortodonticas.

1.2.2 Efeitos sobre o ligamento periodontal

O ligamento periodontal é composto principalmente pelos colagenos dos tipos | e Il
que conectam 0 0sso alveolar as raizes dos dentes, mantendo o dente em posicéo e dissipando
forcas multidirecionais de tensdo e compressao. Ele é constituido por uma complexa rede de
células multi-populacionais, incluindo fibroblastos, células endoteliais, células epiteliais e
macrofagos. Cada uma destas células ajuda a manter os tecidos do LP através da producao de
coldgeno fibrilar, fornecimento de sangue ou promovendo a resposta inflamatoria
(TAKAHASHI et al., 2003).

Uma das caracteristicas do colageno do LP é o seu metabolismo extremamente rapido.
Esta alta taxa de metabolismo pode estar associada com a habilidade do LP em se adaptar
rapidamente a situacbes Unicas e especificas como erupcdo dentdria, mastigacdo e
movimentos dentarios ortoddnticos (BERKOVITZ, 1990).

Diversas reacGes em cadeia, envolvendo centenas de genes e milhares de proteinas,
ocorrem nas células do LP e osso alveolar transformando a forca mecénica em eventos
moleculares que possibilitardo a movimentacdo ortodontica (INGMAN et al., 2005;
MASELLA; MEISTER, 2006). Forcas ortodonticas causam distorcao fisica das células do LP
e 0sso alveolar, iniciando varias reacdes em cascata que afetam estas células. A distor¢do da
matriz extracelular e da célula inicia-se com alteracGes estruturais e funcionais na membrana
celular e proteinas do citoesqueleto. Simultaneamente, diversas proteinas da submembrana se
associam em “adesdo focal celular”. Estas complexas adaptacGes funcionais/estruturais
transmitem sinais de sobrevivéncia e crescimento ao citoplasma e auxiliam na mediacdo de
adesdo celular (APAJALAHTI et al., 2003; MASELLA; MEISTER, 2006).

A aplicacdo de uma forca ortoddntica cria areas de tensdo e pressdo no LP com

extensdo e localizacdo dependentes do tipo de movimento dentério desejado. Nas areas de
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tensdo ha um alargamento do ligamento periodontal e estiramento das fibras periodontais. As
fibras precisam ser alongadas para o dente se deslocar. Ocorre, entdo, uma rapida proliferacéo
de fibroblastos no periodo de oito a quarenta horas ap6s a aplicacdo da forca (REITAN,
1951). Fibroblastos estdo distribuidos desigualmente por todo o LP alargado, tendo a menor
concentragdo localizada proximo a raiz do dente e a maior encontrada préximo ao 0sso
alveolar (DAVIDOVITCH, 1991).

Mudancas vasculares subsequentes ocorrem com a dilatacdo dos capilares sanguineos
e aumento na atividade vascular. Macrofagos sdo encontrados em grande nimero proximos
aos vasos sanguineos nas zonas de tensdo. Ao se empregar forcas de grande intensidade, sdo
encontradas mudancgas degenerativas nos capilares venosos, com hemorragia e morte celular
(OPPENHEIM, 1944).

Ao se aplicar forgas ortodonticas o volume de colageno é reduzido nos primeiros trés
dias assim como o suprimento vascular. A degradacdo do colageno € mediada pelas
colagenases produzidas pelos macrofagos ou pelos fibroblastos através da interacao
macrofago-fibroblasto. As enzimas responsaveis pela degradacdo do colageno sdo moduladas
pelo estresse mecanico. E possivel que a reabsorgao do colageno periodontal seja influenciada
pela alteracdo da producéao do inibidor de colagenase e pode ocorrer sem atividade fagocitica
dos fibroblastos. Assim que migram a partir do 0sso, os fibroblastos secretam fibras e fibrilas
colédgenas que s@o incorporadas as fibras ja existentes, permitindo que o estiramento ocorra.
As fibras antigas sdo expostas pelo 0sso que esta avancando, enquanto o novo colageno
secretado é incorporado tanto no ostedide como no LP (TEN CATE; ANDERSON, 1986;
SANDY, 1992; SANDY; FARNDALE; MEIKLE, 1993).

Nas zonas de pressdo os espacos do LP diminuem no periodo inicial subsequente a
aplicacdo da forca ortoddntica. Mesmo utilizando forcas de baixa intensidade, a compressao
do suprimento sanguineo em éareas limitadas da membrana periodontal é muitas vezes
inevitavel. Isso leva a uma necrose local do ligamento, trombose, degeneracdo dos vasos
sanguineos e cristalizacdo dos eritrocitos. O resultado € uma area necrotica esteril
(hialinizacdo) que € usualmente limitada a 1 a 2 mm em diametro, mas pode ser ampliada
como resultado da sustentacdo de uma forca ortoddntica de grande intensidade (REITAN,
1951; RYGH, 1972).

O suprimento sanguineo no LP é reduzido, mas é mantido quando forcas de baixa
intensidade sdo utilizadas. Assim, a atividade celular aumenta com a diferenciagédo dos
fibroblastos e osteoclastos. A reabsor¢do do colageno ocorre de forma similar ao lado de

tensdo, suportada pelo aumento da vascularizagdo e acompanhado pelos macrofagos, com
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reabsorcdo do osso alveolar e aumento do espago do LP (REITAN; RYGH, 1994). Estas
mudancas sdo acompanhadas de mudancas nos niveis de glucosaminoglicanas detectadas no
fluido gengival (LAST; DONKIN; EMBERY, 1988; SAMUELS; PENDER; LAST, 1993;
PENDER; SAMUELS; LAST, 1994).

A regeneracdo e proliferacdo de vasos sanguineos dentro da zona de pressdo
usualmente ocorrem ap0s sete dias. Quando a zona de hialinizagdo persiste, 0 movimento
dentério é interrompido. As células ndo podem diferenciar-se em osteoclastos e ndo ocorre
reabsorcdo Ossea a partir do ligamento periodontal (RYGH et al., 1986; REITAN; RYGH,
1994). A remocdo da zona hialinizada ocorre através da invasdo da area necrética por células
e vasos sanguineos do LP vizinho ndo danificado (DAVIDOVITCH, 1991). A penetracdo dos
capilares na zona hialinizada parece ser um fator importante no processo de remocao e reparo,
com macréfagos sendo encontrados extensivamente nas areas perivasculares. Os macrofagos
digerem e removem completamente a area hialinizada e o 0sso alveolar adjacente é removido
por reabsor¢do por solapamento. A area pos-hialinizada é caracterizada por uma intensa
atividade celular, restabelecendo os feixes de fibras colagenas funcionalmente orientadas e
uma nova camada de cemento e 0sso alveolar. Estas mudancgas estdo associadas com o
alargamento do espaco do LP, mas que € restaurado a dimensdes normais quando a
remodelacdo estd completada (HEASMAN; MILLETT; CHAPPLE, 1996; THILANDER,;
RYGH; REITAN, 2002).

1.2.3 Efeitos sobre o tecido 6sseo

O metabolismo 6sseo durante 0 movimento ortoddntico é caracterizado pela ativacdo
sincronizada de numerosas unidades Osseas multicelulares com periodos distintos de
deposicéo e reabsorcao nos lados de tensdo e pressao (MASELLA; MEISTER, 2006).

A reabsorcdo envolve a remocdo de componentes minerais e organicos da matriz 6ssea
extracelular pelas células osteoliticas, principalmente osteoclastos. O ostedcito também pode
atuar na reabsorcdo local. A invasdo de osteoclastos ocorre em duas etapas. Na primeira, 0S
osteoclastos sdo derivados de populacGes celulares locais que chegam horas apos aplicacdo da
forca. A segunda etapa pode ocorrer apds mais de dois dias e as células s&o transportadas pelo
sistema vascular. Pré-osteoclastos chegam ao local por via sanguiinea sendo transformados em

osteoclastos ativos na superficie dssea e 0s osteoblastos possuem papel fundamental neste
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processo. Apesar de 0s osteoclastos representarem as principais células de reabsor¢do, os
osteoblastos possuem receptores para a maioria dos agentes de reabsor¢do como o horménio
paratiredide, eicosanodides, vitamina D e citocinas. Os osteoblastos também liberam
colagenase em resposta ao horménio paratiredide facilitando a reabsorcdo pelos osteoclastos.
Portanto, existe uma complexa interacdo entre osteoblastos e osteoclastos para produzir a
reabsorcdo 6ssea (MASELLA; MEISTER, 2006).

Antes que 0 movimento ortoddntico possa ocorrer € necessario que o 0sso alveolar
seja reabsorvido na zona de pressdo do LP, ou seja, no lado para o qual a forca é dirigida,
enquanto novo 0sso trabecular é formado nas areas de tensdo, na posicdo contralateral. Com a
utilizacdo de forcas moderadas a pesadas, ocorre forte compressao das fibras do tecido
conjuntivo sobre as areas de pressdo gerando restricdo de suprimentos de oxigénio e nutricdo
com conseqiiente isquemia do LP. Apoés varios dias de trauma, pode ser observada atividade
osteoclastica proximo aos tecidos necroticos, onde sdo visualizadas células relativamente
saudaveis do ligamento disponiveis para as atividades de reparagdo (TUNCER et al., 2005).

A reabsorcdo 6ssea € conseguida pela secrecdo de acidos organicos, enzimas
lisossomiais e metaloproteinases (KEELING et al., 1993). Essas substancias dissolvem os
cristais de hidroxiapatita e reabsorvem a matriz organica no processo chamado “reabsorcao
frontal” e 0 movimento dentario se inicia. A reabsorcdo frontal é caracterizada
histologicamente pelo alargamento da membrana periodontal e os osteoclastos séo espalhados
sobre a uma extensa area da superficie do osso alveolar (REITAN; RYGH, 1994). Quando a
hialinizacdo ocorre, 0s osteoclastos aparecem nas superficies dos espacos medulares
adjacentes ou na superficie do processo alveolar e 0 0sso alveolar adjacente é removido por
reabsorcdo solapante. Em humanos, o periodo de hialinizacdo demora aproximadamente 2 ou
3 semanas. Quando hd uma alta densidade 6ssea, a duracdo é maior (THILANDER; RYGH;
REITAN, 2002).

O processo da reabsor¢do Ossea € muito mais rapido que o da aposicdo dssea. Um
periodo de trés meses é necessario para recolocar 0sso que foi reabsorvido em apenas duas ou
trés semanas. A genética molecular que regula a funcdo e diferenciacdo dos osteoclastos
parece ser mais simples que a dos osteoblastos (MASELLA; MEISTER, 2006). O resultado
clinico é um aumento na prevaléncia de mobilidade dentaria durante o tratamento ortoddntico.
Mobilidade exagerada pode indicar forca excessiva. A cicatrizacdo, no entanto, inicia-se apos
a remogdo da forca, apesar de poder se estender por um periodo extenso. Essa diferenga de
sincronia entre a remoc&o de tecido e a osteogénese também contribui para a necessidade de
contencdo dos dentes recentemente movimentados (HUANG; KING; KAPILA, 2005).



27

A base de comunicacdo entre osteoblastos e osteoclastos é uma proteina de superficie
celular, que esta localizada na superficie dos osteoblastos e é responsavel pela inducdo da
osteoclastogénese. Esse fator de sinalizagéo celular é denominado ligante ativador do receptor
do fator nuclear Kappa B (RANKL). A unido do RANKL ao seu receptor cognato, ativador
do receptor do fator nuclear Kappa B (RANK), processada na superficie das células
progenitoras de osteoclastos, induz a osteoclastogénese e ativa os osteoclastos. A molécula
que inibe a osteoclastogénese é conhecida como osteoprotegerina (OPG) que é secretada
pelos osteoblastos com a funcdo de bloquear a formagdo de osteoclastos, assim como a
reabsorcdo Ossea. As interagdes RANKL-OPG constituem um sistema receptor-ligante que
regula diretamente a diferenciacdo osteoclastica. O OPG age como um inibidor da
osteoclastogénese por competicdo com 0 RANKL nos receptores da membrana celular. As
evidéncias sugerem que a producdo de RANKL e OPG no LP desempenha importante papel
na regulacdo da remodelacdo do tecido conjuntivo e reabsor¢do 0ssea durante 0 movimento
dentério ortodontico (DOLCE; MALONE; WHEELER, 2002; KAWASAKI et al., 2006;
MEIKLE, 2006). Portanto, RANK e RANKL sdo proteinas chaves reguladoras da funcao
osteoclastica. A sintese de RANKL pelos osteoblastos e sua capacidade de promover a
diferenciacdo osteoclastica suporta a idéia de que os osteoblastos controlam apenas a
diferenciagdo osteoclastica, ndo sua funcdo. (MASELLA; MEISTER, 2006).

O potencial de reabsorcdo 0ssea de cada paciente e os resultados da movimentagéo
ortodontica dependem do recrutamento de osteoclastos e precursores maduros, diferenciacéo
osteoclastica e do nimero de osteoclastos funcionais na juncao osso-ligamento periodontal. O
sucesso clinico também depende de genes normais de osteoblastos e osteoclastos que
expressem corretamente as proteinas necessarias em quantidades adequadas nos momentos e
regibes corretos, incluindo moléculas reguladoras, como o fator de necrose tumoral,
osteoprotegerina (OPG), ativador do receptor do fator nuclear Kappa B (RANK) e ligante do
ativador do receptor do fator nuclear Kappa B (RANKL) (MASELLA; MEISTER, 2006).

1.3 Metaloproteinases da Matriz (MMPSs) e movimento dentario ortodéntico

A remodelagdo da matriz extracelular € um passo critico em diversos processos
bioldgicos, tais como reparo tecidual, remodelacdo tecidual e movimento dentario

ortoddntico. Devido a capacidade Unica que compartilham de clivar colageno intersticial tri-
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helicoidal, a colagenase-1 ou metaloproteinase da matriz-1(MMP-1) e colagenase-2 ou
metaloproteinase da matriz-8 (MMP-8), podem dar inicio a esta remodelacdo tecidual. A
degranulacdo da MMP-8 por leucdcitos polimorfonucleares esta entre os fatores fundamentais
na destruicdo patolégica do coladgeno durante doencas periodontais (INGMAN et al., 1996). A
MMP-1 é sintetizada por muitos tipos celulares diferentes (INGMAN et al., 1996). Estudos in
vitro avaliando fibroblastos periodontais e gengivais de seres humanos sob estresse mecanico
mostraram elevadas taxas de sintese proteica e RNA mensageiro (RNAm) de MMP-1
(CARANO; SICILIANI, 1996). Foi também verificado que a forga ortoddntica aumenta
significativamente a expressdo de MMP-1 nos tecidos gengivais de cées in vivo (REDLICH et
al., 2001). Além disso, foi demonstrado que atividade da colagenase total mostra-se elevada
no FG de pacientes sob tratamento ortodéntico (APAJALAHTI et al., 2003).

Enzimas proteoliticas sdo liberadas nos tecidos periodontais, durante a inflamacéo, por
leucocitos, células epiteliais ativadas e tecido conjuntivo. Destas enzimas, as MMPs possuem
a responsabilidade principal de degradacdo dos tecidos periodontais, a partir da quebra de
componentes da matriz extra-celular. A funcdo das MMPs em resposta as forgas mecanicas no
movimento dentario ortodéntico ainda ndo foi completamente esclarecido, no entanto, estudos
recentes mostram que as MMPs também possuem funcdes especificas em controlar as reacdes
teciduais de defesa e reparacdo (APAJALAHTI et al., 2003; INGMAN et al., 2005).

As MMPs sdo enzimas proteoliticas ion-zinco dependentes produzidas por uma grande
variedade de células durante o processo de desenvolvimento, doencas inflamatdrias, doencas
articulares degenerativas, tumores invasivos, remodelacdo 0ssea, angiogénese e processos de
cicatrizacdo de feridas podendo ser reguladas em resposta a moléculas de adesdo, fatores de
crescimento, citocinas e horménios (TAKAHASHI et al., 2003; BILDT et al., 2009).

Elas sdo classificadas em diferentes subgrupos: colagenases (MMPs -1, -8, -13),
gelatinases (MMPs -2 e -9), estromelisinas (MMP-3), matrilisinas (MMP-7), macrofago
metaelastase (MMP-12) e outras subfamilias. A maioria das MMPs é produzida como pré-
enzimas que sdo clivadas em um local especifico para adquirir uma forma madura e em
seguida, secretadas e ativadas na presenca de ions zinco e célcio. As MMPs degradam a
matriz extracelular durante a remodelacédo e sua atividade € regulada por inibidores teciduais
de metaloproteinases (TIMPs) (CANTARELLA et al., 2006; BILDT et al., 2009).

As colagenases, MMPs -1, -8 e -13, que clivam, principalmente, colageno fibrilar
nativo, poderiam ser consideradas as enzimas de maior atuacdo no LP (KYRKANIDES;
O'BANION; SUBTELNY, 2000; TAKAHASHI et al., 2003; CANTARELLA et al., 2006).

As gelatinases, MMP-2 e MMP-9 clivam colageno desnaturado. Devido as propriedades de
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atuacdo tardia, as gelatinases complementam a atuacdo das colagenases durante o processo de
degradacéo do colageno fibrilar (CANTARELLA et al., 2006)

A MMP-1 ou colagenase intersticial humana ou, ainda, colagenase-1, é sintetizada e
secretada por células do tecido conjuntivo (fibroblastos) e macréfagos, sendo mais
freqlientemente associada com a remodelacéo tecidual normal, hidrolisando principalmente o
colageno do tipo 111 (KIILI et al., 2002).

A MMP-8, ou colagenase neutrofilica humana ou, ainda, colagenase-2, € produzida
ndo apenas por leucdcitos polimorfonucleares mas também por outros tipos de células como
fibroblastos gengivais, células dsseas e plasmaticas (INGMAN et al., 2005). A MMP-8 ¢é a
enzima mais eficiente na hidrolisacdo do colageno tipo | e a principal colagenase intersticial
presente na gengivite (KIILI et al., 2002). Devido ao fato da MMP-8 ser expressa nos
fibroblastos do LP durante a erupcao dentaria, poderiam ser candidatas a enzimas proteoliticas
que desempenham um papel crucial na remodelacdo do LP durante 0 movimento dentario
(TSUBOTA et al., 2002; TAKAHASHI et al., 2003).

Redlich et al. (2001), avaliaram o efeito da forca ortodontica sob os niveis de RNAm
do colageno tipo-1, MMP-1 e inibidores teciduais 1 e 2 (TIMPs) na gengiva de 24 cées. As
amostras foram analisadas apés 1, 2, 3, 7, 14 e 28 dias do inicio da aplicacdo da forca
utilizando-se RT-PCR e zimografia para determinar a atividade de MMP-1. Os resultados
mostraram que a forca ortodéntica induziu um aumento significativo nos niveis de RNAm e
MMP-1 e de sua atividade intersticial. Apds a remocdo da forca, a expressdo do gene da
MMP-1 reduziu significativamente.

Takahashi et al. (2003) realizaram experimentos in vivo e in vitro em ratos com o
objetivo de avaliar a expressdéo do RNAmM de MMP-8 e MMP-13 durante a remodelacdo do
tecido do LP durante a movimentacdo dentaria ortodontica, nos lados de pressao e tensao. As
amostras foram avaliadas apds 2, 4, 7 e 14 dias do inicio da movimentacdo dentaria. Os
resultados mostraram aumento de ambas as MMPs no quarto dia no lado de tensdo,
retornando ao normal no dia 14. No lado de pressdo a MMP-8 aumentou transitoriamente do
segundo para o sétimo dias e a MMP-13 foi transitoriamente expressada nos segundo e quarto
dias, mas ndo apareceu nos tecidos hialinizados. A MMP-8 foi expressa principalmente nas
células que margeiam o cemento, porém ndo foi observada em outras células do LP,
sugerindo que nestes outros locais outras MMPs poderiam estar envolvidas com a degradacédo
do colageno (TAKAHASHI et al., 2003).

Apajalahti et al. (2003) avaliaram formas moleculares da MMP-1 e da MMP-8 através

de Western blot em pacientes sob tratamento ortoddntico. As amostras foram coletadas
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imediatamente antes da aplicacdo da forca e a cada hora durante um periodo de 8 horas apds a
aplicagdo desta forca. Os resultados mostraram que o fluxo do FG ndo foi alterado
significativamente pelo tratamento ortodontico. No entanto, foi observado aumento
significativo nos niveis de MMP-8 no FG de 4 a 8 horas ap0s a aplicacdo da forca, quando
comparados a antes da aplicacdo e aos dentes controle. Os autores observaram réapida
elevacdo dos niveis de MMP-8, apds uma hora de aplicacdo de forca sugerindo que esta MMP
exerca um papel fundamental na remodelacdo do LP submetido a forcas ortoddnticas. No
entanto, ndo foi possivel detectar a expressdo da MMP-1.

Ingman et al. (2005) realizaram um estudo piloto com a proposta de avaliar, in vivo, a
presenca, niveis e graus de ativacdo de MMP-1 e MMP-8 analisadas por Western blot, e 0s
niveis de MMP-8 pelo ensaio imunofluoromeétrico quantitativo em pacientes saudaveis que
estavam sendo tratados ortodonticamente com aparelhagem fixa. As amostras foram coletadas
diariamente sendo realizada uma coleta antes da ativacdo e as demais durante 30 dias apés a
ativacdo da aparelnagem. Os niveis de MMP-8 no fluido gengival destes pacientes
apresentaram-se mais baixos que aqueles avaliados em pacientes com gengivite e
periodontite, porem significativamente maiores em relacdo ao grupo controle. No entanto,
também nédo conseguiu detectar MMP-1 no FG dos pacientes ortodonticos da amostra.

Através da técnica de hibridizacdo in situ, Takahashi et al. (2006) analisaram a
expressao dos niveis de MMP-2, MMP-9 e TIMPs -1, -2 e -3 em dentes de ratos submetidos a
movimentacdo. A expressao dos niveis destes genes esteve aumentada temporariamente nas
células do periodonto, como cementoblastos, fibroblastos, osteoblastos e osteoclastos, no lado
de pressdo do dente sob movimento. O aumento temporario da expressdo dos genes no lado
de tensdo foi limitado aos osteoblastos e cementoblastos. Concluiu-se, neste estudo, que os
niveis de MMP-2 e MMP-9 aumentaram temporariamente em ambos os lados, pressao e
tensdo, durante 0 movimento dentario induzido, concomitante com o aumento dos genes para
as TIMPs. A expressao dos niveis dos genes que codificam MMP-2, MMP-9, TIMPs -1, -2 e -
3 aparecem para regular diferencialmente as varias regibes dos tecidos LP sob tensdo e
compressdo. Estas diferencas no perfil de expressdo dos genes podem regular
combinatoriamente o ritmo e extensdo da remodelacdo do colageno da matriz extracelular do
LP durante o movimento dentério ortodontico.

Para avaliar os niveis de MMP-1 e MMP-2 no fluido gengival de pacientes
ortodénticos Cantarella et al. (2006) observaram 11 pacientes com indicacdo de exodontia dos
quatro primeiros pré-molares. Foi utilizada aparelhagem fixa no arco superior e 0 canino

superior esquerdo foi utilizado como teste, sendo distalizado com 150 gramas de forca. No
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arco inferior, sem aparelhagem, o canino esquerdo foi considerado controle. Amostras do FG,
nos lados de pressdo e tensdo foram coletadas 1, 2, 3, 4 e 8 horas ap6s aplicagdo de forga
ortododntica para analise em Western blot. Tanto no lado de pressdo como no de tensdo, a
forca aplicada induziu um aumento no nivel de MMP-1 ap6s uma hora, que permaneceu
elevado até a terceira hora de aplicacdo de forca e depois desapareceu. O nivel de MMP-2
aumentou significativamente uma hora apo6s a aplicacdo da forca, no lado de tensdo, mas
retornou gradualmente aos niveis basais ap6s 8 horas. No lado de pressdo o nivel foi
dependente do tempo e atingiu seu pico apds 8 horas. Nao tendo havido sinais de inflamacédo
gengival ou formacdo de bolsas durante o estudo, supds-se que as células do periodonto
poderiam elevar a producdo destas MMPs e esta alta expressdo refletiria a atividade
remodeladora do LP sob forgas ortoddnticas.

Bildt et al. (2009) investigaram diferengas nos niveis de MMPs latentes e ativas e de
TIMPs no FG nos lados de pressdo e tensdo de dentes movimentados ortodonticamente,
comparando-os a dentes controle. Amostras de FG foram coletadas de oito pacientes com
idades entre 10 e 18 anos que utilizavam aparelhagem fixa com molas de niquel-titanio que
forneciam forcas de 150 centinewtons (cN). As analises foram feitas com zimografia para
avaliar MMPs ativas e latentes, confirmadas com western blotting e zimografia reversa para
avaliar as TIMPs. Os resultados mostraram um aumento na MMP-2 ativa e pr6 MMP-2 nos
lados experimentais quando comparados aos controles; um maior namero de gelatinases no
lado pressdo do que no lado tensdo e presenca de maiores niveis de MMP-1 ativada nos lados
de pressdo e tensdo quando comparados ao controle, no entanto em maiores niveis no lado
tensdo.

Kyrkanides, O'banion e Subtelny (2000) investigaram, in vitro, os efeitos da
indometacina na atividade da colagenase e a sintese de pro-colageno em culturas de células
endoteliais de ratos. A degradacdo de colageno mediada por MMPs foi avaliada a partir da
mensuracdo por RT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase transcriptase) dos niveis de RNAmM
pela MMP-2 e MMP-9 apos 4, 24, 48 e 72 horas do inicio do tratamento. Os resultados
mostraram que a inibicdo da ciclooxigenase resultou em exacerbacao da producdo e atividade
da MMP-9 mediada por interleucina 1 (IL-1pB), bem como da atividade de colagenase,
acompanhada pela reducdo da sintese de pré-colageno tipo 1V pelas células endoteliais ap6s
quatro horas do inicio do tratamento. A administracdo de antiinflamatorio resultou em
exacerbacédo da atividade de gelatinase (MMP-2 e MMP-9). Devido ao fato de a remodelacéo
do colageno ser o resultado do balango entre sintese e destruicdo, estes achados indicaram que

a inibicdo da atividade de ciclooxigenase poderia potencialmente induzir a uma alteragéo
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vascular e remodelacdo extracelular, afetando 0 movimento dentério ortoddntico. Portanto, a
utilizacdo de medicamentos antiinflamatorios poderia alterar as vias bioquimicas que mediam
a remodelacdo da matriz extracelular, necessaria para que ocorra a movimentacdo dentéaria
(KYRKANIDES; O'BANION; SUBTELNY, 2000).
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2 PROPOSICAO

Este estudo tem como proposta avaliar, em diferentes intervalos de tempo, os niveis de
metaloproteinases da matriz no fluido gengival de caninos superiores submetidos ao

movimento de distalizacdo. Tendo como objetivos especificos:

1) quantificar as alteragcdes no volume do fluido gengival,

2) detectar a presenca das metaloproteinases da matriz MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-12 e MMP-13;

3) quantificar os niveis das metaloproteinases da matriz MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-12 e MMP-13;

4) avaliar se existem diferencas nos niveis de expressdo entre as diferentes

metaloproteinases da matriz observadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecéo de pacientes

Participaram deste estudo 16 pacientes da clinica do curso de especializacdo em
Ortodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Brasil,
sendo 7 do sexo feminino e 9 do sexo masculino. A faixa etaria do grupo amostral variou de
13 a 27 anos, com media das idades de 17,7 anos.

A selecdo dos pacientes ndo obedeceu a critérios relacionados a idade, sexo, raca ou
classificagdo de maloclusGes, no entanto todos tinham indicacdo de extracdo dos primeiros
pré-molares superiores como parte do planejamento do tratamento ortodontico. Os critérios de
exclusdo foram: doencas auto-imunes, gravidez, lactacéo, utilizacdo de medicamentos de uso
prolongado nos seis meses anteriores ao inicio do estudo como, por exemplo, antibidticos,
anti-histaminicos, cortisona, hormdnios e qualquer outro medicamento que pudesse interferir
no processo inflamatdrio ou que pudesse ter efeito adverso direto no periodonto.

Estes pacientes foram informados das caracteristicas e dos objetivos do presente
trabalho e assinaram um termo de consentimento pos-informado (APENDICE A) aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, sob nimero 1948-CEP/HUPE (ANEXO A). Foi salientado que a coleta de

fluido gengival seria rapida, indolor, ndo invasiva e de participacdo voluntéaria.

3.2 Controle periodontal

Apo6s a montagem do aparelho, cada paciente recebeu no inicio da pesquisa (sete dias
antes da introducdo da forca ortodbntica) instrucdes de higiene oral. Um exame clinico
realizado por um periodontista autorizava a participacdo do paciente no projeto diante da
inexisténcia de gengivite e demais doencas periodontais. As orientacbes dadas objetivaram
ensinar ao paciente a técnica correta de escovacédo e utilizacdo de fio dental e enxaguatorios
bucais. Foram distribuidos Kits contendo uma escova ortodéntica (Oral-B, Sdo Paulo, Brasil),

um tubo de dentifricio (Colgate/Palmolive, Sdo Bernardo do Campo, Brasil) e um frasco de
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enxaguatorio bucal (gluconato de clorexidina a 0,12% - Noplak, Laboratério Daudt, Rio de
Janeiro, Brasil) que deveria ser utilizado duas vezes ao dia até o fim da pesquisa, ou seja,
durante quatro semanas.

Em cada dia de coleta de FG, um monitoramento clinico era feito através de dois
exames: (1) Indice de placa visivel (IPV) e; (2) indice de sangramento gengival (ISG). A
avaliacdo foi feita utilizando indices dicotdmicos baseados na presenca ou auséncia de placa
ou sangramento, sem gradacao entre elas. Quando identificadas, era feita uma marcacdo em
um quadro de monitoramento diario, que revelava ao fim de cada coleta o percentual de placa
e sangramento.

As medidas de IPV e ISG foram determinadas com uma sonda periodontal manual do
tipo Goldman-Fox/Williams (Hu-Friedy, Chicago, EUA). O examinador dividiu a arcada
superior em dois quadrantes, analisando-os individualmente. As faces vestibular, lingual,
mesial e distal dos dentes foram avaliadas em todas as consultas durante a realizacdo do

estudo.

3.3 Dispositivo Ortodontico

Os primeiros pré-molares foram extraidos com no minimo duas semanas de
antecedéncia ao tempo -7d. Os pacientes foram orientados a ndo utilizar antiinflamatorios
durante o periodo do estudo.

A arcada superior de cada paciente foi dividida em um lado teste, com introducéo de
forca ortodéntica (Figura 1) e um lado controle, sem aplicacdo de forca (Figura 2). Essa
escolha foi feita de forma aleatdria, apenas no periodo do estudo. ApOs o experimento, 0

tratamento continuou com a aplicacdo de forca em ambos os lados.
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Figura 1 — Lado teste: com aplicacdo de forca
ortodéntica através da colocacdo de mola de niquel-
titanio ativa.

- » & |
Figura 2 — Lado controle: sem aplicacdo de forca, com
dispositivo semelhante ao do lado teste, porém sem a
mola de niquel-titanio.

Foram confeccionados e cimentados anéis nos primeiros molares superiores com tubos
triplos 0.055” / 0.022” x 0.028”/ 0.22”x 0.028” (Morelli, Sorocaba, Brasil) soldados por
vestibular e tubos duplos 2 x 0.036” (Morelli, Sorocaba, Brasil) por palatina. O recurso
auxiliar de ancoragem foi feito com barra transpalatina conectando os primeiros molares
superiores, com fio de calibre 0.032” e alga voltada para mesial (Morelli, Sorocaba, Brasil).

Nos caninos e segundos pré-molares foram colados braquetes 0.022” x 0.030”
(Morelli, Sorocaba, Brasil).
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Um fio de estabilizag¢ao de ago 0.019” x 0.025” (Morelli, Sorocaba, Brasil) passivo foi
amarrado no tubo vestibular dos primeiros molares e braquetes dos segundos pré-molares
superiores. Foi confeccionado um arco segmentado 0.017’x 0.025” com fio TMA (Morelli,
Sorocaba, Brasil) com alca vertical (de 5 a 7 mm de altura) e gancho “ponta bola” soldado
antes de um “V bend” também confeccionado no arco. Apenas no lado teste a al¢a vertical foi
ativada por uma mola de niquel-titanio (Morelli, Sorocaba, Brasil) para promover a
distalizacdo dos caninos. A forca gerada foi de 150g medida por um tensidmetro (Dentaurum,
Ispringen, Alemanha). A metodologia da mecénica ortodontica empregada foi descrita
previamente por Iwasaki et al. (2005).

3.4 Monitoramento imunolégico

3.4.1 Coleta de amostras de fluido gengival

Foram coletadas amostras das faces mesial (tensdo) e distal (pressdo) dos caninos
superiores de cada paciente em sete intervalos de tempo. A primeira coleta foi feita sete dias
antes do inicio da aplicacdo da forca ortodéntica, chamado tempo -7d. A segunda coleta no
dia da aplicacédo da forca, chamado tempo Oh. A terceira, uma hora apés a aplicacdo da forca,
chamado tempo 1h. A quarta, vinte e quatro horas apos a aplicacao da forca, chamado tempo
24h. A quinta, uma semana apés a aplicacdo da forca, chamado tempo 7d. A sexta, duas
semanas apés a aplicacdo da forca, chamado tempo 14d. E a sétima, trés semanas apos a
aplicacdo da forca, chamado tempo 21d.

A coleta das amostras foi realizada ap06s o isolamento com roletes de algoddo e jatos
de ar da area a ser coletada. Uma tira de papel absorvente padrdo (Periopaper®, IDE Interstate,
Amityville, EUA) foi introduzida no sulco gengival até encontrar resisténcia, permanecendo
nesta posicdo por trinta segundos (Figura 3). Em seguida, a tira era retirada e posicionada no
medidor de fluido gengival previamente calibrado (Periotron 8000®, IDE Interstate,
Amityville, EUA).
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Figura 3 — Coleta do fluido gengival: tira de papel
absorvente em posicao.

Apb6s a medicdo, cada tira de papel absorvente foi armazenada separadamente em
tubos plésticos proprios (Eppendorf®). Ao final da coleta, os tubos plasticos foram estocados
em um freezer sob temperatura de -20°. Apds o término do periodo do estudo todas as
amostras foram enviadas para o Forsyth Institute, Boston, EUA, onde permaneceram
armazenadas a temperatura de -70° C até a data da analise.

3.4.2 Multianalise imunoenzimatica com microesferas

A metodologia da multianalise imunoenzimatica consiste na utilizacdo de conjuntos de
microesferas (beads) que tém adicionados anticorpos de captura para analises individuais. No
presente estudo foi utilizado o kit Fluorokine® MultiAnalyte Profiling (R&D Systems,
Minneapolis, EUA) que consiste em um kit multiplex para identificacdo e quantificacdo de
MMPs em humanos com alvo de avaliagdo nas MMPs -1, -2, -3, -7, -8, -12 e -13.

Foram utilizadas placas de filtracéo e ensaio de 96 pocos (R&D Systems, Minneapolis,
EUA) que foram preparadas da seguinte forma, de acordo com as normas do fabricante:

1) pré-lavagem dos pocos designados para analise. Um volume de 0,2 ml da
solucdo de lavagem foi adicionado aos pocos da placa de exame. Apds 30
segundos foi feita a aspiracdo com sugador a vacuo;
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2) a solugéo contendo as beads foi posta em um vibrador por 30 segundos e em
seguida em um aparelho de ultra-som por mais 30 segundos;

3) foram adicionados 100 ul da solucéo de lavagem a cada poco e ap6s 15 a 30
segundos de impregnacédo das beads, a solucdo de lavagem foi aspirada com
0 sugador a vacuo. Esta etapa foi repetida mais uma vez e o filtro da parte
inferior da placa foi seco com papel toalha para remover liquidos residuais;

4) nos pogos designados para confecgdo da curva padréo (primeira coluna da
placa de 96 pocos) foram adicionados 50 ul da diluicdo padréo proveniente
do kit de analise;

5) nos pogos designados para analise foram adicionados 50 pl de cada uma das
amostras em seu respectivo poco;

6) foram adicionados 50 ul da solugdo contendo as microparticulas (beads) em
cada poco da placa de ensaio.

7) apés estas etapas a placa foi recoberta com folha de aluminio, para
minimizar a exposi¢do a luz e incubada por duas horas em temperatura
ambiente em um agitador horizontal a 500 * 50 rotac¢6es por minuto (rpm).
A velocidade de mistura deveria ser suficiente para manter as beads
suspensas durante a incubacéo;

8) apos as 2 horas de incubagdo, o liquido dos pocos foi removido por
aspiracao a vacuo.

9) foram adicionados 100 ul da solucdo de lavagem, e apds 30 segundos de
contato com as beads, foram aspirados com o sugador a vacuo. Esta etapa
foi repetida mais duas vezes.

10) foram adicionados em cada po¢o 50 ul de uma solu¢do contendo o
anticorpo de deteccdo biotinilado e a placa recoberta com papel aluminio e
colocada para incubar por 1 hora, a temperatura ambiente, em um agitador
horizontal a 500 + 50 rpm;

11) ap6s 1 hora de incubacéo, o liquido dos pocos foi removido por aspiracdo a
vacuo e a placa lavada trés vezes com 100 ul por poco de solugdo de
lavagem.

12) foram adicionados 50 ul de uma solugdo de estreptavidina conjugada a

uma proteina fluorescente, R-ficoeritrina (estreptavidina-RPE);
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13) a placa foi novamente recoberta com papel aluminio e incubada por 30
minutos & temperatura ambiente em um agitador horizontal a 500 + 50
rpm;

14) ap6s a incubagdo o liquido dos pogos foi removido por aspiracdo a vacuo e
a placa lavada trés vezes com 100 pl por poco de solucéo de lavagem.

15) foram adicionados 100 ul da solucéo de lavagem em cada pogo. A placa foi
colocada no agitador horizontal por 2 minutos a 500 = 50 rpm, para
ressuspender as beads e em seguida a placa foi levada para analise no
Luminex 100® (Luminex Corporate, Austin, EUA).

3.4.3 Luminex 100®

Uma vez inserida na plataforma de encaixe da placa de 96 pocos do Luminex 100®, o
processo de leitura € realizado através de dois feixes de lasers. Um primeiro feixe de laser
identifica as propriedades espectrais das beads, permitindo a identificacdo e 0 monitoramento
simultaneo de até 100 alvos diferentes. O segundo laser excita as R-ficoeritrinas presentes nas
superficies das beads e a intensidade da fluorescéncia ¢ medida e apresentada em um
computador acoplado ao Luminex 100® usando um software especifico (MasterPlex® CT
v1.0, MiraiBio, Sdo Francisco, EUA). Cerca de 100 beads por alvo foram analisadas e a
mediana da intensidade de fluorescéncia reportada. As medidas de fluorescéncia para a curva
padrdo foram plotadas contra as concentracGes dos diversos mediadores e regressdo linear
utilizada quando necessaria para calcular a concentracdo das amostras de FG. Todas as
medidas de fluorescéncia obtidas em cada poco foram transformadas em uma mesma unidade,
picograma/sitio (pg/sitio) j& que as concentracbes, em pg/ul, fornecidas pela empresa
produtora do kit utilizado (R&D Systems, Minneapolis, EUA) sdo diferentes para cada MMP

de acordo com os padrdes.
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3.5 Analise estatistica

Os dados clinicos de IPV e ISG foram obtidos a partir da analise individual dos dois
quadrantes superiores. Os indices foram submetidos a analise estatistica a partir de suas
medianas. O teste de normalidade D’Agostino revelou que a amostra apresentava uma
distribuicdo ndo normal em alguns grupos, sendo indicada uma estatistica ndo paramétrica
para esses dados. Utilizou-se entdo a analise de variancia de Friedman.

Em relagdo ao volume de FG e os niveis de concentragdo das MMPs os grupos foram
comparados individualmente por face ao longo do tempo e entre si em cada tempo. A
avaliacdo dos dados das MMPs no FG foi realizada a partir das medianas obtidas para cada
variavel. Para comparar cada MMP no FG nos grupos controle-tensdo (CT) versus teste-
tensdo (TT) e controle-presséo (CP) versus teste-pressao (TP) utilizou-se o teste de Wilcoxon
por se tratar de uma amostra pareada com distribuicdo ndo normal. O teste de Wilcoxon
também foi utilizado para comparar as alteracdes das MMPs em cada tempo individualmente
nos diferentes grupos e para comparar os lados tensdo e pressdo dentro de cada grupo. As
comparagdes ao longo do tempo foram realizadas a partir do teste de Friedman associado ao
teste de Dunn para comparac6es multiplas.

A avaliacdo dos dados de volume de FG foi realizada a partir das médias obtidas para
cada variavel. A analise de normalidade da distribuicdo dos dados foi examinada pelo teste
D’Agostino com 95% de confianga, revelando que a amostra apresentava distribui¢cdo normal.
As comparacdes ao longo do tempo foram realizadas através do teste de analise de variancia
(ANOVA) associado ao teste de Dunnett para comparar os diferentes pares de tempo.

Todas as analises foram realizadas com 95% de confianga ou p<0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 Clinicos

Apesar das diferengas quanto as posi¢des iniciais dos caninos superiores, em todos 0s
pacientes da amostra um movimento de distalizagdo, com magnitudes diferenciadas, foi
observado no lado teste. No lado controle, por sua vez, ndo foi constatado nenhum tipo de

movimentacao.

4.2 Periodontais

Durante o periodo do estudo e coleta do FG, todos os 16 pacientes mantiveram boa
higiene oral. Todos os sitios tanto do lado controle quanto do teste apresentaram boa salde
gengival e periodontal sem sinais clinicos de inflamacéo.

O Gréfico 1 mostra o comportamento dos IPV e ISG através de suas medianas durante
0 periodo do estudo.

Os resultados indicam uma reducdo de ambos os indices durante o periodo do
experimento, sendo mais expressivo em relacdo ao IPV (p=0,0064). Foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre os tempos -7d e 7d; e entre -7d e 14d (Tabela 1). Isso
estaria, provavelmente, associado a melhora da escovacao e motivacdo por parte dos pacientes
apos as instrucdes de higiene bucal e principalmente pelo uso de gluconato de clorexidina.
Houve uma reducdo de -7d para Oh, no entanto esta ndo se mostrou estatisticamente
significativa. Apo6s um periodo maior de avaliacdo foi possivel observar a reducdo do IPV
quando comparado o tempo -7d em relacdo aos tempos 7d e 14d.

Em relacdo ao ISG, observou-se uma reducdo entre os tempos -7d e Oh. Isso poderia
estar relacionado a melhora dos padrGes de higiene. No entanto, essa diferenca ndo foi

estatisticamente significativa (p=0,507).
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Grafico 1 — Indices de placa visivel e de sangramento gengival ao longo do
tempo.

Tabela 1 — Medianas (MDN) e desvios-padréo (DP) dos IPV e ISG ao longo do tempo. Séo
apresentados tambeém os valores de P de Friedman e as diferencas inter-tempos.

T -7d Oh 7d 14d 21d Valor P Diferencas
empos
. MDN DP MDN DP MDN DP MDN DP MDN DP Friedman Inter-tempos
Placa 050 030 029 019 017 025 030 020 029 021 00064  —fax7d
-7d x 14d*
Sangramento 00 0,7 000 007 000 007 000 005 000 002 05070 ns

4.3 Metaloproteinases da matriz

A analise com Luminex mostrou-se eficiente na identificacdo e determinacdo dos
niveis de todas as MMPs avaliadas.

A Tabela 2 apresenta as medianas (MDN) e distancias interquartilicas (DI) dos niveis
de cada uma das MMPs no lado controle-tensdo (CT). Observou-se alteracdo estatisticamente
significativa ao longo do tempo apenas para MMP-1 (p= 0,015) entretanto a analise estatistica

post-hoc ndo teve poder para identificar diferencas entre tempos especificos.



Tabela 2 — Medianas (MDN), distancias interquartilicas (DI) e andlise estatistica com valores de P de Friedman avaliando

cada MMP testada ao longo do tempo no lado CT.
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COMPARACAO ENTRE OS TEMPOS — LADO CONTROLE-TENSAO

-7d oh 1h 24h 7d 14d 21d Valor P Andlice

MDN DI MDN DI MDN DI MDN DI MDN DI MDN DI MDN DI riedman - Posthoc
MMP-1 235 2025 380 4280 240 1068 10,00 9475 190 2800 230 2851 570 48 0,015
MMP-2 2655 40,08 39,20 2647 2420 2678 27,40 2655 2800 3338 3840 27,35 3150 2565 0,469
MMP-3 460 928 235 1570 145 898 10,60 17,53 120 248 380 630 240 815 0,063
MMP-7 1335 17,43 930 1555 9,40 1440 11,70 1618 11,70 1403 11,30 1640 9,60 17,83 0,468
MMP-8  1841,80 5096,70 1269,95 2044,50 920,25 3872,30 1291,50 2654,30 692,00 4346,10 1349,50 3242,90 1019,00 3531,07 0,279
MMP-12 12,00 10,86 11,95 1851 805 1408 1480 1300 11,10 20,33 1400 23,88 13,30 2646 0,063
MMP-13 0,00 235 000 9,08 000 1098 000 830 28 993 000 1068 1,80 10,33 0,879

* Estatisticamente significativo
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Na Tabela 3 podem ser observadas as MDN e DI dos niveis de cada uma das MMPs
no lado controle-pressdo (CP). Os resultados revelam uma diferenca no conjunto dos dados de
MMP-1 (p= 0,001) e MMP-3 (p= 0,012), sendo estatisticamente significativa apenas entre 0s
tempos 24h e 7d; e 7d e 21d nos dois grupos.

Na Tabela 4 podem ser observadas as MDN e DI dos niveis de cada uma das MMPs
no lado teste-tensdo (TT). Os resultados mostraram uma diferenca estatisticamente
significativa para MMP-3 (p= 0,001). A andlise de Dunn demonstrou que estas diferencas
estavam localizadas entre os tempos 24h e 7d; 7d e 14d; e 7d e 21d.

Na Tabela 5 podem ser observadas as MDN e DI dos niveis de cada uma das MMPs
no lado teste-pressdo (TP). Os resultados mostraram uma diferenca estatisticamente
significativa para MMP-1 (p= 0,002) e MMP-3 (p= 0,008). A analise de Dunn demonstrou
que estas diferencas estavam localizadas entre os tempos 24h e 7d para MMP-1 e 7d e 14d
para MMP-3.

Foram avaliadas, ainda, as diferencas intergrupos (TT, TP, CT e CP) em cada tempo.
Estas comparacfes ndo mostraram resultados estatisticamente significativos. Da mesma forma
as comparacdes entre os lados pressdo e tensdo para cada tempo individualmente néo
demonstraram resultados estatisticamente significativos.

Os Graficos 2 e 3 (folhas 49 e 50) representam as flutua¢es dos niveis do volume do
fluido gengival e concentracfes das MMPs avaliadas nos lados de presséo e tensdo, controle e

teste em todos os periodos de tempo avaliados.



Tabela 3 — Medianas (MDN), distancias interquartilicas (DI) e analise estatistica com valores de P de Friedman avaliando cada

MMP testada ao longo do tempo no lado CP.
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COMPARAGCAO ENTRE OS TEMPOS — LADO CONTROLE-PRESSAO

-7d oh 1h 24h 7d 14d 21d Valor P Andlise
MDN DI MDN DI MDN DI MDN DI MDN DI MDN DI MDN DI redman  Posthoc
MMP-1 435 3208 685 107,28 3,60 1423 13,80 16305 320 4161 2,80 3415 430 450  0,001* 2anx 1o
MMP-2 4385 4487 4120 3932 4655 5477 4950 4500 3870 32,78 37,30 31,23 47,00 5570 0,850
MMP-3 340 480 2,85 2286 260 725 17,40 4338 200 643 340 1005 120 1230  0,012* 2anx 1o
MMP-7 1285 17,48 1220 1453 1230 1815 11,30 16,90 12,60 1815 11,70 16,03 1240 20,95 0,975
MMP-8  1449,75 3403,20 924,80 2438,90 1417,25 2319,80 967,00 1794,70 489,10 2000,80 1439,40 1564,30 1107,00 247160 0,152
MMP-12 16,65 2336 11,10 16,86 815 7,43 19,70 1883 1920 2565 1590 13,63 1030 1953 0,170
MMP-13 0,00 553 005 1020 000 895 220 17,08 920 2461 030 1348 1350 1955 0,335

* Estatisticamente significativo



Tabela 4 — Medianas (MDN), distancias interquartilicas (DI) e analise estatistica com valores de P de Friedman avaliando cada

MMP testada ao longo do tempo no lado TT.
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COMPARACAO ENTRE OS TEMPOS — LADO TESTE-TENSAO

-7d oh 1h 7d 14d 21d Valor P Andlice
MDN DI MDN DI MDN MDN DI MDN DI MDN  pi  fredman - Post-hoc
MMP-1 270 675 220 563 2,50 1,05 1191 330 1030 395 663 0110
MMP-2 32,65 3632 2900 39,62 2470 26,15 3593 3950 30,10 30,00 32,52 0,330
MMP-3 330 38 240 545 225 1,55 260 200 560 215 693  0,001* lez;";ddjﬁé‘
MMP-7 1150 18,08 1085 17,08 7,65 1255 1610 660 1375 445 1493 0127
MMP-8 155420 4061,30 1890,95 2877,60 1097,30 4808,90 1052,00 215590 1640,35 3579,90 152595 2631,00 1143,00 226800 0,288
MMP-12 14,25 13,68 10,50 24,33 10,45 14,15 32,96 17,60 19,73 12,05 24,33 0,181 ——--
MMP-13 000 915 000 938 0,00 0,00 1073 000 1550 055 1303 0434

* Estatisticamente significativo



Tabela 5 — Medianas (MDN), distancias interquartilicas (DI) e analise estatistica com valores de P de Friedman avaliando
MMP testada ao longo do tempo no lado TP.
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cada

COMPARACAO ENTRE OS TEMPOS - LADO TESTE-PRESSAO

-7d oh 1h 24h 7d 14d 21d Valor P Andlise

MDN DI MDN DI MDN DI MDN DI MDN DI MDN DI MDN DI redman  Posthoc

MMP-1 350 30,86 2,25 4568 190 2206 560 458 215 2518 2,95 2371 225 950  0,002* 24h x 7d
MMP-2 36,55 47,53 2835 37,68 29,60 2857 37,60 40,97 2545 2030 3325 2220 3440 3335 0,059

MMP-3 300 1598 270 1240 1,80 538 910 3406 120 290 285 625 260 668 0,008 7d x 14d
MMP-7 13,10 1838 1210 1808 11,75 17,08 11,50 21,40 480 1543 10,65 19,88 12,20 16,95 0,223
MMP-8 131550 2124,60 1161,50 2278,60 1211,10 3796,70 1068,00 1630,80 1031,45 2077,50 1588,05 5907,70 1851,00 3026,10 0,521
MMP-12 965 1806 9,65 19,58 850 12,86 1975 3111 7,35 1250 10,60 12,83 980 16,00  0,033*
MMP-13 000 1748 000 2558 000 000 000 1415 200 12,63 000 2523 055 1650 0,467

* Estatisticamente significativo
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Gréfico 2 — Flutuagdes dos niveis de FG e das MMPs -1, -2, -3, -7, -8, 12 e -13
(pg/sitio) durante os diferentes intervalos de tempo da movimentacéo ortodontica no
lado tenséo, comparando-se os lados controle e teste.
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Gréfico 3 — Flutuagdes dos niveis de FG e das MMPs -1, -2, -3, -7, -8, 12 e -13
(pg/sitio) durante os diferentes intervalos de tempo da movimentacéo ortodontica no
lado presséo, comparando-se o0s lados controle e teste.
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4.4 Fluido gengival

O Grafico 4 representa as médias do volume do fluido gengival em ul na face distal
(tenséo) nos lados controle e teste. Observa-se no gréafico, em todos 0s grupos experimentais,
uma reducdo nos niveis iniciais do fluido gengival. No lado controle, observaram-se
flutuacdes no volume do FG ao longo do tempo (p= 0,0193) entretanto a analise estatistica
entre cada tempo ndo teve poder para identificar diferencas entre periodos especificos. No
lado teste os resultados revelam uma diferenga no conjunto dos dados (p= 0,0109), sendo
estatisticamente significativa apenas entre os tempos -7d e Oh. Estes resultados podem ser
observados na Tabela 6 (folha 53).

Lado Tensao
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-7d Oh 1h 24h 7d 14d 21d

Grafico 4 — Alterac6es do volume do fluido gengival no lado de tensdo nos lados controle e
teste a partir de suas médias.
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O Gréfico 5 revela as médias do volume do fluido gengival em pl na face mesial
(pressdo) nos lados controle e teste. No lado controle, observam-se flutua¢ées no volume do
FG ao longo do tempo (p= 0,0361). Diferengas estatisticamente significativas foram
encontradas entre os intervalos de tempo -7d e Oh. O lado teste apresentou uma diferenca no
conjunto dos dados (p=0,006) com diferencgas estatisticamente significativas entre os tempos -
7d e Oh; e Oh e 14d.

Lado Pressao
1,0
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07 |\
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0,3
0,2
0,1
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FG vol. (ul)

-7d Oh 1h 24h 7d 14d 21d

Grafico 5 — AlteracGes do volume do fluido gengival no lado de pressdo nos lados controle e
teste a partir de suas médias.
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Tabela 6 — Médias (MED) e desvios-padrdo (DP) do volume do fluido gengival em ul nos lados controle e teste nas areas de presséo e
tensdo ao longo do tempo. S&o apresentados também os valores de P de ANOVA e as diferencgas inter-tempos para as comparagdes

inter-grupos.

VOLUME DE FLUIDO GENGIVAL

-7d Oh 1lh 24h 7d 14d 21d Valor P Diferencas
MED DP MED DP MED DP MED DP MED DP MED DP MED DP ANOVA Inter-tempos
Tensdo 0,64 0,21 051 0,18 0,47 0,16 0,52 0,11 0,43 0,16 0,63 0,24 0,57 0,13 0,0193* -
Controle

Presséao 0,75 0,28 0,54 0,29 0,61 0,22 059 0,17 0,52 0,17 0,66 0,16 0,64 0,23 0,0361* -7d x Oh

Tensédo 0,60 0,21 0,44 0,18 050 0,31 0,551 0,18 0,39 0,15 0,55 0,20 0,57 0,16 0,0109* -7d x Oh
Teste )

Pressdao 0,67 0,29 0,49 0,17 050 0,16 0,66 0,21 0,54 0,19 0,69 0,20 0,61 0,16 0,006* gﬁ;ﬂ‘d

* Estatisticamente significativo
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Foram avaliadas, ainda, as diferencas intergrupos (TT, TP, CT e CP) em cada tempo.
Estas comparagcfes ndo mostraram resultados estatisticamente significativos. Da mesma forma
as comparacdes entre os lados pressdo e tensdo para cada tempo individualmente ndo foram
significativas com exceg¢éo do lado teste nos tempos 7d (p= 0,03776) e 14d (p= 0,02307) nos
quais foram observados niveis mais elevados de FG no lado pressdo em relagdo ao tensdo. No

Gréfico 6 visualizam-se as alteragcdes do FG de todos os grupos ao longo do tempo.

Volume FG
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0,6
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0,3 == Controle-Tensao

FG vol. (ul)

0,2 = Controle-Presséo

0,1

0,0
-7d  Oh 1h 24h 7d 14d 21d

Grafico 6 — Alteracdes do volume do fluido gengival nos lados controle/teste,
tensdo/pressao a partir de suas médias.
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5 DISCUSSAO

Estudos prévios sugeriram que o fluxo do fluido gengival reflete as mudancas dos
tecidos periodontais mais profundos, como 0sso alveolar e ligamento periodontal, de dentes
sob a acdo do tratamento ortodontico (GRIEVE et al., 1994; HEASMAN; MILLETT,;
CHAPPLE, 1996; IWASAKI et al., 2001; IWASAKI et al., 2005; TUNCER et al., 2005;
KRISHNAN; DAVIDOVITCH, 2006; MASELLA; MEISTER, 2006).

No presente estudo, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-12 e MMP-13
foram escolhidas por estarem envolvidas em diferentes fases da remodelacdo do colageno e
catalisarem a degradacdo inicial da maioria das matrizes proteicas extracelulares do LP. Estas
proteases sdo, em conjunto, responsaveis pela degradacdo de todos os componentes da matriz
extracelular, ndo apenas durante a remodelacdo do tecido conjuntivo, mas também em Varios
processos patologicos associados a destruicdo tecidual. As metaloproteinases da matriz
avaliadas foram detectadas no fluido gengival e pdde ser observada a flutuacdo dos niveis
destas MMPs durante o periodo de 28 dias do estudo sendo encontradas poucas alteracoes
com significancia estatistica entre os tempos, lados controle/teste e lados pressdo /tensdo. As
poucas varia¢des encontradas concentraram-se nas MMPs -1 e -3 sendo em CT para MMP-1;
CP para MMPs -1 e -3 entre os tempos 24h e 7d; e 7d e 21d para ambas MMPs, TT para
MMP-3 entre os tempos 24h e 7d; 7d e 14d; e 7d e 21d e em TP para MMP-1 entre 0s tempos
24h e 7d e para MMP-3 entre os tempos 7d e 14d.

Foram avaliadas, ainda, as diferencas intergrupos (TT, TP, CT e CP) em cada tempo.
Estas compara¢cfes ndo mostraram resultados estatisticamente significativos. Da mesma forma
as comparacOes entre os lados pressdo e tensdo para cada tempo individualmente néo
demonstraram resultados significativos.

Observou-se que os niveis de MMP-8 apresentaram-se muito mais elevados que das
outras MMPs testadas (Tabelas 2, 3, 4 e 5, folhas 44, 46, 47 e 48) porém, suas varia¢fes nao
se mostraram significativas ao longo do tempo, entre os lados controle/teste e pressdo/tensdo.
Desta maneira, embora tenha sido encontrada expressdo mais elevada em relagdo as outras
MMPs ndo se pode sugerir que esta colagenase tenha atuacdo na remodelacdo periodontal

durante a movimentacao dentaria ortodéntica.
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Estes resultados podem ser confrontados com o estudo de Rescala (2005) que
quantificou a presenca de MMP-8 no FG de 20 pacientes com periodontite e 10 com
gengivite. Os resultados mostraram que o grupo de pacientes com periodontite apresentou
niveis de MMP-8 significativamente mais altos que pacientes com gengivite. A MMP-8 tem
sido relatada como um potencial marcador para monitoragdo da condicdo periodontal, sendo
uma das principais responsaveis pela quebra de colageno durante a periodontite cronica.
Outros estudos também relatam altos niveis de MMP-8 no FG de pacientes com periodontite
(INGMAN et al., 1994; LEE et al., 1995; INGMAN et al., 1996). Estes dados associados aos
resultados encontrados no presente estudo sugerem que aumento nos niveis de MMPs como a
MMP-8 no FG pode estar mais relacionado as alteracdes periodontais inflamatorias do que
com a movimentacao ortodontica.

Estudos in vivo, avaliando MMPs no FG relatam resultados contraditorios (REDLICH
et al., 2001; APAJALAHTI; SORSA; INGMAN, 2003; INGMAN et al., 2005;
CANTARELLA et al., 2006; BILDT et al., 2009; CAPELLI JUNIOR et al., 2010). A
incoeréncia nos resultados pode ser atribuida principalmente as diferentes condicOes
experimentais, tais como a magnitude, duracdo e tipo de forca empregada e da natureza
complexa das condi¢des in vivo, 0s quais podem influenciar as alteragdes fenotipicas causadas
por forcas mecénicas (REDLICH et al., 2001).

Apajalahti, Sorsa e Ingman (2003) observaram aumento significativo nos niveis de
MMP-8 no FG de 4 a 8 horas apds a aplicacdo da forca, quando comparados a antes da
aplicacdo e aos dentes controle, diferentemente dos resultados encontrados no presente
estudo. Este aumento da MMP-8 esta de acordo com o estudo piloto realizado por Ingman et
al. (2005) que encontrou, ao avaliar pacientes diariamente durante 30 dias, niveis desta
enzima, significativamente maiores nos pacientes ortodénticos em relagdo ao grupo controle.
No entanto Bildt et al. (2009) ndo conseguiram identificar MMP-8 no FG. Diferencas nos
métodos de avaliacdo, periodos de coleta e técnicas de analise podem explicar, em parte, as
diferencas encontradas entre o presente estudo e outros relatados na literatura.

No presente trabalho os niveis de MMP-1 apresentaram-se ligeiramente aumentados
em alguns tempos avaliados e os de MMP-2 constantes, o que contradiz resultados obtidos em
outros estudos que observaram um aumento na MMP-2 e presenca de maiores niveis de
MMP-1 ativada nos lados de pressao e tensdo quando comparados ao controle. Porém outros
estudos que objetivavam avaliar as alteracdes da MMP-1 durante 0 movimento dentario
inicial ndo foram capazes de detectar a presenca desta MMP no fluido gengival
(APAJALAHTI; SORSA; INGMAN, 2003; INGMAN et al., 2005).
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Segundo Bildt et al. (2009), estas variacOes podem dever-se ao fato de que a MMP-1
parece aumentar durante 0 movimento dentario mais prolongado, enquanto a maioria dos
estudos avalia as variacGes das MMPs em periodos mais curtos de tempo.

Estudos in vitro mostraram 0os mecanismos reguladores do RNAmM da MMP-1 e MMP-
2 e a producdo destas proteinas sob estresse mecanico nos fibroblastos gengivais e
periodontais de seres humanos (CARANO; SICILIANI, 1996; BOLCATO-BELLEMIN et al.,
2000; REDLICH et al., 2001; NAHM et al., 2004). Além disso, foi demonstrado em um
modelo in vitro de LP que fibroblastos de seres humanos podem perceber e responder de duas
formas distintas de estimulo mecénico, forcas tensionais e compressivas, a sintese ou
degradagédo de matriz extracelular (HE et al., 2004).

As MMPs desempenham papel de grande importéancia na quebra de colageno e matriz
extracelular e remodelacdo do ligamento periodontal, importantes fatores para que a
movimentacdo ortoddntica ocorra. Partindo deste principio, os achados deste estudo com
alteracbes pouco significativas nos niveis das MMPs, sugerem que estas enzimas S&o
liberadas em quantidade suficiente para que 0 movimento dentario ocorra e sendo consumidas
quase que integralmente pelos tecidos periodontais ao redor do dente movimentado, nédo
havendo elevacéo significativa nos niveis no FG.

Considerando ainda que o volume e a composicdo do FG sdo diretamente
influenciados pela inflamacéo gengival induzida por placa bacteriana (EGELBERG, 1966), 0s
pacientes participantes da amostra deste estudo receberam orientacfes de higiene oral,
utilizaram gluconato de clorexidina a 0,12% e foram acompanhados durante o periodo do
estudo com o objetivo de minimizar o impacto de uma possivel inflamagdo gengival nos
resultados.

Estudos prévios mostraram que independentemente da existéncia de movimento
dentario observado clinicamente, o volume de fluido gengival seria influenciado pela
presenca de aparelhagem ortodéntica sugerindo que a inflamacao teria um maior efeito sobre
0 volume de FG do que a movimentacdo ortodéntica (PERINETTI et al, 2002;
APAJALAHTI et al., 2003). Apajalahti et al., (2003), Ingman et al. (2005) e Perinetti et al.
(2002) obtiveram resultados que mostraram que o fluxo do FG ndo foi alterado
significativamente pelo tratamento ortoddntico. Estes achados corroboram os resultados
encontrados no presente estudo, no qual ndo foram observadas diferencas significativas no
volume de FG quando comparados os lados teste e controle. As flutuagfes de volume de FG

encontradas no lado teste ao longo do tempo foram semelhantes ao lado de controle. No
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entanto, nos intervalos de tempo entre -7d e Oh nos lados CP, TT e TP e entre Oh e 14d no
lado TP foram observadas diferengas significativas.

Estas diferencas mostraram uma tendéncia de concentragdo quando comparados o
tempo -7d em relacdo ao tempo Oh, coletado uma semana apds as instrugdes de higiene oral e
14d. Isso se justifica pela alteracdo no padrdo de higiene oral, visto que em -7d 0s pacientes
apresentavam seus padrdes proprios de higiene bucal. Neste tempo os valores de leitura do
Periotron® mostraram achados clinicos indicativos de presenca de inflamacéo suave no tecido
gengival. Estes valores estiveram de acordo com estudo prévio que quantificou o volume de
fluido gengival em pacientes portadores de gengivite (GOODSON, 2003).

Em contraste, Tuncer et al. (2005) demonstraram, em pacientes submetidos a
movimentagdo ortoddntica, aumento do volume de FG no lado tenséo 24 horas apds o inicio
da movimentacdo e no lado pressdo na primeira hora com diminuicdo apés 10 dias. Apds 30
dias foi observado aumento em ambos os lados. Segundo os autores, estes resultados sugerem
que o trauma mecanico seria 0 responsavel pela resposta inflamatéria precoce determinada
pelos altos niveis de FG. Capelli Junior et al. (2010) observou em pacientes ortodénticos
submetidos ao movimento de distalizacdo de caninos superiores alteracdo significativa do
volume de FG ao longo do tempo nos lados de pressdo e tensdo. No entanto, estes achados
devem ser analisados com cautela visto que a area do sulco gengival é Unica e continua
existindo a possibilidade de contaminagdo entre o fluido gengival presente nas areas de
pressdo e tensdo (CANTARELLA et al., 2006).

Samuels, Pender e Last (1993) afirmaram que ainda que nenhuma altera¢do na saude
gengival ocorra, o volume de FG pode aumentar significativamente durante a movimentacao
ortoddntica. Uma explicacdo para estas diferencas pode estar relacionada aos diferentes
métodos de coleta de FG. Além do mais, em estudos in vivo € impossivel separar 0s
resultados que representam injarias aos tecidos daquelas que representam resposta celular a
forca aplicada. Apenas em estudos in vitro esta diferenciacao é possivel (CANTARELLA et
al., 2006).

E importante salientar que a variabilidade na resposta mecanica entre os pacientes é
comum na pratica ortodéntica. Estas razdes podem incluir diferencas no LP e nimero de
células do osso alveolar e genomas, incluindo 0s genes para proteinas sinalizadoras; nimeros
de glébulos brancos, fatores de crescimento, e citocinas por medida volumétrica do tecido-
sangue; densidade mineral do osso alveolar; e vascularizacdo do LP e o0sso alveolar por
medida volumétrica dos tecidos (MASELLA; MEISTER, 2006).
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A andlise de substancias pro-inflamatérias no FG mostra-se uma boa opc¢do para
examinar alteracbes bioquimicas que ocorrem no ligamento periodontal durante a
movimentacdo ortodontica (CANTARELLA et al., 2006; BILDT et al., 2009; DILSIZ et al.,
2010).

Até o presente momento, ndo existem na literatura trabalhos que avaliem sete
diferentes MMPs no FG durante o movimento dentério ortodontico. Analises das MMPs no
movimento dentario ortoddntico podem contribuir para regimes de tratamentos mais
previsiveis no futuro. Podem servir como um auxiliar de diagnéstico para prever a taxa de
movimento dentario e eventual recidiva (BILDT et al., 2009).

O projeto ENCODE (ENCODE PROJECT CONSORTIUM, 2004) comegou a
identificar os elementos estruturais e funcionais do genoma humano. Esta e outras pesquisas
poderdo permitir no futuro a correlagcdo do genotipo do paciente com a apresentacdo clinica e
perfis de proteinas analisados laboratorialmente. Isso permitird que ortodontistas possam
identificar fatores bioldgicos que induzam ou inibam o movimento dentério ortodontico e,
talvez, um plano de intervencdo molecular para maximizar a resposta ao tratamento. Se a
expressdo genética em tecidos submetidos a forca mecanica apresentar padrdes de alteracéo
nas proteinas secretadas no sangue ou no FG, talvez estes meios possam servir como janelas
para o diagndstico e prognostico e fontes de biomarcadores durante o tratamento ativo para
avaliacdo da eficiéncia da mecéanica empregada (ALHASHIMI et al., 2001; MASELLA,;
MEISTER, 2006).
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6 CONCLUSOES

A partir da metodologia aplicada e pelos resultados obtidos, é possivel apresentar as

seguintes conclusoes:

1) foram observadas flutuagdes no volume do FG nos tempos analisados.
Houve diferencas significativas apenas nos intervalos de tempo entre -7d e
Oh nos lados CP, TT e TP. Em TP foi observado ainda aumento do volume
entre os tempos Oh e 14d;

2) as metaloproteinases da matriz MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8,
MMP-12 e MMP-13 foram detectadas no FG nos lados controle/teste e
lados pressdo/ tenséo, em todos os intervalos de tempo analisados;

3) as flutuacbes dos niveis das MMPs apresentaram poucas alteracdes
significativas entre os tempos, lados controle/teste e lados pressdo/ tenséo.
As poucas variacdes encontradas concentraram-se nas MMPs -1 e -3. As
diferencas intergrupos (TT, TP, CT e CP) em cada tempo ndo mostraram
resultados significativos assim como as comparacdes entre os lados pressao
e tensdo para cada tempo individualmente;

4) as niveis de expressao da MMP-8 apresentaram-se muito mais elevados que
das outras MMPs avaliadas. No entanto, ndo foram observadas diferencas
significativas no fluido gengival de dentes sob movimentacdo ortodéntica

comparados aos dentes controle.
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APENDICE — Termo de consentimento.

TERMO DE CONSENTIMENTO

Prezado Paciente e/ou Responsavel:

Este é um estudo que tem como objetivo avaliar o fluido gengival encontrado préximo
a alguns dentes que serdo movimentados no tratamento ortoddntico. O procedimento de
coleta da saliva serd feito com tiras de papel, é indolor e ndo invasivo. Somente serdo
selecionados para participar deste estudo, pacientes em cujo plano de tratamento estejam
previstas extracfes de pré-molares. A participacdo € voluntaria e ndo ird trazer nenhum
maleficio ao paciente. Nos dias pre-determinados, é obrigatorio o comparecimento, para que
sejam realizados os procedimentos clinicos e de coleta do fluido gengival, sem quaisquer

onus.

Os dados gerados neste trabalho sdo confidenciais e s0 serdo utilizados com fins

cientificos, como a publicacdo de artigos, conferéncias, painéis ou temas-livres.

Eu,

certifico que, lendo as

informacGes contidas no termo de consentimento e suficientemente esclarecido(a) sobre

todos os itens, autorizo a minha participacdo ou participacdo do meu filho(a).

Rio de Janeiro, de de 2007.

Nome do paciente participante:

Assinatura do Paciente ou Responsavel
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ANEXO — Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto

2 vERS ; HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO

b
S g%g UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO Hl =
Vs & COMITE DE ETICA EM PESOUISA ] :

Rio de Janeiro, 14 de fevereiro de 2008

Do: Comité de Etica em Pesquisa

Prof. Paulo José D'Albuquerque Medeiros

Para: Aut. Cristiane Canavarro R. Martins
Orient. Prof. Jonas Capelli JUnior

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitdrio Pedro Ernesto, apds avaliacdo,
considerou o projeto (1948-CEP/HUPE) "MEDIADORES PROINFLAMATORIOS NO FLUIDO
GENGIVAL DURANTE O MOVIMENTO DENTARIO ORTODONTICO" aprovado, encontrando-se este
dentro dos padroes éticos da pesquisa em seres humanos, conforme Resolugdo n.°196 sobre
pesquisa envolvendo seres humanos de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Salde,
bem como o consentimento livre e esclarecido.

O pesquisador deverd informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica solicita a V. S2., que ao término da pesquisa encaminhe a esta comisso

um sumario dos resultados do projeto.

Prof. Paulo Jos¢| D'Abuguerque Medeiros
Membro do Comtité de Etica em Pesquisa

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TEL: 21 2587-6353 — FAX: 21 2264-0853 - E-mail: cep-hupe@uerj.br



