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RESUMO

Introducgao: A aplicacdo de forca ortodontica usada na movimentagdo dentéria
promove a compressdo do ligamento periodontal estimulando a produgdo de
mediadores inflamatérios e a remodelagdo tecidual, processo para o qual € necesséra a
sintese de metaloproteinases.

Objetivo: Estudar a atividade de metaloproteinases (MMPs) 2, 3, 7, 9 ¢ 10 em
culturas de fibroblastos humanos derivados do ligamento periodontal submetidos a
simulacao de forca ortodontica.

Método: Os fibroblastos foram submetidas a centrifugacdo (141g) e analisadas
quanto a viabilidade celular, sintese e secre¢ao de proteinas e atividade de MMPs por
zimografia em gel de caseina e gelatina ap6s 24, 48 e 72 horas.

Resultado: Observou-se queda na concentragio de proteinas totais no lisado celular a
partir de 48 horas (p<0,01) e na atividade de pr6-MMP 2 no meio de cultura em 24
(p<0,0001) e 48 horas (p<0,05) em relagdo aos grupos controle e estimulados.
Conclusao: O modelo de simulacdo de for¢a ortodontica através da centrifugacao de
culturas de fibroblastos do ligamento periodontal humano promove queda na excre¢ao

de proteinas e na atividade da pr6-MMP 2.
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ABSTRACT

Introduction: The orthodontic force compresses the periodontal ligament promoting
pro-inflammatory mediators as well as matrix metalloproteinases activity responsible
for tissue rearrangement and tooth movement.

Objectives: To study the activity of matrix metalloproteinases (MMPs) 2, 3, 7,9 e 10
in human fibroblasts derived from the periodontal ligament submitted to simulated
orthodontic force.

Method: Human fibroblasts were submitted to a force of 141g during centrifugation,
followed by analysis of cell viability, total protein quantification in lysate and medium
and activity of matrix metalloproteinases either by gelatin or casein zimography after
24, 48 and 72 hours.

Results: A decrease on the total protein on cell lysate was observed at 48 and 72
hours after the stimulation (p<0,05) with a decrease in pro-MMP 2 activity at 24
(p<0,0001) and 48 hour (p<0,05) in culture media.

Conclusion: The use of centrifugation as a model of simulated orthodontic force
promotes decrease in the secretion of protein and on pro-MMP 2 activity in cultured

human fibroblasts derived from the periodontal ligament.
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1.INTRODUCAO

1.1 Generalidades sobre o Processo Inflamatorio

A inflamacdo é um processo reacional muito freqiiente, podendo ser causada
por agentes, quimicos, fisicos ou bioldgicos. Tais agentes, atuando sobre o tecido,
induzem a liberacdo de mediadores, que produzem alteracdes hemodinamicas com
exudacdo de plasma e células sangiiineas para o intersticio. Os mediadores
inflamatérios de acdo imediata t€ém a fung¢do de promover o inicio dos fendmenos
vasculares e exsudagdo; ja os de acdo tardia agem na manutencdo dos fendmenos
inflamatérios e nos processos reparativos, podendo levar a inflamacdo cronica ou a

resolucdo do processo inflamatério .

O tecido inflamado pode sofrer modificagdes progressivas pela ocorréncia de
angiogénese e de neoformagdo conjuntiva para reparagcao da lesdo inflamatdria. Tanto
o transudato de proteinas plasmaticas como o exsudato de células inflamatdrias sao
eventos iniciais nesse processo. As cininas e as proteinas plasmaticas sdo responsaveis
pelo aumento do edema e da pressd@o oncética intersticiais. Certas enzimas atuam
sobre a substiancia fundamental amorfa provocando a quebra de moléculas de
proteoglicanos e, juntamente com células inflamatorias, responsaveis pela fagocitose e
processamento dos remanescentes da resposta inflamatéria, contribuem para a
remodela¢do do tecido. A reparag@o prossegue com atuacdo de fibroblastos na sintese
e reorganizacdo de coldgeno e de outras proteinas estruturais. Dentre as enzimas de

acdo local responsdveis pela degradacdo e remodelamento do coldgeno e de outras
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proteinas estruturais do tecido conjuntivo destacam-se as do grupo das

metaloproteinases .

1.2 Os Fibroblastos e o Ligamento Periodontal

Os fibroblastos constituem uma populagdo celular altamente diversa com fendtipos
diferentes em um mesmo tecido, derivadas dos tecidos mesenquimais sendo
responsaveis pela sintese e degradacao fibrosa e nao-fibrosa de proteinas da matriz
extracelular e de varios fatores soluveis. Eles sao capazes de sintetizar fibras
coldgenas, do tipo I e III, reticulares, elasticas, proteoglicanos e glicoproteinas da

matriz extracelular para formar a estrutura da matriz extracelular .

O fibroblasto € capaz de sintese simultinea de mais de um tipo de proteina de
matriz e sua morfologia sugere a presenga de multiplos perfis de reticulos
endoplasmdticos rugosos e mais de um aparelho de Golgi em atividade. A
microscopia eletronica surgem diferentes densidades de foco ao longo da membrana
plasmdtica que sdo identificadas como pontos de comunicagdo do citoesqueleto;
proteinas integrais de membrana como os receptores de integrinas € uma variedade de
proteinas da matriz incluindo a laminina, fibronectina, vitronectina, trombosodina e o

colageno @,

H4 um grande interesse no esclarecimento dos meios de estimulagdo dos
fibroblastos, devido a sua capacidade proliferativa e de sintese, na cicatrizacdo de

feridas .
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Culturas primdrias de fibroblastos do ligamento periodontal revelam a
expressdo de vimentina, proteina presente nos filamentos intermedidrios, assim como
sintese e deposicdo de coldgeno tipo I e fibronectina . Quando estimulados com
TNF-a ou IL-1B produzem PGE, por um processo mediado pelas ciclooxigenases. A
aplicacdo local de PGE, no periodonto de roedores, primatas e seres humanos com
dentes submetidos a for¢a ortoddontica aumentou as taxas de movimentacdo

dentaria .

O reconhecimento de que fibroblastos sdo células mecano-sensiveis com papel
importante em processos patoldgicos, estimula o desenvolvimento de modelos in vitro

para estudar a resposta dos fibroblastos a estimulos mecénicos .

O ligamento periodontal € o tecido conjuntivo situado entre a raiz dos dentes e

0 0sso alveolar e atenua as forcas mecénicas como a oclusal e a ortoddntica 7.

O ligamento é composto por componentes celulares e intercelulares. Dentre os
componentes intercelulares, a matriz extracelular, por exemplo, € composta
basicamente por elementos fibrosos e substancia fundamental. O principal elemento
fibroso € o coldgeno (tipos I e III), que atua na resisténcia as forcas, mantendo o dente
em contato com o osso alveolar. Os principais componentes da substincia

fundamental do ligamento periodontal sdo proteoglicanos e glicoproteinas © .

O ligamento periodontal funciona como fonte de células pluripotentes e de
mediadores que controlam funcdes celulares nos tecidos vizinhos. E composto de

elementos acelulares, de células endoteliais, fibroblastos e macréfagos residentes. As
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células endoteliais sdo encontradas em monocamadas sobre uma membrana basal de
coldgeno, contribuindo para a formacdo de capilares periodontais. Elas produzem
metaloproteinases e sintetizam coldgeno extracelular. Contribuem para a degradacgado e
reconstru¢do vascular do periodonto e para o remodelamento da matriz extracelular

durante o movimento dentario ¥,

1.3 Movimentacao Dentaria e a Forca OrtodOntica

O crescimento craniofacial é acompanhado por constantes migracdes
dentarias, com o preenchimento dos espacos formados na base da maxila e da

mandibula ©.

Processos especificos responsdveis pela mudanga na posi¢do dos dentes e pela

erupcdo dos mesmos ocorrem no ligamento periodontal e no osso alveolar .

No deslocamento do dente, ha diferenciacdo celular no lado de pressdo com
ativacdo de osteoclastos cuja fungdo € a de reabsorver a parede do osso alveolar. Apds
a reabsorcdo, os osteoblastos se encarregam de depositar nova matriz éssea nas
lacunas de reabsorcdo (Lacunas de Howship) onde novas fibras do ligamento
periodontal serdo conectadas. Esse processo de restauracdo das fibras periodontais
ocorre tanto na parede dssea quanto na superficie radicular, com o rompimento dos

ligamentos fibrosos ¢ %'V,

No lado de tensao, predomina a deposicdo dssea concomitante ao rearranjo dos

ligamentos periodontais. Existem fibras remanescentes ao processo de reabsor¢cdao que
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serdo religadas e novas fibras dento-alveolares (Fibras de Sharpey) que serdo
formadas pelos fibroblastos migrados do tecido 6sseo adjacente. O espaco periodontal
tende a permanecer com sua extensao original apesar das mudangas ocorridas com o

posicionamento do dente 1%,

A pressdo no ligamento periodontal durante a aplicagdo de forca ortodontica
leva a compressdao vascular e alteracdo do fluxo sangiiineo durante o movimento
ortoddntico. Essas mudancas provocam ativacao celular com a liberagdo de moléculas

pré-inflamatérias no ligamento periodontal, como citocinas e prostaglandinas .

O equilibrio molecular entre a sintese de coldgeno e a sua degradagdao no
periodonto, pode ser alterado pela aplicacdo de forca. Entretanto esse mecanismo

ainda ndo é bem esclarecido % ',

No eixo principal de deslocamento do dente, as zonas de pressdo e de tensao
sdo bem definidas, apds a aplicacdo da for¢a ortodontica, nas margens do
deslocamento ocorre uma combinagdo entre tensdo e pressdao, com estiramento das

fibras coldgenas .

A extensdo do espago periodontal pode variar de 0,2 a 0,25 mm em
conseqiiéncia da atividade celular. Quando existem for¢as maiores atuando sobre o0s
dentes, como no caso da movimentagdo ortoddntica, os espacos periodontais serdao

maiores, o que determinard um aumento na atividade celular ©)
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O movimento ortodontico é baseado na aplicacdo de pressdao de forma
prolongada nos dentes resultando em remodelamento das estruturas periodontais, o
que inclui o osso alveolar e o ligamento periodontal. A forca aplicada na terapia
ortodontica deve ser capaz de promover a maxima resposta tecidual mantendo a
vitalidade dos tecidos periodontais, sem, contudo, causar reabsor¢ao radicular e dor.

Ela pode ser empregada de forma continua, interrompida-continua e intermitente ‘.

O processo de reabsorcao pode ser observado apds 12 horas de aplicacdo da

forca ortoddntica com sensivel aumento de células periodontais apés 30 a 40 horas ©.

A aplicacdo de forcas no estudo da resposta dos tecidos, com relacdo as
alteracdes celulares com reconstru¢do de fibras coldgenas ja foi utilizada em ensaios
para elucidar e entender melhor o mecanismo de remodelamento do tecido

conjuntivo .

As mudangas morfolégicas e histoquimicas nas células do ligamento
periodontal tem sido, também, investigadas. Menor atencdo foi dedicada ao estudo da
presenca das metaloproteinases no periodonto em resposta a forcas mecanicas. Sabe-
se, porém, que a atividade total de colagenase no fluido crevicular gengival (GCF) de
pacientes em tratamento ortoddntico com aparelhos fixos apresenta um aumento

significativo durante o periodo de 1 més de tratamento '?.

O aumento na produ¢do de MMP-1, MMP-2, TIMP1 e TIMP2 foi

comprovado em fibroblastos humanos gengivais e periodontais submetidos a pressao

continua in vitro, sem aumento da expressao de MMP-9 nessas células (3.12).
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A expressaio de RNAm de MMP-8 e MMP-13 em ratos aumenta durante o
movimento dentdrio. Este, pode ser inibido pelo uso de supressores de

metaloproteinases nesses animais '+ ',

1.4 As Metaloproteinases

As metaloproteinases (MMPs), produzidas por vérios tipos celulares, como
fibroblastos e células endoteliais, sdo endopeptidases dependentes de zinco com um
dominio estrutural de forma latente (Pr6-MMP) e ativadas por remogao proteolitica da
terminacao pré-peptidica amino-terminal. Elas t€m ampla participagdo nos processos
de desenvolvimento embriondrio, cicatriza¢do, remodelamento tecidual, angiogénese
e nas reagOes inflamatérias de natureza infecciosa, neopldsica, traumética ou auto-
imune. Exercem importante papel na quebra e reorganizacdo de componentes da

matriz extracelular incluindo o coldgeno, a fibronectina e a laminina. (4,16,17,18,19)

Ja foram identificados mais de 20 membros diferentes de MMPs, incluindo
colagenases (MMP-1, -8 e —13), gelatinases (MMP-2 e —9), estromelisinas (MMP-3, -
11 e —10), matrilisina (MMP-7), e metaloproteinases de membrana ou MT-MMPs
(MMP-14, -15, -16 e —17), cada uma com substratos especificos, o que pode ser

explicado pela presenca de dominios estruturais especificos ?* "2,

A colagenase intersticial (MMP-1), é produzida, principalmente por

fibroblastos, a colagenase neutrofilica (MMP-8), por neutréfilos e a colagenase 3

(MMP-13) € produzida, principalmente, por osteoblastos (23,24,25)
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As gelatinases s@o uma subfamilia das metaloproteinases que degradam as
membranas basais de coldgeno tipo IV e V, vitronectina e elastina. Elas s@o secretadas
nos compartimentos intercelulares como formas latentes que requerem um processo
proteolitico da regiao N-terminal, com perda de um peptideo de aproximadamente
10 KDa para se tornarem ativas. Apresentam capacidade de degradar coldgeno nativo
tipo I, IV, V, VII, VIII, XI e gelatina e possuem alta especificidade para o coldgeno

desnaturado ?*26:27:2%),

A estrutura bésica da maioria das metaloproteinases € caracterizada pela
presenca de dominios protéicos: um pré-dominio, um dominio ativo, um dominio de
ligacdo com Zn”*, todas as metaloproteinases, com excecio das MMP-7 e MMP-26
contém um dominio de hemopexina carboxi-terminal adicional. As metaloproteinases
de membrana (MT-MMPs) fazem conexdo com a membrana através de uma ancora
hidrofébica terminal carboxilica. As gelatinases A (MMP-2) e B (MMP-9)
apresentam ainda um dominio de fibronectina de ligacdo a gelatina. A MMP-9 tem
um dominio de coldgeno tipo V rico em Ser/Thr/Pro. Comparada com as outras

MMPs, a gelatinase B é a que apresenta a estrutura mais complexa 2%

As duas metaloproteinases, MMP-2 ¢ MMP-9 contém trés moédulos de
fibronectinas tipo II, que formam o dominio de ligacdo ao coldgeno (CBD).
Investigacdes anteriores demonstraram que virtualmente todas as propriedades de
ligacdo ao coldgeno das MMP-2 e MMP-9 residem nestes dominios. CBD-
recombinantes (rCBD) isolados de MMP-2 se ligam especificamente nao somente ao
coldgeno tipo I, mas também a uma série de tipos de coldgeno e elastina nativos e

desnaturados, que sdo substratos para a MMP-2 e heparina '* .



Introdugdo 10

A MMP-2 € expressa constitutivamente por varios tipos celulares,
especialmente em fibroblastos, e a MMP-9 por células epiteliais, neutréfilos e
eosindfilos. As metaloproteinases sdo independentemente reguladas por diferentes
citocinas e fatores de crescimento. Alteracdes da matriz extracelular geram profundos

efeitos no comportamento de células endoteliais > 2% 3% 3.

As Estromelisinas (MMP-3, MMP-10, MMP-11 e MMP-12) e a matrilisina
(MMP-7) degradam a maioria dos tipos de coldgeno, fibronectina, lamininas,

elastinas, gelatinas e o nicleo protéico dos proteoglicanos '3,

A estromelisina 3 (MMP-11) € secretada durante os processos de reparo
tecidual, implanta¢do do trofoblasto, e involucdo de glandulas mamadrias e contribui

para intensa remodelacdo tecidual .

Mutacdes nos CBDs impedindo sua expressdo resultaram em reduzida
atividade gelatinolitica e auséncia de propriedades elastinolitica na MMP-2 bem como

em alteracdes na degradacdo de coldgeno tipo XI e da gelatina na MMP-9 !,

O dominio de ligacio ao Zn** contém uma seqiiéncia conservada dos
aminodcidos ala-his-glu-x-gly-his-x-x-gly-x-x-his (onde x significa qualquer
aminodcido), e as trés histidinas sdo responséveis pela ligacdo ao fon Zn**. O dominio
de ligacdo ao Zn”* forma um sitio ativo que, com o dominio ativo sdo essenciais para

a atividade enzimatica *>.

Na pré-enzima, o quarto ligante do Zn”* é a cisteina da seqiiéncia pro-arg-cys-
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gly-x-pro-asp do pré-dominio. Este ligante pode ser removido por varios tipos de
protedlises ou modificado pela ligacdo do substrato para permitir a atividade

enzimatica .

A funcdo do dominio de hemopexina ndo € muito clara. Uma das hipéteses
sugere que a hemopexina contribui para a especificidade dos substratos nas
colagenases. Porém, para a gelatinase B, € mais evidente que ela seja importante para
a ligacdo de inibidores das metaloproteinases teciduais (TIMPs). As repeti¢des das
unidades de fibronectina tipo II na MMP-9 sdo as responsdveis pela ligacdo a gelatina,
laminina e coldgeno tipo I e IV, em contraste com as colagenases, onde a capacidade
de ligacdo ao coldgeno é conferida pelo dominio de hemopexina. O estado de ativagao
da gelatinase B também ¢é importante, pois a pro-MMP 9 se liga, com maior afinidade,
ao coldgeno tipo I e a gelatina e, com menor afinidade, ao coldgeno tipo IV, quando

comparada com a forma ativa *.

O dominio de hemopexina C da MMP-2 nao se liga ao coldgeno tipo I nativo
ou desnaturado apesar dessa funcao ser realizada pelos médulos de fibronectina tipo 11
dentro do sitio catalitico da MMP-2. Esse sitio é organizado de forma a criar um

dominio compacto de ligaco ao coldgeno (CBD) .

A estromelisina-1 (MMP-3) e a matrilisina (MMP-7) tém um dominio
estrutural similar com relagdo as gelatinases e exibem uma larga especificidade de
substratos. Elas degradam proteoglicanos, gelatinas, elastina e glipoproteinas como a

fibronectina e a laminina ®V.
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A largura da fenda do sitio ativo (didmetro de 5A) das MMPs ndo consegue
acomodar todas as trés cadeias o (didmetro de 15A) de coldgeno. A tripla hélice de
coldgeno deve ser desenrolada previamente a clivagem em um processo dependente
da atividade tripla de helicases. O dominio catalitico das MMPs isolado ndo consegue
clivar a tripla hélice do coldgeno e necessita de outros sitios de ligacdo fora da fenda

do sitio ativo para a clivagem do coldgeno nativo @n

As metaloproteinases humanas e murinas apresentam seqii€éncias gé€nicas e a
distribuicao de 13 exons e introns similares. Anélises citogenéticas da gelatinase B em
comparacdo com a de outras MMPs mostraram que os genes das MMPs se localizam
no cromossomo 11g22. Os genes das MT-MMPs (metaloproteinases de membrana)
estdo em loci diferentes e a gelatinase B ocupa um udnico locus no cromossomo
20q12-q13. O locus do gene da gelatinase B murina foi identificado no cromossomo 2

e o da estromelisina 3 (ST3, MMP-11) no cromossomo 22q11,2 @3

As MMPs sdo reguladas por mecanismos de transcricdo génica, secre¢ao,
ativacdo, inibicdo e glicosilagdo, mas os seus genes ndo sdo expressos em todos 0s
tipos de células. A expressdo da gelatinase B geralmente ndo apresenta niveis basais
detectaveis e s6 pode ser observada apds a transcri¢do do gene e sintese de RNAm. Na
maioria das células, a transcricdo genética € induzida e s6 depois da tradugdo do
RNAm € que a enzima passa a ser secretada pelos mecanismos normais @330 Na
indugdo e ativacdo das gelatinases participam componentes da matriz extracelular,

incluindo a fibronectina, coldgeno tipo [ e IV @

A ativacdo das gelatinases pode ser induzida nas células endoteliais humanas
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por agentes ndo fisiolégicos como “phorbol myristate acetate” (PMA) que §é
responsavel pela fosforilagdo da proteina Kinase C. Mudangas nos componentes da
matriz extracelular como a matriz de coldgeno tipo I, podem alterar a secrecdo e a

ativacdo de células humanas endoteliais **.

A maioria das MMPs € liberada na forma de pré-enzima, e sua ativacdo
envolve interferéncia de proteinases incluindo das préprias metaloproteinases. Os
inibidores enddégenos, TIMPs (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4), podem inibir
virtualmente todos os membros da familia das metaloproteinases. O equilibrio entre

os TIMPs e as MMPs ¢ importante para a regulaco de proteélise ©*.

A Interleucina — 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral - oo (TNF - a) estimulam
a produc¢do de MMPs incluindo a gelatinase B. A expressdo de gelatinase A, contudo,

ndo sdo alteradas com essas citocinas @ 3%,

A presenga da estromelisina 3 (MMP-11) foi demonstrada em fibroblastos do
estroma localizados ao redor das células tumorais em varios tipos de carcinomas
humanos, incluindo os mamadrios e o de células basais, 0 que sugere sua participagao
na progressao desses tumores. A estromelisina 3, também, foi encontrada em células
musculares lisas, células endoteliais e macréfagos presentes nas lesdes

ateroscleréticas, mas ndo no tecido vascular normal (23,33),

Como outras metaloproteinases, a estromelisina 3 € secretada durante os
processos de reparo tecidual, implantagdo do trofoblasto e involu¢do de glandulas

mamadrias, participam em todos os processos onde ocorre em intensa remodelagcdo
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tecidual .

Poucos hormoénios foram relacionados com a expressio de MMPs. Em
estudos de inducao de metamorfose por hormdnio tireoidiano em girinos, a MMP-11
apresentou altos niveis de RNAm detectdveis em fibroblastos ®. No endométrio
humano, a MMP-11 foi encontrada durante a fase proliferativa e inibida pela

progesterona %3,

As metaloproteinases ocorrem em sitios de remodelamento do tecido gengival
e no fluido crevicular gengival em pacientes com doenga periodontal. Em condicdes
normais, elas participam do remodelamento periodontal e seu controle feito pelos
TIMPs, que mantém o equilibrio entre degradacdo e regeneracdo da matriz

extracelular, em condicdes fisiolégicas ®* 7.

Técnicas de zimografia de gel com gelatina e de gel com caseina, sao usadas
para a deteccdo da atividade de metaloproteinases porque sdo de simples execucdo e
de alta sensibilidade. Elas permitem a identificacdo de enzimas especificas em uma
mistura complexa de proteinases e a estimativa do peso molecular das formas latente e
ativada da enzima devido aos processos de desnaturacdo e renatura¢do aos quais o gel

pode ser submetido ?".

A zimografia em gel com gelatina é um método simples e muito sensivel
largamente utilizado na detec¢ao da atividade da MMP-2 e MMP-9, porém, nao muito

utilizada para outras MMPs que apresentam atividade gelatinolitica fraca ou ausente.
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A zimografia em gel de caseina € mais sensivel para estudar a atividade de MMP-3,

MMP-10 e da MMP-7 ©¥,

1.5 Estimulacao Mecanica

Para simular a acdo da forca ortoddntica in vitro, alguns estudos t€m utilizado

a centrifugacdo de culturas de fibroblastos como estimulo !!-3% 40,

Em culturas de fibroblastos, provenientes do ligamento periodontal e da
gengiva, estimulados por forca mecanica, foi observado aumento nas concentracdes

de fatores de crescimento vascular endotelial (VEGF) (6.40)

O efeito da forca centrifuga na producdo de coldgeno tipo I e de colagenases
provocou aumento na transcricao génica e niveis detectdveis de RNAm de colagenase

em fibroblastos gengivais caninos "

Culturas de fibroblastos do ligamento periodontal estimuladas por diferentes
gradientes de centrifugacdo demonstraram aumento dos niveis de RNAm de

tropoelastina, B-actina e MMP-1, mas néo de coldgeno tipo I e TIMP 1 e 2 (39.42)

A forca mecanica pode alterar as interagdes entre as células e a matriz

extracelular. A proliferagdo celular sofreu pouca alteracdo nesse processo, entretanto,

~ . C e . e . 40
a adesdo a componentes da matriz extracelular diminuiu significativamente “?.
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z.

E sugerido que a for¢ca mecanica afeta uma variedade de processos no
ligamento periodontal, incluindo os niveis de célcio, transducdo de sinal, expressao

génica além da sintese de proteinas “V.

1.6 Justificativa e Relevancia

Os efeitos celulares da forca ortodontica simulada ainda ndo sdo bem
esclarecidos com relacdo a expressao de mediadores inflamatérios, apesar da
comprovacdo da sintese de RNAm correspondente a varios desses mediadores. As
metaloproteinases, foram bem caracterizadas quanto a sua participagdo em processos
auto-imunes, infecciosos, traumaticos e relacionados a micro-ambientes neoplasicos,

mas pouco se conhece da sua expressao em células estimuladas com forca mecanica.

Este projeto visa aperfeicoar o modelo experimental de forca ortodontica
simulada e estudar seus efeitos na sintese de metaloproteinases em fibroblastos

humanos retirados do ligamento periodontal, em cultura.

Acredita-se que a compreensao desses mecanismos poderd contribuir para uma
interpretacdo mais detalhada da participagao de mediadores da resposta inflamatéria
relacionada a movimentacdo dentdria, dor, oclusdo, reabsor¢do radicular e Ossea,

tempo de tratamento e ao agravamento dos estados de degradacdo do coldgeno, nos

casos de doenca periodontal e contribuir para o planejamento ortoddntico.
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2. OBJETIVOS

Estudar em culturas de fibroblastos humanos, derivados do ligamento
periodontal, submetidos a simulacdo de for¢a ortodontica comparados aos de

fibroblastos nao estimulados:

= A produgdo e excre¢dao das seguintes metaloproteinases: MMP-2, MMP-3,
MMP-7, MMP-9 e MMP-10, e a diferenciacdo entre suas formas latente e
ativa.

= A producio e excrecdo de proteinas.

= A viabilidade celular.
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3. METODO

3.1 Materiais

Culturas de fibroblastos
Reagentes:
Meio de cultura:
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, n° cat.12800-017); Soro
Fetal Bovino (Fetal Bovine Serum, Sigma n° cat. F-0643); Antibiotic-Antimicotic
(Gibco, n°® cat. 15245-012); Hidrocortisona, (Cortisonal, Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A); Agua deionizada; Cloreto de Sédio P.A.(Carlo Erba
Reagents, n° cat. 7647-14-5); Solu¢ao de Tripsina (Trypsin-EDTA, Gibco n.
25300-062); Etanol (Alcool Absoluto, EMFAL Ltda., Betim, Minas Gerais).
Equipamentos:
Capela de Fluxo Laminar (VECO); Incubadora com fonte de CO, a 5% (Queue,
USA); Deionizador de dgua Milli-Q Millipore; Microscépio de campo invertido
(Zeiss Axiovert 25); Agitador (Orbital shaker thermolyne Aros 160); Centrifuga
Eppendorf, 5804 R; Micropipetas Eppendorf (1000 a 100 pL); Crondometro;
Pipetas de Pasteur; Pipetas graduadas (5 e 10 ml); Ponteiras para micropipetas;
Placas de Petri; Tubos de base conica graduados (15 e 45 ml); Frascos para cultura
de células do tipo T25; Placa de cultura com 6 pocos NUNC™: Tubos eppendorf
de 500 pL; Instrumental cirdrgico (bisturi com lamina n° 12, porta-agulha, tesoura
e pinca anatomica); Beakers 50 mL; Filtros de cultura (NALGENE 0,45 wm);

Seringas de 3 mL e agulhas, 25 x 7 mm estéreis (Plastipak);
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Viabilidade celular
Reagentes:
Tripsina (Trypsin-EDTA, Gibco n. 25300-062); Azul de Trypan (Trypan Blue
Stain 0,4%, BIOWHITTAKER n. 17-942E);
Equipamentos:
Microscépio de campo invertido (Zeiss Axiovert 25); Agitador (Orbital shaker
thermolyne Aros 160); Centrifuga HITACHI himac CT6D; Tubos de base conica
graduados (15 e 45 ml); Tubos eppendorf de 500 pL; Contador de células; Camara
de Neubauer; Micropipetas Eppendorf (100 a 1000 pL. e de 10 a 100 pL);

Micropipetas Gilson (1 a 20 pL); Ponteiras para micropipetas; Pipetas de Pasteur;

Dosagem de proteinas
Reagentes:
Kit de dosagem de proteinas (BCA Protein assay reagent kit, PIERCE, cat. 23227)
Equipamentos:
Espectrofotometro calibrado a 546 nm; Agitador (Vortex mixer); Placa de 96

pocos; Micropipetas Eppendorf (100 uL. a 10 uL e de 20 uL a 1 uL); Ponteiras

para micropipetas; Tubos Eppendorf 500 pL.

Eletroforese de proteinas
Reagentes:
Acido Acético glacial (100%, Merck Kgaa, n° cat. 64271); Acrilamida (Bio-Rad,
n°® cat. 161-0103); Azul de Bromofenol (Bromophenol Blue); Bicarbonato de
Sédio P.A. (Reagen, Quimibréds Indudstrias Quimicas S.A.); Bis-N-N-acrilamida

(Bio-Rad, n° cat. 161-0201); caseina, Sigma, n° cat. C-0376; cloreto de calcio
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dihidratado granulado (J.T.BAKER Itda., n°® cat.1332); cloreto de sd&dio
P.A.(Carlo Erba Reagents, n° cat. 7647-14-5); coomassie brilliant blue R-250
(Bio-Rad, n°cat. 161-0400); Etanol (Alcool Absoluto, EMFAL Itda., Betim,
Minas Gerais); gelatina (Reagen, Quimibrds Indudstrias Quimicas S.A.); glicina
(Bio-Rad, n° cat. 161-0724); glicerol (Sigma, n° cat. G-2289); HCI 37% (Merck);
metanol (spectrophotometric grade, Sigma, n° cat. m-3641); persulfato de amonio
(Bio-Rad, n° cat. 161-0700); SDS (Bio-Rad, n° cat. 161-0302); TEMED (Bio-
Rad, n° cat. 161-0800); Tris (Bio-Rad, n° cat. 161-0719); Triton X-100 (Sigma, n°
cat. X-100).

Equipamentos:

Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad, n° cat. 165-3301); Gerador elétrico (SX 250
power supply, mighty slim, Hoefer); micropipetas Eppendorf (1000 a 100 uL e de
20 a1 pL); ponteiras para micropipetas; Espatulas e cuba para eletroforese;
Pipetas graduadas (5 e 10 mL); aspirador pipette pump (Bel-Art Products); tubos
de base coOnica graduados 15 mL; cubas para incubagdo e revelacio do gel;

scanner Genius (ColorPage-Vivid Pro II).
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3.2 Coleta e processamento dos dentes

Os fibroblastos humanos eram obtidos a partir de amostras de tecido
periodontal proveniente de excedentes de cirurgias de exodontia. Todos os pacientes
envolvidos no estudo assinaram um termo de consentimento previamente apresentado,

e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP.

Os dentes eram coletados no Centro Cirdrgico da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Minas Gerais de forma asséptica. Apds a ressecgdo cirurgica,
eles eram lavados em solucdo de NaCl a 0,9% e acondicionados em meio de cultura a
4°C composto por DMEM com 10% de soro fetal bovino, penicilina a 100 U/mL,
estreptomicina a 100 ug/mL, anfotericina B a 2,5 pg/mL e hidrocortisona a 10 pug/mL,
até seu transporte para o laboratério de cultura de células na Faculdade de Medicina
da Universidade Federal de Minas Gerais, onde toda manipulacdo era realizada em

capela de fluxo laminar empregando-se técnica asséptica.

Critérios definidos para a sele¢do dos dentes:

= Higidos sem ocorréncia de carie ou doenga periodontal e com mais da
metade da raiz formada;

= Auséncia de odontossec¢do que inviabilize a remocao do ligamento.

Cada dente era banhado em etanol a 70% estéril durante 20 segundos para
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descontaminacdo bacteriana, lavado 4 vezes com solu¢do de NaCl a 0,9% para a

remocado do etanol e remanescentes de sangue, e transferido para uma placa de petri.

A remocdo do ligamento periodontal era realizada com o auxilio de porta-
agulhas e lamina de bisturi n° 12. Os dentes eram imobilizados com o porta-agulhas
pela coroa e com a parte traseira da lamina de bisturi, era feita a raspagem da raiz do

dente para a remocdo do tecido (Figura 1).

Figura 1: Imobilizacio do dente com porta-agulhas para extracdo do ligamento
periodontal com lamina de bisturi n° 12.

Partes do ter¢o corondrio e terco apical do ligamento periodontal eram
desprezadas para evitar a contaminagdo por fibroblastos gengivais ou provenientes do
saco pericorondrio, bem como de fibroblastos provenientes da polpa dentdria

(Figura 2).
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Ligamento
periodontal
Coroa
. Porgao utilizada para
Raiz fazer as culturas

Figura 2: Desenho esquemdtico de um dente erupcionado, mostrando a por¢do do
ligamento periodontal utilizada para fazer as culturas celulares.

As amostras de tecido periodontal eram recortadas com o uso de uma pinga e

tesoura pequenas, em fragmentos de aproximadamente 2 mm® (Figura 3).
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Figura 3: Fragmentacio do ligamento periodontal extraido (seta) para cultivo celular.
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3.3 Explantes e preparo das culturas de fibroblastos

Apds o processamento do tecido, os fragmentos eram transferidos para um

frasco de cultura de 25 cm” e posicionados de forma ordenada no fundo do frasco.

Com a ajuda de uma pipeta Pasteur estéril, era feita a remocdo do excesso de
solugdo salina dos explantes a fim de que eles aderissem no frasco de cultura sem

sofrer desidratacdo (Figura 4).

Figura 4: Posicionamento dos explantes de forma ordenada no frasco de cultura com
uma pipeta Pasteur estéril. Os explantes devem permanecer aderidos para que as
células possam proliferar ocupando a suprficie no fundo do frasco de cultura.

Com o frasco na posicao vertical, eram acrescentados 5 mL do meio de cultura
e com a ajuda de uma nova pipeta Pasteur, os fragmentos eram levemente banhados
em meio para evitar que fossem removidos com a inclinag@o do frasco para a posi¢ao

horizontal.
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Os frascos eram numerados e transferidos para a estufa de cultura de células a
37° e 5% de CO,. A manipulacido desse frasco deve ser a minima possivel e com

muito cuidado para ndo remover os explantes de posicao.

As trocas de meio de cultura eram realizadas a cada 3 dias e sempre que se

detectasse alteracao do pH, indicada pelo corante vermelho fenol presente no meio.

Ao ser observada a presenca de células em torno dos explantes, estes eram

removidos e semeados em outro frasco para o inicio de uma nova cultura.

Quando as culturas atingiam confluéncia (Figura 5), eram submetidas a
remogao enzimadtica das células com solucao de tripsina a 0,05 % em EDTA 0,02 % a

37° em agitacdo por 7 minutos e, semeadas em uma nova placa de cultura com seis

POCoOS.
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Figura 5: Cultura confluente de fibroblastos. As células ocupam toda a superficie do
fundo do frasco de cultura. (Aumento: 10x).

Na nova placa, o meio era trocado para DMEM com 10 % de soro fetal
bovino, penicilina a 100 U/mL, estreptomicina a 100 pg/mL e anfotericina B a

2,5 pg/mL e a cultura mantida até atingir a confluéncia para, entdo, ser estimulada.

3.4 Simulacao da forca ortoddntica nas culturas

Para cada experimento eram preparadas cinco placas de cultura (NUNC™, 6
pocos) divididas em: grupo controle (células ndo estimuladas), e grupos teste (células

estimuladas).

Previamente a estimulagdo, todas placas com as culturas eram lavadas com
solucdo de NaCl a 0,9% e o meio de cultura trocado para DMEM com solu¢do

antibidtica e antifingica sem soro fetal bovino (Figura 6A).
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No grupo controle, apenas a troca do meio de cultura foi realizada (Figura 6A).

Nos grupos estimulados, para simular a forca ortodontica, as culturas de

fibroblastos eram centrifugadas a 141g durante 30, 60, 90 e 120 minutos (Figura 6A).

Logo apds a centrifugacao, todas as placas eram recolocadas na incubadora a
37°C e fluxo de CO, a 5%. Ap6s 24 horas, era realizada a coleta do material a ser

dosado.

Passadas 24 horas da estimulagdo, o meio de cultura de 2 pogos (pogos 1 e 4
da placa de 6 pocos) de cada uma das placas era coletado, incluindo a do controle
(Figura 6B). A seguir, amostras de todos os grupos eram aliquotadas e acondicionadas
em tubos “Eppendorf” de 0,5 mL. As culturas eram lavadas com solucido de NaCl a
0,9 % e submetidas a lise celular, por 4 minutos, pela adicao de 200 puL de solucao de
Triton-X 100 a 0,5 % em PBS, pH 7,4 a 4° C. Apés a lise celular, as placas eram
raspadas com a ajuda de uma espatula de borracha para remog¢ao dos fragmentos das

células aderidas ao fundo de cada poco.
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Grupo
Controle

Troca de meio Troca de meio Troca de meio Troca de meio Troca de meio

' | v |

Estimulagao por:||Estimulacéo por:||Estimulacao por:||Estimulacao por:

Grupo de culturas estimuladas

30 minutos 60 minutos 90 minutos 120 minutos
| | ' ' '
B- 24 horas (A) 48 horas (B) 72 horas (C)
24 horas (A) 48 horas (B) 72 horas (C)

AN

A

Figura 6: A - Esquema da estimulacio das culturas. Todas as culturas eram lavadas
com solucdo de NaCl a 0,9% e meio de cultura, sem soro fetal bovino, era
adicionado. Uma placa de cultura era utilizada como controle e as demais
centrifugadas a 141g durante 30, 60, 90 e 120 minutos. B - Esquema do horério de
coleta das amostras. A cada intervalo (24, 48 e 72 horas) eram coletados o meio de
cultura e o lisado celular.

Para homogeneizacao, o lisado celular era aspirado e passado sucessivas vezes
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através de uma agulha (25 X 7 mm) acoplada a uma seringa de 3 mL. A solugdo
homogeneizada era, a seguir, aliquotada e congelada da mesma forma que as amostras
de meio de cultura para confec¢do dos zimogramas. Todas as amostras coletadas apds
24 horas de estimulo eram identificadas pela letra “A”: Controle A, 30, 60, 90 e 120

minutos A.

Ap6s a coleta das amostras, as culturas eram reconduzidas para a incubadora, e
novas coletas realizadas apds 48 e 72 horas da estimulacdo (Figura 6B). As amostras
coletadas ap6s 48 horas eram identificadas com a letra B e as coletadas ap6s 72 horas

com a letra “C”.

3.5 Teste de Viabilidade Celular

Para determinacdo da viabilidade celular, apds as estimulagdes, eram
utilizados dois frascos de cultura confluentes de 75cm’ As culturas eram
tripsinizadas de acordo com o método ja descrito e as células ressuspendidas em meio
de cultura. A seguir, aliquotas com a mesma concentragao de células eram separadas e
centrifugadas a 141g pelos mesmos intervalos de 30, 60, 90 e 120 minutos. Em
seguida, eram feitas as contagens de células vidveis com o uso de solu¢do de azul de

tripan a 0,25% e camara de Neubauer.

Em outro teste, eram preparadas cinco placas de cultura com seis po¢os em
confluéncia. A seguir, as culturas eram lavadas com solucao de NaCl a 0,9% seguida

pela adi¢ao de novo meio de cultura sem soro fetal bovino.
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As culturas eram estimuladas em centrifuga de placas do mesmo modo que as
anteriores utilizadas para coleta das amostras de meio de cultura e lisado celular. A
contagem de células vidveis era realizada, como anteriormente, nos intervalos de 24,

48 e 72 horas ap0s a troca inicial do meio de cultura e estimulagcao dos grupos.

3.6 Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais era feita pelo método de Bradford, sendo

realizada em amostras de meio de cultura e de lisado celular de todos os grupos.

O padrio de albumina na concentracdo de 2 mg/mL era adicionado em
duplicata e em volumes de: 20, 15, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 e 1 uLL em placa de 96
pocos. Nesses pocos, era acrescentada dgua destilada para completar o volume de
30uL em cada poco. A seguir, as aliquotas de meio de cultura e lisado celular,
também em duplicata, diluidas 5 vezes, eram dispostas com o volume de 30 uL
juntamente com uma amostra d¢ DMEM sem soro fetal bovino, que funcionou como

um controle negativo na avaliacao dos resultados (Figura 7).

Como reagente, era utilizado 250 pL de solu¢do combinada do kit de dosagem
de proteinas em cada pogo. A placa era incubada a seguir por 30 minutos a 37° C e a
espectrofotometria era realizada em um leitor de placas com filtro de comprimento de
onda de 546 nm (Figura 7). Com os valores de referéncia fornecidos pelo leitor e a

concentracdo padrdo conhecida era possivel calcular, a partir de regressao linear, a
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concentracdo aproximada de proteinas das aliquotas de meio de cultura e de lisado

celular, ajustando os valores pela diluicdo empregada.
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Figura 7: Placa de 96 pogos com coloracido decorrente da dosagem de proteinas no
meio de cultura e no lisado celular realizada segundo a técnica de Bradford.

n

3.7 Eletroforese de proteinas

Os géis de SDS-Poliacrilamida eram montados com os géis de separacdo das
proteinas a 10,5% e os géis para o carregamento das amostras a 5%. A composicao
dos géis de separacdo e de carregamento estdo descritos a seguir: Gel de separagao:
solug@o de bis-acrilamida a 30%, tris-HCL a 1,5M pH 8,8, solucdo de persulfato de
amoénio a 10%, TEMED, solucio de SDS a 10% e &dgua destilada; Gel de
carregamento eram constituidos por: solu¢do de Bis-acrilamida a 30%, Tris-HCL a
0,5M pH 6,8, solugdo de persulfato de amoénio a 10%, TEMED, solucao de SDS a

10% e agua destilada.
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Para o estudo das gelatinases, era acrescentada solucdo de gelatina a
20 mg/mL e para estromelisinas, solu¢cdo de caseina a 20 mg/mL diluida em tris HCI a

1,5M pH 8.8.

Os géis eram montados na cuba de eletroforese com solu¢io tampao, diluida a
cada experimento a partir de uma solugao de estoque 5 vezes concentrado, preservado

a 4° C e contendo: tris a 125 mM pH 8.3; glicina a 1,23 M, SDS a 5%.

Os niveis de metaloproteinases detectados pelo zimograma eram avaliados
pelo ajuste do volume das amostras de meio de cultura e de lisado celular em relagdo
a quantidade de proteinas totais de cada grupo. A seguir cada amostra ja ajustada, era
diluida (1:1) em tampao Tris-HCI nao-redutor (2,8 mL de H,O destilada; 1 mL de
solucdo 0,5 M Tris-HCI, pH 6.8; 0,8 mL de glicerol; 3,2 ML de SDS a 10%; 0,2 mL
de azul de bromofenol a 0,2%) e dispensada no gel para eletroforese (Figura 8). Os
géis foram carregados com 8.83 g de proteina nas amostras do meio de cultura e
5.03 ug de proteina nas do lisado celular. Amostras com marcadores de peso

molecular também eram carregadas nos géis para identificacao das metaloproteinases.
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Figura 8: Amostras (seta) diluidas em tampdo ndo-redutor migrando no gel sob
refrigeracdo a 4°C na cuba de eletroforese.

A eletroforese era realizada a temperatura de aproximadamente 4° C com
voltagem de 90V e amperagem de 35mA até que as bandas de marcacdo

percorressem todo o gel (Figura 8).

Ap6s a eletroforese, o gel era desmontado, lavado duas vezes em solugdo de
Triton-X 100 a 2,5% por 15 minutos e incubado a 37°C por 18 horas em 200 mL de

solugdo de: Tris-HC1 50 mM; CaCl, 10 mM; NaCl 50 mM. O pH € de 7,6.

A revelagdo era realizada em solu¢do de azul de coomassie R-250 a 0,1%;
metanol a 40% e 4cido acético a 10% sob baixa agitacdo em incubagdo até o dia

seguinte.

Cada gel era, a seguir, descorado em solug@o de etanol a 25% e acido acético a

8% 2 x por 20 minutos (Figura 9).
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Depois da revelacdo, os géis eram lavados em dgua destilada e escaneados a
600 dpi para quantificacdo da atividade zimolitica por densitometria com um scanner

Genius.

A densitometria era realizada com o programa de avaliacdo de imagens: Kodak
Molecular Imaging v.4.0.1. Apds a diagramacdo das imagens dos géis pelo programa,
a intensidade de cor era calculada em cada “pixel” das bandas e comparadas com o

fundo na imagem.

Figura 9: Géis sendo descorados em solugdo de etanol e dc. acético apés a revelacdo
com Azul de Coomassie. As bandas de metaloproteinases aparecem como bandas
claras em um fundo azul (setas pretas).

3.8 Analise Estatistica

Os testes de independéncia, varidncia e normalidade eram aplicados com o
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auxilio do programa Minitab 13.20 para verificar se era aplicavel o teste ANOVA ou

se a andlise estatistica seria realizada pelo teste de Kruskal-Wallis.

Os testes de ANOVA e Kruskal-Wallis eram realizados com o auxilio do
programa GraphPad Prism 4.0. Nos grupos onde a andlise estatistica, realizada pela
ANOVA, mostrasse diferenca significativa (p<0,05), o pés-teste de Tukey era aplicado,
para discriminagdo da diferenca em relagdo a cada um dos grupos. Nos grupos em que
a andlise estatistica era feita pelo teste de Kruskal-Wallis, era aplicado o pds-teste de
Dunns quando houvesse diferenca significativa (p<0,05) para determinar quais grupos

eram diferentes.

Na andlise estatistica as quantidades de proteinas, em mg, do meio de cultura
eram comparadas com as do lisado celular e a expressdao de pr6-MMP 2 comparada
com a de MMP-2, pelo teste de Mann-Whitney. As diferencas observadas entre os

grupos eram considerados significativos para valores de p<0,05.
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4. RESULTADO

4.1 Coleta do ligamento periodontal e -culturas de

fibroblastos

A coleta dos dentes no Bloco Cirdrgico da Faculdade de Odontologia da
UFMG foi realizada no periodo de 17 de margo a 27 de outubro de 2005. Durante esse
periodo, eram atendidos no bloco cirtirgico de 5 a 6 pacientes por dia. O total de
dentes coletados foi de 43, sendo possivel extrair o ligamento periodontal de 26, o que

equivale a um aproveitamento médio de 60,5% (Tabela 1).

Tabela 1: Porcentagem de aproveitamento da extragcdo do ligamento periodontal a
partir da coleta de dentes

Data Dentes coletados Dentes utilizados Aproveitamento
17/3/2005 5 1 20,0%
31/3/2005 3 2 66,7%
7/4/2005 6 4 66,7%
14/4/2005 7 2 28,6%
12/5/2005 3 3 100,0%
19/5/2005 5 3 60,0%
16/6/2005 1 1 100,0%
30/6/2005 4 3 75,0%
25/8/2005 3 3 100,0%

1/9/2005 3 2 66,7%
27/10/2005 3 2 66,7%
Total 43 26 60,5 %

As 26 culturas realizadas, somente duas nédo se desenvolveram (7,6%).

4.2 Ligamento periodontal
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O ligamento periodontal extraido de cada dente media aproximadamente

10 x 5 mm (Figura 10).

Figura 10: Ligamento periodontal obtido por raspagem da raiz do dente. Os
fragmentos medem aproximadamente 10 x 5 mm.

Os frascos de cultura com os explantes eram acondicionados na incubadora a
37° e 5% de CO,. A presenca de fibroblastos aderidos ao frasco era observada apds

duas semanas de cultivo.

4.3 Viabilidade celular logo apds a estimulagao

O teste de viabilidade celular realizado no grupo controle e nos grupos
estudados logo apds a estimulagdo, ndo mostrou diferenca significativa nas
porcentagens de células vidveis entre os grupos (Kruskal-Wallis , p>0,05) (Figura 11;

Tabela 2).
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Figura 11: Viabilidade celular de fibroblastos em cultura submetidos a centrifugacao
por 141g por 30, 60, 90 e 120 minutos. Nao ha diferencga da viabilidade em relagdo ao
tempo de estimulagao (Kruskal-Wallis, p>0,05).

Tabela 2: Viabilidade celular média testada logo apds a estimulacdo

CT 30 60 90 120
92% 91% 90% 88% 79%
p>0,05

4.4 Intervalo de 24 horas apos troca de meio do grupo

controle e estimulacao dos grupos teste

4.4.1 Viabilidade celular

O teste de viabilidade realizado no intervalo de analise de 24 horas ndo

apresentou diferenca significativa (Kruskal-Wallis, p>0,05) (Figura 12; Tabela 3).
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Figura 12: Viabilidade celular nos intervalos de 24 horas (CTA, 30A, 60A, 90A e
120A), 48 horas (CTB, 30B, 60B, 90B e 120B) e 72 horas (CTC, 30C, 60C, 90C e
120C). Nao sdo observadas diferencas entre os grupos nos intervalos de 24 e 72 horas
(Kruskal-Wallis, p>0,05) e de 48 horas (ANOVA, p>0,05).

Tabela 3: Viabilidade celular média testada 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas apds a

estimulagdo.
CTA 30A 60A 90A 120A
95% 92% 90% 91% 91%
CTB 30B 60B 90B 120B
95% 87% 88% 89% 86%
CTC 30C 60C 90C 120C
95% 92% 90% 91% 91%
p>0,05

4.4.2 Sintese e armazenamento de proteinas nas células

A dosagem de proteinas totais na solu¢do do lisado celular, que refletia a

concentracdo proteinas: proteinas

estruturais

+ proteinas

em producdo e
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armazenamento, realizada segundo a técnica de Bradford ndao demonstrou diferenca
significativa nos grupos estimulados em relacdo aos controles no intervalo de andlise

de 24 horas (ANOVA, p>0,05) (Figura 13; Tabela 4).
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Figura 13: Concentracio de proteinas totais presentes no lisado celular. E observada
queda significativa nos grupos estimulados, em relacdo aos controles, nos periodos de 48
e 72 horas (ANOVA, p<0,01).

q Comparacdes significativamente diferentes em relagdo aos controles dos intervalos de
48 (CTB) ou 72 horas (CTC) (pds-teste de Tukey, p<0,05).

§ Comparagdes significativamente diferentes em relacdo aos controles dos intervalos de
48 (CTB) ou 72 horas (CTC) (p6ds-teste de Tukey, p<0,01).
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Tabela 4: Concentracdes médias (%) de proteinas totais presentes no lisado celular
dos grupos testados em relagdo aos controles 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas apds
estimulagdo.

CTA 30A 60A 90A 120A

100% 71% 63% 85% 65%

CTB 30B § 60B § 90B § 120B q

100% 54% 52% 54% 60%

CTC 30C § 60C q 90C 120C q

100% 51% 55% 64% 60%
Intervalos de 48 e 72 horas (ANOVA, p<0,01). Intervalo de 24 horas (ANOVA,
p>0,05).

q Comparagdes significativamente diferentes em relagdo aos controles dos
intervalos de 48 (CTB) ou 72 horas (CTC) (p6s-teste de Tukey, p<0,05).
§ Comparagdes significativamente diferentes em relacdo aos controles dos
intervalos de 48 (CTB) ou 72 horas (CTC) (p6s-teste de Tukey, p<0,01).

4.4.3 Presencga de proteinas no meio de cultura

Nao foi encontrada diferenca significativa entre os valores das concentragdes

de proteinas presentes no meio de cultura no intervalo de andlise de 24 horas

(ANOVA, p>0,05) (Figura 14; Tabela 5).
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Figura 14: Concentracdo de proteinas presentes no meio de cultura (ANOVA,

p>0,05).

Tabela 5: Concentracdes médias (%) de proteinas totais presentes no meio de cultura
dos grupos testados em relagdo aos controles 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas apds

estimulagdo.
CTA 30A 60A 90A 120A
100% 159% 97% 121% 114%
CTB 30B 60B 90B 120B
100% 114% 102% 115% 119%
CTC 30C 60C 90C 120C
100% 134% 106% 141% 135%
p>0,05

4.4.4 Comparacgao entre o teor de proteinas nas células e no

meio de cultura

O célculo do volume de proteinas produzido pelas culturas em cada grupo do
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meio de cultura (volume de 2 mL) era significativamente maior em todos eles quando
comparados com os do lisado celular (volume de 0,2 mL) no intervalo de anélise de

24 horas (Mann-Whitney, p<0,05).

4.4.5 Atividade das metaloproteinases

Avaliou-se a atividade das metaloproteinases 2 e 9 por eletroforese de gel de

SDS-Poliacrilamida e gelatina e das estromelisinas e matrilisina com gel de caseina.

A presenca de MMP-2 em sua forma latente e ativa foi identificada no meio de
cultura e no lisado celular pela comparacio com o padrdo de marcador de peso
molecular. Contudo, a MMP-3, MMP-7, MMP-9 e MMP-10 nao foram detectadas em
nenhum dos grupos do lisado celular nem do meio de cultura independentemente do

estimulo e intervalo de tempo estudado.

Calculou-se a atividade da MMP-2 e da pr6-MMP 2 a partir da realizacdo das
densitometrias dos zimogramas do lisado celular e do meio de cultura em todos os

intervalos de tempo das andlises previamente definidos no estudo.

4.4.5.1 Pr6o-MMP 2 no Lisado Celular

A atividade da forma latente da MMP-2 nao apresentou diferenca significativa
entre os grupos controle e os grupos estimulados no lisado celular apds o intervalo de

24 horas (ANOVA, p>0,05) (Figura 15; Tabela 6).
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Figura 15: Densitometria da atividade da forma latente da metaloproteinase 2
presente na solu¢do do lisado celular nos intervalos de 24 e 48 horas (ANOVA,
p>0,05) e 72 horas (Kruskal-Wallis, p>0,05). Nao ha diferenca entre os grupos.

Tabela 6: Atividades médias (%) de pr6-MMP 2 no lisado celular dos grupos testados
em relacdo aos controles 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas apds estimulagdo.

CTA 30A 60A 90A 120A

100% 76% 78% 67% 71%

CTB 30B 60B 90B 120B

100% 88% 102% 79% 86%

CTC 30C 60C 90C 120C

100% 94% 94% 83% 100%
p>0,05

4.4.5.2 MMP-2 no Lisado Celular

A atividade da forma ativa da MMP-2 também ndo apresentou diferenca
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estatistica no lisado celular dos grupos estimulados em relagdo ao grupo controle no

intervalo de anélise de 24 horas (Kruskal-Wallis, p>0,05) (Figura 16; Tabela 7).

Unidades arbitrarias

CTA 30A 60A 90A 120A CTB 30B 60B 90B 120B CTC 30C 60C 90C 120C

24 horas 48 horas 72 horas
Grupos

Figura 16: Densitometria da atividade da forma ativa da metaloproteinase 2 presente
na solucdo do lisado celular (Kruskal-Wallis, p>0,05).

Tabela 7: Atividades médias (%) de MMP-2 no lisado celular dos grupos testados em
relac@o aos controles 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas apds estimulacao.

CTA 30A 60A 90A 120A

100% 108% 102% 87% 74%

CTB 30B 60B 90B 120B

100% 134% 119% 128% 103%

CTC 30C 60C 90C 120C

100% 151% 117% 97% 89%
p>0,05

4.4.5.3 Pro-MMP 2 no Meio de Cultura
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A atividade da pr6-MMP 2 apresentou uma alteragdo significativa entre os
grupos. Nos grupos estimulados, as atividades eram menores do que a dos controles

nos intervalos de anélise de 24 horas (ANOVA, p<0,0001) (Figura 17).

CTA  30A 60A 90A 120A

Pro-MMP 2 79,8 KDa
=
61,0 KD
P2 — 2
47,8 KDa
CTB 30B 60B 90B 120B
79,8 KDa
POMMP2
—
61,0 KD
MMP2 = 2
CTC 30C 60C 90C 120C
, 79,8 KDa
Pr6-MMP 2 —_— s
— 61,0 KD
P2 — 2
47,8 KDa

Figura 17: Gel de SDS-Poliacrilamida com gelatina. A atividade da pr6-MMP 2
(72kDa) e da MMP-2 (62kDa) presentes no meio de cultura. A atividade da pr6-MMP 2
nos grupos estimulados € inferior a dos grupos controle nos intervalos de 24 (ANOVA,
p<0,0001) e 48 horas (Kruskal-Wallis, p<0,05) e aumenta significativamente com tempo
de coleta em cada um dos grupos controle (Kruskal-Wallis, p<0,01) e de 90 (Kruskal-
Wallis, p<0,05) e de 120 minutos de estimulacdo (Kruskal-Wallis, p<0,05). A forma
ativa da MMP-2 aparece como uma banda muito fraca abaixo da Pro-MMP 2 (Mann-

Witney, p<0,001).

Ap6s 24 horas, a atividade da forma pré-ativa da metaloproteinase 2 nas
culturas de 30 minutos de estimulacdo, sofreu uma queda significativa para 46%,
quando comparada com a atividade do grupo controle (CTA) (pds-teste de Tukey,
p<0,001). Quando estimuladas por 60 minutos, a atividade era equivalente a 60% do
controle (CTA) (pos-teste de Tukey, p<0,01). Com 90 minutos de estimulagdo, a

atividade era equivalente a 71% do controle (CTA) (pos-teste de Tukey, p<0,05) e
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apo6s centrifugar as culturas por 120 minutos, a atividade era de 65% comparada a do

grupo controle (CTA) (p6s-teste de Tukey, p<0,01) (Figura 18, Tabela 8).

85-
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104
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CTA 30A 60A 90A 120A CTB 30B 60B 90B 120B CTC 30C 60C 90C 120C

24 horas 48 horas 72 horas
Grupos

Figura 18: Densitometria da atividade da forma latente da metaloproteinase 2
presente no meio de cultura. Observar queda significativa dos grupos estimulados
comparados com o0s controles nos intervalos de 24 (ANOVA, p<0,0001) e 48 horas
(Kruskal-Wallis, p<0,05).

q Comparagdes significativamente diferentes em relagdo aos controles dos intervalos
de 24 (CTA) ou 48 horas (CTB) (p6s-teste de Tukey, p<0,05).

§ Comparacdes significativamente diferentes em relagdo ao controle do intervalo de
24 horas (CTA) (p6s-teste de Tukey, p<0,01).

* Comparacdo significativamente diferente em relacdo ao controle do intervalo de
24 horas (CTA) (p6s-teste de Tukey, p<0,001).

f Comparacdo significativamente diferente em relagdo ao controle do intervalo de
48 horas (CTB) (p6s-teste de Dunns, p<0,05).
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Tabela 8: Atividades médias (%) de pr6-MMP 2 presentes no meio de cultura dos
grupos testados em relacdo aos controles 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas apds
estimulagdo.

CTA 30A * 60A § 90A 120A §
100% 46% 60% 71% 65%
CTB 30B f 60B 90B 120B
100% 63% 68% 78% 70%
CTC 30C 60C 90C 120C
100% 66% 65% 68% 72%

Intervalos de 24 (ANOVA, p<0,0001) e 48 horas (Kruskal-Wallis, p<0,05).

q Comparagdes significativamente diferentes em relagdo aos controles dos
intervalos de 24 (CTA) ou 48 horas (CTB) (pds-teste de Tukey, p<0,05).

§ Comparacdes significativamente diferentes em relacdo ao controle do
intervalo de 24 horas (CTA) (pds-teste de Tukey, p<0,01).

* Comparagao significativamente diferente em relagdo ao controle do intervalo
de 24 horas (CTA) (p6s-teste de Tukey, p<0,001).

f Comparacdo significativamente diferente em relagdo ao controle do intervalo
de 48 horas (CTB) (p6s-teste de Dunns, p<0,05).

4.4.5.4 MMP-2 no Meio de Cultura

Nao foi encontrada diferenca significativa na atividade da MMP-2 no meio de

cultura comparando o grupo controle com os grupos estimulados no intervalo de

andlise de 24 horas (Kruskal-Wallis, p>0,05) (Figura 19; tabela 9).
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Figura 19: Densitometria da forma ativa da metaloproteinase 2 presente no meio de
cultura. Observar aumento da atividade entre os grupos controle (Kruskal-Wallis,
p<0,05).

q Comparacdo significativamente diferente em relacdo ao controle do intervalo de
24 horas (CTA) (p6s-teste de Dunns, p<0,05).

Tabela 9: Atividades médias (%) de MMP-2 presentes no meio de cultura dos grupos
testados em relac@o aos controles 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas apds estimulacao.

CTA 30A 60A 90A 120A
100% 81% 99% 110% 112%
CTB 30B 60B 90B 120B
100% 31% 29% 33% 36%
CTC( 30C 60C 90C 120C
100% 40% 27% 11% 40%

Grupos controle entre os intervalos de coleta (Kruskal-Wallis, p<0,05)
q Comparacdo significativamente diferente em relacdo ao controle do
intervalo de 24 horas (CTA) (p6s-teste de Dunns, p<0,05).
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4.4.6 Atividade da pr6-MMP 2 comparada com a MMP-2 no

lisado celular e no meio de cultura

Comparando a atividade da forma latente (pr6-MMP 2) com a forma ativa da
MMP-2 no lisado celular, a atividade da pr6-MMP 2 era significativamente maior em
todos os grupos no intervalo de andlise de 24 horas (Nos grupos de 90 e 120 minutos
de estimulacdo coletados no intervalo de 24 horas, Mann-Whitney, p<0,01; Demais

grupos, Mann-Whitney, p<0,001).

A atividade da pr6-MMP 2 comparada com a MMP-2 no meio de cultura,
também foi significativamente maior em todos os grupos no intervalo de andlise de
24 horas (Nos grupos de 30 minutos de estimulag@o coletados no periodo de 24 horas,

Mann-Whitney, p<0,001; Demais grupos, Mann-Whitney, p<0,0001).

4.5 Intervalo de 48 horas apds troca de meio do grupo

controle e estimulacao dos grupos teste

4.5.1 Viabilidade Celular
A viabilidade celular testada no intervalo de andalise de 48 horas (ANOVA,
p>0,05) nao demonstrou diferenca significativa entre o controle e os grupos

estimulados (Figura 12; Tabela 3).

4.5.2 Sintese e armazenamento de proteinas nas células
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A concentracdo de proteinas totais na solu¢cdo do lisado celular demonstrou
uma queda significativa nos grupos estimulados em relacdo ao controle no intervalo

de andlise de 48 horas (ANOVA, p<0,05) (Figura 13; Tabela 4).

Passadas as 48 horas ap6s a troca de meio do grupo controle e estimulagao dos
grupos testados, a concentracdo média de proteinas dentro das células ndo estimuladas
era de 1,40 mg/mL. Nas culturas estimuladas por 30 minutos houve uma queda
expressiva na concentragdo para 0,76 mg/mL de proteinas, representando 54% o valor
da concentragdo do controle (pds-teste de Tukey, p<0,01). As culturas estimuladas por
60 minutos apresentaram a concentracdo média de 0,73 mg/mL. Em relacdo ao
controle coletado nesse mesmo intervalo, significa uma queda para 52% da
concentracdo (pos-teste de Tukey, p<0,01). Nos grupos estimulados por 90 minutos, a
concentracao foi de 0,75 mg/mL (54% em relac@o ao controle coletado apds 48 horas)
(pos-teste de Tukey, p<0,01). Apds a estimulagdo por 120 minutos, a concentracdo
média foi de 0,84 mg/mL (60% em relagdo ao controle) (pds-teste de Tukey, p<0,05)

(Figura 13; Tabela 4).

4.5.3 Presenca de proteinas no meio de cultura

A concentragdo de proteinas totais presentes no meio de cultura ndo
apresentou diferenca significativa entre o grupo controle e os grupos estimulados no

intervalo de andlise de 48 horas (ANOVA, p>0,05) (Figura 14; Tabela 5).

4.5.4 Comparacao entre o teor de proteinas nas células e no

meio de cultura
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O volume de proteinas totais produzidas em cada grupo do meio de cultura
(volume de 2 mL) era significativamente maior em todos eles quando comparados
com os do lisado celular (volume de 0,2 mL) no intervalo de andlise de 48 horas

(Mann-Whitney, p<0,05).

4.5.5 Atividade de pro-MMP 2 no lisado celular

Nao foi encontrada diferencga significativa na atividade da pr6-MMP 2 ao se

comparar o grupo controle e os grupos estimulados do lisado celular no intervalo de

andlise de 48 horas (ANOVA, p>0,05) (Figura 15; Tabela 6).

4.5.6 Atividade de MMP-2 no lisado celular

A atividade da forma ativa da MMP-2 também nao apresentou diferenca

estatistica no lisado celular dos grupos estimulados em relacdo aos grupos controle no

intervalo de anélise de 48 horas (Kruskal-Wallis, p>0,05) (Figura 16; Tabela 7).

4.5.7 Atividade de pro-MMP 2 no meio de cultura

Nos grupos estimulados, as atividades de pro-MMP 2 no meio de cultura

apresentaram uma queda significativa comparada com a atividade do controle no

intervalo de andlise de 48 horas (Kruskal-Wallis, p<0,05) (Figura 17).

No intervalo de 48 horas, nas culturas estimuladas por 30 minutos, a atividade

de pro-MMP 2 sofre uma queda significativa comparada a 63% a atividade do grupo
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controle (CTB) (p6s-teste de Dunns, p<0,01). O grupo de 60 minutos de estimulacdo
mostrou o equivalente a 68% do controle (CTB), o de 90 minutos mostrou 78% do
controle (CTB) e o de 120 minutos apresentou atividade equivalente a 70% do

controle (CTB) (Figura 18; Tabela 8).

4.5.8 Atividade de MMP-2 no meio de cultura

Nao foi encontrada diferenca significativa entre o grupo controle e os grupos
estimulados no intervalo de anélise de 48 horas (Kruskal-Wallis, p>0,05) (Figura 19;

Tabela 9).

4.5.9 Atividade da pr6-MMP 2 comparada com a MMP-2 no

lisado celular e no meio de cultura

A atividade da pr6-MMP 2 comparada com a da MMP-2 no lisado celular era
significativamente maior em todos os grupos no intervalo de analise de 48 horas (Nos
grupos de 90 minutos de estimulacdo coletados no intervalo de 48 horas, Mann-
Whitney, p<0,05; Nos grupos de 30 e 120 minutos de estimulacdo coletados no
intervalo de 48 horas, Mann-Whitney, p<0,001; Demais grupos, Mann-Whitney,

p<0,0001).

A atividade da pr6-MMP 2 no meio de cultura € significativamente maior que
a da MMP-2 em todos os grupos no intervalo de andlise de 48 horas (Mann-Whitney,

p<0,0001).
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4.6 Intervalo de 72 horas apos troca de meio do grupo

controle e estimulagao dos grupos testados

4.6.1 Viabilidade Celular

No intervalo de analise de 72 horas, ndo foi encontrada diferenca significativa
na viabilidade celular entre o grupo controle e os grupos estimulados (ANOVA,

p>0,05) (Figura 12; Tabela 3).

4.6.2 Sintese e armazenamento de proteinas nas células

Foi demonstrada uma queda significativa na concentragdo de proteinas totais
na solucdo do lisado celular nos grupos estimulados em relacio ao controle no

intervalo de andlise de 72 horas (ANOVA, p<0,01) (Figura 13; Tabela 4).

Na coleta realizada apds 72 horas, a concentragdo média de proteinas do grupo
controle (ndo estimulado) era de 1,16 mg/mL. Os grupos estimulados apresentaram
queda expressiva em relagdo ao controle desse mesmo intervalo. As culturas
estimuladas por 30 minutos mostraram uma concentracdo média de 0,59 mg/mL, o
que representa 51% do valor médio da concentracao do grupo controle coletado (pds-
teste de Tukey, p<0,01). Ap6s 60 minutos de estimulacdo, a concentragdo média era
de 0,64 mg/mL, 55% em relacdo ao controle (pos-teste de Tukey, p<0,05). As culturas
estimuladas por 90 minutos apresentaram uma concentragcdo média de 0,74 mg/mL

(64% em relagdo ao controle) e, na estimulacdo por 120 minutos, a concentragdo
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média de proteinas era de 0,70 mg/mL, que representa 60% do valor controle (pds-

teste de Tukey, p<0,05) (Figura 13; Tabela 4).

4.6.3 Presenca de proteinas no meio de cultura

Apo6s o intervalo de andlise de 72 horas, a concentracdo de proteinas totais
presentes no meio de cultura ndo apresentou diferenca significativa entre o grupo

controle e os grupos estimulados (ANOVA, p>0,05) (Figura 14; Tabela 5).

4.6.4 Comparacao entre o teor de proteinas nas células e no

meio de cultura

O volume de proteinas produzidas pelas culturas em cada grupo do meio de
cultura (volume de 2 mL) era significativamente maior em todos eles quando
comparados com os do lisado celular (volume de 0,2 mL) no intervalo de anélise de

72 horas (Mann-Witney, p<0,05).

4.6.5 Atividade de pro-MMP 2 no lisado celular

A atividade da pr6-MMP 2 ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos controle e estimulados do lisado celular no intervalo de andlise de 72 horas

(ANOVA, p>0,05) (Figura 15; Tabela 6).

4.6.6 Atividade de MMP-2 no lisado celular
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Nao foi encontrada diferenga significativa na atividade da forma ativa da
MMP-2 no lisado celular comparando os grupos controle e estimulados no intervalo

de andlise de 72 horas (Kruskal-Wallis, p>0,05) (Figura 16; Tabela 7).

4.6.7 Atividade de pro-MMP 2 no meio de cultura

A atividade de pr6-MMP 2 no meio de cultura ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos controle e estimulados no intervalo de andlise de

72 horas (Kruskal-Wallis, p>0,05) (Figura 17; 18; Tabela 8).

4.6.8 Atividade de MMP-2 no meio de cultura

No intervalo de analise de 72 horas, a atividade da MMP-2 no meio de cultura
ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos controle e estimulados

(Kruskal-Wallis, p>0,05) (Figura 19; Tabela 9).

4.6.9 Atividade da pr6-MMP 2 comparada com a MMP-2 no

lisado celular e no meio de cultura

A atividade da pr6-MMP 2 comparada com a da MMP-2 no lisado celular era
significativamente maior em todos os grupos no intervalo de anélise de 24 horas (Nos
grupos de 90 minutos de estimulacdo coletados no intervalo de 72 horas, Mann-

Whitney, p<0,001; Demais grupos, Mann-Whitney, p<0,0001).
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A atividade da pr6-MMP 2 no meio de cultura era significativamente maior
comparada com a da MMP-2 em todos os grupos no intervalo de anélise de 72 horas

(Mann-Whitney, p<0,0001).
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho foi avaliada a atividade de metaloproteinases em fibroblastos
humanos derivados do ligamento periodontal em cultura submetidos a uma forca
ortodontica simulada. A forca ortodontica simulada exercida sobre as culturas
corresponde a aproximadamente 0,290 kgf (pressdo de 30,16 gf/cm” de células) dentro
dos limites da forca geralmente aplicada na clinica ortoddntica. Os célculos da
intensidade de for¢a aplicada, foram realizados com base na massa do meio de cultura
dentro de cada poco da placa de cultura no momento da centrifugacdo, na aceleragao

gravitacional aplicada e na drea de cada poco da placa de cultura.

A forca ideal capaz de produzir movimento ortoddntico é aquela que supera a
pressao sangiiinea dos capilares no ligamento periodontal. A pressdo excessiva resulta
em hialinizacdo com desaparecimento do componente celular do ligamento
periodontal, em algumas dreas '”’. Uma forca constante de 0,290 kgf aplicada nos
dentes € capaz de promover a movimentacdo dentdria e por isso foi utilizada no

estudo.

A matriz 6ssea do osso alveolar é reabsorvida pelos osteoclastos permitindo
que o dente mude de posicao @10 Para que este fendmeno acontega € necessario que
o ligamento periodontal seja remodelado, com a degradacdo das fibras presentes e
formacdo de novas apés a aposicdo Gssea ). As metaloproteinases tém o papel de
degradar as fibras de coldgeno e elastina do ligamento periodontal, permitindo o seu

remodelamento.



Discussdo 63

E possivel que a resposta das células, principalmente em relacdo a producao e
secrecdo de metaloproteinases, determinada pela aplicacdo da forca ortoddntica
simulada, sofra influéncia de mediadores inflamatérios presentes nas culturas apos o

estimulo mecanico.

5.1 Método

A coleta dos dentes para as culturas no Bloco Cirtrgico da Faculdade de
Odontologia da UFMG de forma asséptica, permitiu a selecdo de dentes higidos sem
doenca associada, como a cérie e a doenca periodontal, diminuindo com isso, o risco
de contaminacdo das culturas, tanto a derivada do préprio dente, se realizada, como

demais culturas previamente mantidas na incubadora.

A rejeicdo de dentes submetidos a odontossec¢ao e daqueles que ndao possuiam
mais da metade da raiz formada era justificada por ndo permitirem a adequada
imobilizacdo do dente no momento da extracdo do ligamento periodontal e pela

escassez de tecido.

A preocupagdo sobre qual dente deveria ser utilizado era irrelevante. Existem
poucas evidéncias sobre as diferencas entre culturas derivadas de tipos de dentes
diferentes. Mesmo assim, o potencial para essas diferencas alertou a utilizacdo de
somente dentes erupcionados e dentes funcionalmente ativos. O status de erupcao foi
considerado importante fator na caracteristica das culturas primdrias. Entretanto, foi
comprovado recentemente que culturas celulares provenientes de terceiros molares

ndo erupcionados e pré-molares erupcionados removidos por razdes ortodonticas nao
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apresentaram diferencas considerdveis .

No processamento dos dentes, ao realizar a raspagem das raizes para a
extracdo do ligamento periodontal, em 17 (39,5%), nao foram encontrados
remanescentes do tecido, ficando a maior parte dele aderido a cavidade alveolar do

paciente. Por isso o aproveitamento dos dentes foi de aproximadamente 60,5%.

A extracdo do dente, usualmente resulta no rompimento do ligamento
periodontal, com uma por¢ao permanecendo ligada ao osso alveolar, e outra por¢cao na
superficie radicular. Foi demonstrado em estudos clinicos de avulsdo dentdria e
reimplante do ligamento periodontal, que a por¢ao remanescente radicular também é
de suma importancia para a regeneragcao do tecido e ligacdo do dente ao alvéolo. O
tecido que permaneceu aderido a raiz do dente foi o utilizado para as culturas de

fibroblastos .

Na extracdo do ligamento periodontal, eram desprezados parte do terco
corondrio e o tecido no dpice radicular. Culturas in vitro derivadas da gengiva ou do
ligamento periodontal apresentam diferencas significativas. Para assegurar que o
tecido revestindo a raiz de um dente extraido ndo contenha fragmentos da gengiva,
somente o terco médio da raiz deve ser utilizado para cultura. Do mesmo modo, é

evitado o terco apical para minimizar a cultura de tecido pulpar >*?.

Durante a troca de meio, deve-se, manusear a cultura sempre de modo a evitar

o desprendimento dos fragmentos de tecido. Esse procedimento visa preservar o

rendimento de células dos explantes .
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Experimentos in vitro sugerem que a utilizacdo de uma laminula de vidro
diretamente sobre os explantes, na superficie dos frascos de cultura por alguns
minutos no momento da adicdo do meio de cultura, é considerada como uma

alternativa para promover a adesdo dos explantes na superficie “*.

O uso inicial de hidrocortisona adicionado ao meio de cultura, visa promover a
adesdo e proliferacao celular, mas deve ser evitada em altas concentra¢des porque

pode exercer um efeito citostético e induzir diferenciacdo celular nas culturas “%.

5.2 Estimulacao das culturas

O modelo de aplicagdo de forca mecanica em culturas de células por meio da
centrifugacao, simulando a forca ortodontica nas culturas de fibroblasto, foi escolhido
por ser um sistema simples de ser executado onde se pode definir a intensidade da
forca desejada. Outra vantagem da pressdo centrifuga, é que se pode avaliar o efeito
direto da pressao nas células isolando-a, em grande parte, da resposta tecidual

observada in vivo “?.

A intensidade e tempo de aplicacdo da forca mecanica foram escolhidos com
base em estudos publicados na literatura, onde era comprovada a producdo de
proteinas da matriz extracelular pela aplicacdo de forca centrifuga compativel com a

forca ortodontica & 1404142,

Outros modelos de aplicacdo de forca mecanica em culturas celulares também

N

foram desenvolvidos para estudar as diferentes respostas quanto a produgdo de
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proteinas e comportamento celular.

Experimentos in vitro que empregaram o uso de modelos bidimensionais com
membranas de silicone eldsticas demonstraram a resposta de fibroblastos a diferentes
intensidades e freqiiéncias de estimulo mecanico ©. Cultura de fibroblastos em base
de coldgeno tipo I permite que eles desenvolvam, tridimensionalmente, interacdes
mediadas por integrinas com substratos usualmente presentes na matriz extracelular,

objetivando uma representacdo mais préxima do seu micro-ambiente in vivo ©.

Forcas mecanicas podem alterar as respostas bioldgicas. Os mecanismos de
transdu¢do de sinal de estimulos mecanicos in vivo envolvem componentes
extracelulares afetando sua superficie e estimulando a sintese de proteinas via
remodelagdes do citoesqueleto. As forcas mecanicas alteram a forma e a estrutura das
células, in vitro, transmitem sinais intracelulares que podem modificar a atividade

celular V.

5.3 Viabilidade Celular

O teste de viabilidade celular foi realizado para verificar se a intensidade e o
tempo de aplicacdo da forca durante a centrifugac@o nas culturas poderia causar lise e

morte celular.

No presente trabalho foi verificada a viabilidade logo apés a aplicagdo da forca

mecanica e nos intervalos de tempo de coleta do meio de cultura e do lisado celular.
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Nao houve perda celular significativa em nenhum dos momentos em que o teste era

realizado.

Entretanto, em experimentos de centrifugacdo de fibroblastos gengivais
caninos, foi observada viabilidade de 90% em culturas estimuladas por 90 minutos a
1000 RPM com uma forca correspondente a 33,5gf/cm®’. Com o aumento da
intensidade da for¢a observou-se uma queda na viabilidade celular. A forca exercida a
1000 RPM correspondeu nesse estudo a 33,5 gf/cmz, que também pode ser usada na

clinica ortoddntica V.

Nos estudos onde foram dosadas as expressdes de RNAm de diversas
proteinas em fibroblastos submetidos a centrifugacao, o teste de viabilidade celular foi
realizado somente apds as estimulacdes, porque a coleta das amostras para o estudo
era realizada apenas nesse momento. Tais estudos apresentaram viabilidade de 90%
ap6s 90 minutos de centrifugacdo a 1000 RPM Ao aumentar-se a velocidade de
centrifugacdo para 1500 RPM e 2000 RPM foi observada uma perda de células
vidveis de 30% e 50% respectivamente. Aumentando-se o intervalo de tempo das
estimulagdes para 120 minutos e 150 minutos observou-se respectiva queda de 20% e

30% na viabilidade celular 1! 4% 42,

No presente trabalho utilizamos uma centrifugacdo a 141g, que nao
compromete a viabilidade celular, aplicadas durante 30, 60, 90 e 120 minutos. Para
estudo dos efeitos tardios da estimulacdo, amostras do meio de cultura e do lisado

celular eram coletadas 24, 48 e 72 horas apds a estimulagao
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5.4 Coleta do Material

Para efetuar a lise das células, foi usada solu¢do de Triton-X 100 a 0,5% com
PBS e pH 7,4. Sabe-se que o Triton-X age como detergente e pode promover o
rompimento das membranas celulares, liberando o contetido presente no interior
celular, o que possibilitou a dosagem de proteinas em producdo, estruturais e

armazenadas em compartimentos intracelulares.

Para homogeneizacdo, foi empregada a simulacdio do uso de um
homogeneizador do tipo "loose-fitting" através da aspira¢do e dispensa rigorosa por
uma seringa com agulha de metal até a obtencdo de uma suspensdao com aspecto
homogéneo. Cada ciclo de aspiracdo e dispensa foi repetido por volta de 7 a 10 vezes

em cada amostra.

A coleta das amostras nos periodos determinados no presente estudo (24, 48 e
72 horas) foi escolhida levando em consideracdo um tempo minimo para que, apds a
troca de meio de cultura e a aplicacdo do estimulo nos grupos testados, possa ser
detectada quantidade mensurdvel de proteinas incluindo a metaloproteinase. O dltimo
intervalo (72 horas) foi escolhido pelo fato das trocas de meio de cultura serem
realizadas aproximadamente num prazo de trés dias, quando o pH do meio de cultura
diminui para niveis abaixo do fisiolégico. A partir desse momento, ndo somente a
centrifugacdo, mas também o pH menor que 7,2 do meio de cultura, poderia interferir

na resposta celular.

5.5 O zimograma
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O método mais sensivel e pratico usado para a deteccdo de gelatinase B € o
uso de zimogramas. Esta técnica foi desenvolvida no final da década de 70 para o
estudo de ativadores do plasminogénio e depois foi adaptada para outras proteases,
incluindo as gelatinases. A técnica consiste no emprego de géis de poliacrilamida co-
polimerizados com gelatina submetidos a eletroforese de amostras de proteina na
presenca de Dodecilsulfato de s6dio (SDS) seguida pela lavaciao e remoc¢ao do SDS.
A incubacdo pernoite a 37°C permite a reativacdo enzimdtica e a degradacdo do
substrato co-polimerizado. A vantagem desse método € a sensibilidade de detectar
enzimas presentes na ordem de picogramas e a possibilidade de discriminar entre as
formas de gelatinases com base nos respectivos pesos moleculares. Isso permite a
diferenciacdo entre a gelatinase A e B e suas pro-formas, ativadas pela a¢do dos
detergentes, além de possibilitar a diferenciacdo, quando presente, de espécies ativas,
entre mondmeros € homodimeros ou heterodimeros. Nesses casos, complexos nao
covalentes, como gelatinase B e TIMP sdo prontamente dissociadas pelo SDS

presente no gel e sdo separadas durante a eletroforese *.

A zimografia € uma técnica de eletroforese usada para identificar a atividade
proteolitica sob condi¢des ndo redutoras. Ela é amplamente usada no estudo in vitro

da expressdo de proteases em microambientes neopldsicos “”.

Uma das propriedades da zimografia que a torna uma técnica de grande
interesse no estudo das metaloproteinases € o fato e diferenciar as formas ativa e
latente das gelatinases através de sua massa molecular. Acredita-se que a forma
latente possa ser ativada por desnaturacdo seguida pelo auto-ajuste molecular com a

quebra do pré-dominio. Essa propriedade € vantajosa em relagdo a outras técnicas de
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ativacdo enzimadtica como ELISA, que quantificam o total da enzima presente, mas

ndo diferenciam as formas latente da ativa ®>*,

Para a realizacdo da zimografia do meio de cultura, era necessario remover o
soro fetal bovino, pois nele ja se encontravam quantidades considerdaveis da
metaloproteinase 2. O novo meio de cultura sem soro fetal bovino era testado
previamente em outras culturas e mostrou que pelo menos a curto prazo, as células
ndo sofrem nenhum dano na sua auséncia. Esses dados estdo de acordo com outros

trabalhos da literatura “° .

Ap6s a dispensa das amostras previamente homogeneizadas no gel, este foi
mantido sob refrigeracdo a aproximadamente 4°C ligado ao gerador elétrico a 90 V e
35 mA. A separacdo de proteinas ocorre na forma desativada e, apds a lavacdo e
incubacdo, as mesmas sdo ativadas, permitindo a degradagao da gelatina ou da caseina
usadas na preparacdo do gel. Esse método mostrou-se eficaz na observacdo da
presenca da gelatinase A e ausé€ncia da gelatinase B além de outras metaloproteinases,

avaliadas com gel de caseina, no lisado celular e no meio de cultura.

A presenca de MMP2 e MMP-9 j4 foi detectada pela zimografia do meio de
cultura de fibroblastos de tendao de coelho cultivados sobre base de coldgeno durante
24, 72 e 168 horas de cultivo @9 Em fibroblastos humanos derivados do ligamento
periodontal cultivados em base de coldgeno onde foi permitida a contragdo dos géis,

também foi detectada a presenca das duas metaloproteinases .



Discussao 71

A cultura de fibroblastos periodontais humanos em monocamada expressa
quantidades mensurdveis de RNAm de MMP-2 enquanto que outras
metaloproteinases sao pouco detectadas, e na zimografia com gel de gelatina do meio

de cultura expressou somente a MMP-2 “n,

5.6 Acao da forca mecanica

Apesar das forcas mecanicas serem essenciais para a homeostase dos tecidos,
o mecanismo no qual as células do tecido conjuntivo captam esses sinais mecanicos e
produzem respostas especificas como a expressdo de mediadores inflamatoérios é
pouco compreendido. Existem regides de maior sensibilidade mecanica nas células,
mas os mecanismos de adaptacdo e transduc@o de sinal do estimulo mecanico nessas

regides ainda ndo sdo bem conhecidos “”

. Foi postulado que forgas mecanicas
induzem mudangas conformacionais que ativam moléculas especificas nos sitios de
adesdo. Componentes trans-membrana e, principalmente, as integrinas e as proteinas
adaptadoras sdo os principais exemplos dessas moléculas. As integrinas conectam a
matriz extracelular ao citoesqueleto, o que permite a transmissao da for¢a externa a

esses componentes intracelulares “* *.

Fibroblastos humanos derivados da derme cultivados em base de coldgeno e
submetidos a uma aplicacdo de forca tridimensional apresentam uma forma mais
alongada com desenvolvimento de fibras de actina dependendo da intensidade da

forca aplicada .
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No presente estudo foi demonstrado que a aplicacdo de for¢a mecanica nas
células provoca diminuicdo no armazenamento total de proteinas nas culturas
estimuladas em relacdo ao controle, demonstrada pela queda significativa na
concentracdo de proteinas totais no lisado celular, enquanto que no meio de cultura

nao ocorre alteracdo significativa.

Considerando a diferenca de 10 vezes em relacdo ao volume das amostras de
lisado celular (0,2 mL) e meio de cultura (2 mL), era possivel inferir que a quantidade
de proteinas produzidas pelas células e liberadas para o meio de cultura em todos os
grupos nos intervalos de tempo das coletas era, no minimo, duas vezes maior no meio

de cultura do que no lisado celular.

Fibroblastos humanos, derivados do ligamento periodontal e da gengiva,
estimulados por centrifugacdo durante 16 horas a 217g ndo mostram altera¢des na
secrecdo de proteinas como lactato dehidrogenase nem na proliferacdo celular.
Entretanto a adesao dos fibroblastos gengivais e periodontais a componentes da matriz
extracelular diminuiu significativamente quando comparada ao controle (fibroblastos

gengivais, p<0,05 e fibroblastos periodontais, p<0,01) “*’.

Nao foram encontradas diferencgas significativas na atividade tanto da forma
latente quanto da ativa da metaloproteinase 2 relacionada a intensidade de estimulacdo
das culturas no lisado celular. Sendo a metaloproteinase uma enzima de agdo
extracelular, € coerente afirmar que a producdo e o armazenamento das duas formas
da enzima nao foram alteradas pela aplicac¢do da forca, uma vez que ela é transportada

em vesiculas alinhadas com o citoesqueleto, que participa na captacdo do estimulo
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mecAnico e provoca respostas celulares ©”. Esse fato sugere que possa haver um
desvio na producdo e armazenamento total de proteinas em relacdo a producdo da

MMP-2 tanto da sua forma latente quanto ativa demonstrada no lisado celular.

A aplicacdo da for¢a mecanica nas culturas provocou uma queda significativa
da atividade da pr6-MMP 2 nos periodos iniciais do experimento (24 horas),
demonstrada no meio de cultura. No periodo seguinte (48 horas), somente a
estimulagdo por 30 minutos foi significativamente menor que o controle. No intervalo
final (72 horas) ndo foi encontrada diferenca na atividade da forma latente da enzima

em relacdo a estimulagdo e o controle.

Apesar da estimulagdo ter causado queda da atividade de pr6-MMP 2 nos
periodos iniciais, houve uma recuperagao progressiva da atividade da pr6-MMP 2 e ao
final do estudo, sua atividade j4 havia se comparado aos niveis basais das culturas.
Esse fato pode ser entendido como um retardo na atividade causada pela aplicacdo da

forca mecanica.

Foi demonstrado no estudo, que em cultura, a atividade da pr6-MMP 2 era
significativamente maior comparada com a atividade da MMP-2 em todos os grupos,

tanto no lisado celular quanto no meio de cultura.

Resultado semelhante foi encontrado ao cultivar tenddes de cauda de rato,
onde foram demonstradas expressdes substanciais d¢ RNAm da MMP-1 por Northern
blotting apds 24 horas. Quando os tenddes foram submetidos a tensdo mecanica,

houve um decréscimo significativo na expressao da MMP-1. Também foram
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detectadas expressdes substanciais de pr6-MMP 1 e MMP-1 por Western

immunobloting ap6s 24 horas de cultivo sem aplicacio de tensdo “%.

Ao estudar a producdo de proteinas em cultura de fibroblastos humanos
derivados do ligamento periodontal e estimulados por diferentes duracdes de forca
centrifuga, foram encontrados que os niveis d¢ RNAm de B-actina diminuiram 20%
em culturas centrifugadas por 120 minutos. No mesmo estudo, resultados diferentes
foram encontrados nos niveis de RNAm da colagenase 1 (MMP-1) e tropoelastina,
que aumentaram significantemente com 30 minutos de centrifugacdo (p<0,05). Esse
aumento foi de 2,6 vezes para a MMP-1 e 4 vezes para a tropoelastina. Esta, manteve-

se em niveis 3 vezes maiores a 60 minutos (p<0,05) (40,42

A expressao de RNAm de colagenase (MMP-1) encontrada em fibroblastos
caninos submetidos a diferentes intensidades de forca mecanica por centrifugacgao,

também foi inferior ao controle V.

No presente estudo, ndo foi observada diferenca em relacdo a forma ativa da
metaloproteinase 2 comparada entre os grupos controle e estimulados no meio de
cultura, demonstrando que a secrecdo da enzima se manteve em proporcdes
semelhantes. Somente era possivel ser observado o aumento do grupo controle entre
os intervalos de tempo das andlises, de 24 a 72 horas, explicado pela proliferacdao
celular ocorrida durante esse periodo, e possivel desvio da secrecio em relagdo a
MMP-2 nas culturas ndo estimuladas, j4 que ndo ocorre 0 mesmo aumento na

concentra¢do de proteinas totais no meio de cultura.
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Resultado semelhante foi encontrado nos niveis de RNAm de MMP-1 em
células cultivadas em base de coldgeno retratil (RCG), onde houve aumento da
expressao com o relaxamento da base, permitindo o relaxamento celular, porém queda
com a aplicacdo de tensdo sobre a mesma. A adic@o de citocalasina D, que produz
relaxamento celular pelo desmembramanto do citoesqueleto, induziu um aumento
semelhante na expressdao de RNAm de MMP-2 e 14 comparado com o controle. Nesse
mesmo estudo, foram avaliadas as expressoes de MMP-2, 3, 8,9, 11, 13 e 14, e apesar
da variacdo na expressdo de cada uma delas, apenas a MMP-2 pode ser observada em
niveis basais sem relacdo com a acdo de for¢ca mecanica nem tratamento com

citocalasina D “7,

5.7 Perspectivas futuras

Os mecanismos de transducdo de sinal pelos quais a sintese e liberagao de
MMPs sao alteradas por aplicacdo de forca e suas interacdes com as alteragdes
estruturais do citoesqueleto constituem uma area de estudo que podera contribuir para
o avanco do conhecimento bdsico e posterior aplicagdo clinica ao planejamento

terapéutico de pacientes que necessitam de correcdes ortodonticas.
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6. CONCLUSAO

A aplicacdo de for¢a ortoddntica simulada em culturas de fibroblastos
humanos derivados do ligamento periodontal provoca queda na atividade de MMP-2,
em sua forma latente, proporcional ao tempo de duracdao do estimulo mecanico. Com
o passar do tempo das coletas, a atividade se recupera permanecendo semelhante aos

niveis basais. A atividade da pr6-MMP 2 é maior que a da MMP-2.

O modelo utilizado de forca ortoddntica ndo diminui a viabilidade celular das

amostras nos periodos seguintes as estimulagdes das culturas.

A concentragdo de proteinas totais presente no lisado celular dimunui com a
aplicacdo da forca ortodontica simulada nas culturas em relagdo as ndo estimuladas.
Nao houve variagdo significativa na excrecdo de proteinas totais do meio de cultura

apesar da variacdo observada em relagao a pr6-MMP 2.
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ANEXO 2

Faculdade de Medicina — UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Av. Alfredo Balena, 190 — Bairro Santa Efigénia
Fone.: (31) 3248 — 9762 Fax.:3248 — 9760
CEP.: 30.130-100, Belo Horizonte, Minas Gerais

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado Paciente,

O senhor(a) estd sendo convidado(a) para participar, como voluntdrio(a), em
uma pesquisa.

Antes de decidir se quer participar, € importante que o senhor(a) entenda a
razdo deste estudo e os possiveis beneficios, riscos e desconfortos. Por favor, leia
atentamente todas as informacdes deste folheto. Por favor, faga perguntas se tiver
qualquer divida. Em caso de recusa vocé ndo serd penalizado(a) de forma alguma.

Ap0s ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine ao final deste documento.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Atividade de Metaloproteinases em Fibroblastos Humanos
Expostos a Forca Ortodontica Simulada em Cultura

Pesquisadores: Prof. Dr. José Renan da Cunha Melo, Dr. Rodolfo Assis Lisboa
Telefone para contato: (31) 3248 — 9762 / 8833 — 4953

Qual o objetivo desta pesquisa?

A pesquisa em questdo tem como objetivo cultivar células presentes no
ligamento periodontal de dentes que foram extraidos dentro do bloco cirdrgico. Em
laboratorio, serd feita uma raspagem do dente extraido para obtencdo de células a
serem cultivadas.

Quando a cultura estiver pronta, as células serdo centrifugadas durante tempos
diferentes e estudadas as caracteristicas dessas células. Também serd estudada a
producdo de substincias conhecidas como metaloproteinases.

Preciso Participar?

A sua participacdo no estudo € voluntiria e depende s6 do senhor(a). Se
decidir participar, o senhor(a) ird assinar este documento chamado Consentimento
Livre e Esclarecido. Mesmo decidindo participar, o senhor(a) poderd desistir a
qualquer momento. Se o senhor(a) ndo participar do estudo ou desistir de participar,
isso em nada afetard o seu atendimento nesta faculdade e o senhor(a) continuara
recebendo do seu dentista 0 mesmo tratamento proposto.

O que acontecera se eu participar?



A sua cirurgia serd realizada conforme o planejamento realizado pelo seu
dentista. O dente extraido junto com o ligamento periodontal que estiver aderido nele
serd recolhido e usado como descrito na pagina anterior.

O que devo fazer?

Seguir os procedimentos informados pelo seu dentista para que seu tratamento
ocorra da melhor maneira possivel.

Se o senhor(a) desejar sair do estudo, favor entrar em contato com os
pesquisadores.

Quais sao os possiveis riscos e desconfortos que poderao ocorrer?

Os procedimentos a serem realizados nesta pesquisa, sdo indcuos, nada serd
introduzido no seu organismo e nao existe risco de dor e/ou desconforto.

Quais sao os possiveis beneficios?

Esta pesquisa ndo traz nenhum beneficio direto ao senhor(a). As informagdes
obtidas neste estudo poderdo contribuir para um melhor planejamento odontolégico
de pessoas que nao tem os dentes adequadamente distribuidos na arcada dentaria.

A informacao obtida sera confidencial?

Somente os pesquisadores saberdo que o senhor(a) participou do estudo. O

resultado deste estudo serd publicado em revista especializada, sem identificacao de

quem doou o tecido.

Se o senhor(a) tiver alguma duvida sobre o estudo, por favor entre em contato
com 0s pesquisadores.



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO ESCRITO

(nome do paciente em letra de forma)

li e entendi toda a informacdo que me foi fornecida sobre minha participagdo no
presente estudo e tive a oportunidade de discutir e tirar dividas. Todas as minhas
perguntas foram respondidas satisfatoriamente e concordo voluntariamente em
participar da presente pesquisa. Entendo que receberei uma cépia desse Termo de
consentimento Livre e Esclarecido assinado.

Autorizo a divulgacdo dos resultados do estudo em revistas especializadas nacionais
ou internacionais. Entendi que toda informagdo que eu fornecer serd processada e
analisada de maneira confidencial.

Eu concordo em participar deste estudo
Paciente
INOITIE: ..ttt et e sttt e st e et e e bt e e bt e s bbeesbteesabaeesanaeens

Data: ........ T Lo, ASSINATUTAL oeveeeieeee et e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeraeeeeeeeeeeenens

Eu expliquei a natureza e o propodsito deste estudo para o paciente acima denominado.

Pesquisador
N OIM 1. i et e e et e e et te e s e et e e s et et e s e et s e et a et aaeaaraaaaaas
Data: ........ T Lo, ASSINATUTAL cevveeeneee et e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeraeeeeeeeeeeennns

Se aplicavel,

Testemunha (1) Eu testemunhei a explicacdo e o propdsito deste estudo para o
paciente acima denominado.

B\ ) 1 1SS TSR RTTRRRRTRRRRN
Data: ........ VR Lo, ASSINATUTAL ©oeeivviiieeeeeeeiieeeeee ettt e e e e et revaa e e e eeeeeesaaes

Testemunha (2) Eu testemunhei a explicacdo e o propodsito deste estudo para o
paciente acima denominado.

N OINIE: ittt e e et e e e et e e e et e s e et e s e et e s et e e e et aaraaaaaas

Data: ........ T Lo, ASSINATUTAL oeeeeeeneeee et e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeraeeeeeeeeeeennns



ANEXO 3

Somatorio das massas de proteinas produzidas
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ANEXO 4

Pro-MMP 2 e MMP-2 no lisado celular
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Mann-Whitney, p<0,05



ANEXO 5

Pro-MMP 2 e MMP-2 no meio de cultura
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Mann-Whitney, p<0,001



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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