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RESUMO

BOAVENTURA, Luciana D. F. Expressao de osteopontina e integrina  av3 no
processo de absorcao radicular induzido por movimen tacao ortodontica.
Orientador: Dr®. Monica Tirre de Souza Araujo; Dr®. Thereza Christina Barja-
Fidalgo. Rio de Janeiro: UFRJ/ Faculdade de Odontologia, 2008.

Dissertacao (Mestrado em Odontologia — Ortodontia). xv, 51 f.

Este estudo objetivou avaliar a atividade clastica e a expressdo de
osteopontina (OPN) e da integrina avB3 na superficie radicular adjacente as areas
de pressdo dos dentes submetidos a movimentacdo ortodéntica em ratos.
Utilizou-se 80 ratos Wistar machos, divididos em 4 grupos submetidos ao
movimento ortodéntico (n= 56) e 1 grupo controle, sem movimentacdo dentaria
(n=24). Uma mola de niquel-titanio aplicou forca de 50cN sobre o primeiro molar
superior esquerdo, movendo-o em direcdo mesial. A analise dos parametros
estudados foi realizada 3, 7, 14 e 21 dias ap0ds a colocacao do dispositivo. Parte
das pecas destinou-se a analise da expressao de OPN por RT-PCR e as demais
foram submetidas a preparo histologico para evidenciag¢ao por imunofluorescéncia
de OPN e integrina B3, assim como para fosfatase acida (TRAP). A analise
histolégica mostrou que houve aumento da atividade clastica, evidenciada pela
presenca de TRAP bem como detectou-se a expressao de OPN e integrina B3,

associadas a superficie radicular nos lados de pressdo nos dias 3 e 7. As lacunas



de absorcdo no 14° e 21° dias exibiram sinais de reparo, com diminuicdo das
marcacOes adjacentes a area radicular e maior sinalizacdo ( OPN, B3 e TRAP)
junto ao osso alveolar. A andlise da expressdao génica de OPN corroborou os
resultados histoldgicos, mostrando aumento do RNA-m para OPN nos dias iniciais
do experimento (3 e 7), diminuicdo no 14° dia e aproximando-se dos niveis
controle no 21° dia. Os resultados indicam que o aumento na expressdo da
integrina B3 e da OPN estd associado a atividade clastica nas lacunas de
absorcdo radicular, que ocorrem no lado de pressdo decorrentes da

movimentacao dentaria induzida.
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SUMMARY

BOAVENTURA, Luciana D.F. Expressao de osteopontina e integrina  av3 no
processo de absorcao radicular induzido por movimen tacado ortodontica.
Orientador: Dr®. Monica Tirre de Souza Araujo; Dr®. Thereza Christina Barja-
Fidalgo. Rio de Janeiro: UFRJ/ Faculdade de Odontologia, 2008.

Dissertacao (Mestrado em Odontologia — Ortodontia). xv, 51 f.

The aim of this study was to analyse the activity of odontoclasts and the
expression of osteopontin (OPN) and avB3 integrin in tooth root surface during
orthodontic tooth movement in rats. Eighty male Wistar rats were used in this
study, divided in four experimental groups submitted to orthodontic tooth
movement (n= 56), and one control group, without orthodontic tooth movement
(n=24). A Ni-Ti closed coil spring was tied in the upper left molar with a force of
50cN, moving the tooth into mesial direction. The animals were sacrified after 3, 7,
14 and 21 days after device installation and the left hemi-maxilla were dissected
for analysis. Part of that material was histological prepared for hematoxilin-eosin
staining, immunofluorescence reaction for acid phosphatase (TRAP), to detect
clastic activity, and also for OPN and 3 integrin expression. The gene expression
for OPN was assayed by RT-PCR in radicular tissue samples. An increase in
clastic activity, which paralleled with an augmented expression of OPN and 33

integrin, were observed on the side of the tooth root surface submitted to
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orthodontic tooth movement, at days 3 and 7. On the days 14 and 21 after device
installation, the resorption lacunae showed signs of repair, with decreased
expression of TRAP, OPN and B3 near tooth root surface, and increased
sinalization near alveolar bone surface. The analysis of the OPN gene expression,
corroborated with the histological observation, showing a greater expression of
OPN-mRNA in the inicial days of experiment (3 and 7) decreasing on the 14™ day
and reaching control values on day 21. Taken together the data indicates that
during the initial stage of orthodontic tooth movement occurs tooth root resorption
in the pression areas, characterized by an increase in the clastic activity, which
correlates and co-localizes with the higher expression of OPN and its natural

ligand, the B3 integrin.
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1 INTRODUCAO

O o0sso renova-se constantemente através da remodelacdo Ossea, um
processo caracterizado pela alternancia dos fenémenos fisiolégicos de absorcéo e
neoformacdo. No entanto, a absorcdo dos tecidos mineralizados dos dentes
permanentes € considerada patolégica, uma vez que ndo ha, ao contrario do
tecido 0sseo, contribuicdo do processo de absorcdo na manutencao estrutural ou

funcional do 6rgao dentario. (BHASKAR, 1989).

Absorcéo radicular é a perda parcial de cemento e dentina radicular do
dente (PI1ZZO, LICATA, GUIGLIA, et al., 2007) e € um dos problemas iatrogénicos
mais freqlentes na movimentacdo dentaria ortodéntica (BREZNIAK AND
WASSERSTEIN, 2002a, 2002b). A relacdo entre absorcéo radicular e tratamento
ortodontico foi descrita pela primeira vez em 1914 (OTTOLENGUI). A regiao
apical € a mais afetada, havendo diminuicdo do comprimento dentario e reducéo

do suporte periodontal do dente. (REITAN, 1974).

As absorc¢oes radiculares apresentam variada etiopatogenia, envolvendo a
combinacdo de aspectos genéticos, ambientais, bioquimicos, morfoldgicos,
sisttmicos e mecanicos (PHILLIPS, 1955; RYGH, 1977; BREZNIAK &
WASSERSTEIN, 1993; ACAR, 1999; AI-QAWASMI, 2003; CONSOLARO et al.,
2004). Estudos associando predisposi¢do genética a absorcao dentaria sédo ainda

inconclusivos, com relatos que sugerem desde alguma correlacdo direta entre
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componente genético e absorcdo radicular (AI-QAWASMI et al., 2003; Al-
QAWASMI, 2005) até estudos onde nédo foi encontrada qualquer correlacéo.
(NEWMAN, 1975). Localmente, relaciona-se a ocorréncia de absorcbes
radiculares com a morfologia radicular (forma, comprimento e angulacdo entre
coroa e raiz) e morfologia 6ssea (altura, espessura e forma da crista alveolar).
Raizes afiladas, dilaceradas, curtas e anguladas em relacdo a coroa sao mais
predispostas a absorcdo, assim como cristas alveolares reduzidas em altura,
espessas e de formato quadrangular, que propiciam maior concentracdo das
forcas ortodbnticas por sofrerem menor deflexdo oOssea. (BREZNIAK &
WASSERSTEIN, 1993; SAMESHIMA & SINCLAIR, 2001a; SAMESHIMA &
SINCLAIR, 2001b; CONSOLARO, 2005). Sistemicamente alguns autores
consideraram que endocrinopatias como hipotireoidismo, hiperpituitarismo e
hiperparatireoidismo teriam significado etioldgico preponderante nas absorcdes
radiculares (CARPOL, 1961; COUNTS & WIDLAK, 1993). No entanto, outros
trabalhos mostram que o desequilibrio hormonal influenciaria, mas néo causaria

absorcdao radicular (NEWMAN, 1975; FURQUIM, 2002).

Historico de traumatismos anteriores, tratamento endoddéntico e absorgdes
prévias aumentam o risco de absorc¢des radiculares durante a movimentacdo
ortodéntica. (SAMESHIMA & SINCLAIR, 2001b; CONSOLARO, 2005). Além disto,
duracédo prolongada de tratamento, tipo de maloclusdo ("overjet" acentuado),
movimentos de torque, intrusdo e extrusdo, magnitude da forca (elevada) e
distancia (longa) do movimento s&o fatores mecéanicos que contribuem para a
ocorréncia de absorcdo radicular (PHILLIPS, 1955; SAMESHIMA & SINCLAIR,

2001a ; SAMESHIMA & SINCLAIR, 2001b; CONSOLARO, 2005).
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Os tipos celulares participantes do mecanismo de absorcdo sdo os
osteoblastos, osteoclastos e células mononucleares da linhagem dos macréfagos.
A esse conjunto celular da-se o nome de unidade de absorcdo de tecido
mineralizado ou unidade osteorremodeladora. Em um estagio precursor, 0s pré-
osteoclastos s&@o encontrados na circulacdo periférica juntamente com a
populacdo celular monocitica. (SALHOUB et al, 2000). Através da circulacdo
sanguinea, séo recrutados para as superficies internas ou externas do 0sso por
todo o esqueleto onde o processo de reabsorcéo seja requerido. Os osteoclastos
sao ativados sob a influéncia de fatores de diferenciacdo e maturacao, incluindo o
fator de estimulacao de colénia de macréfagos (MCSF) (FUJIKAWA et al., 2001) e
o ligante do receptor-ativador de NFkB (RANK-L) (FEIGE, 2001) liberados
respectivamente por macrofagos e osteoblastos (HOLLIDAY et al., 1997; RODY
et al.,, 2001). Estes dultimos, por sua vez, tém sua atividade modulada por
mediadores locais (citocinas, fatores de crescimento e prostaglandinas) e
sistémicos (paratormoénio, vitamina D3, calcitonina, estrégenos) (RODAN &
MARTIN, 1981). As ceélulas responsaveis pela absorcdo radicular sao
denominadas odontoclastos e sao similares aos osteoclastos nos seus aspectos
estruturais e funcionais (MORITA et al.,1970; BRUDVIK & RYGH, 1993; TSUJI et
al., 2001; BREZNIAK & WASSERSTEIN, 2002; CONSOLARO, 2005). Na
superficie do cemento situam-se ainda os cementoblastos, que n&o possuem
receptores para os mediadores quimicos da absor¢do, conferindo protecdo a
superficie radicular da acao dos clastos. (LINDSKOG et al., 1987; CONSOLARO,

2005).

Osteoclastos sao células multinucleadas de origem hematopoiética que

absorvem o tecido mineralizado através da adesdo a superficie éssea via uma



20

estrutura altamente especializada e polarizada. O processo de reabsorcédo 0ssea
compreende a proliferacdo de células progenitoras dos osteoclastos;
diferenciacdo dos progenitores em pré-osteoclastos mononucleares (pré-fusiao);
fusdo dos pré-osteoclastos em osteoclastos multinucleares e migracdo dos
osteoclastos para as lacunas de absorcdo. A adesdo a superficie 0ssea se da
através da formacdo da “zona de selamento”, e os osteoclastos polarizam para
criar uma borda em escova, sua face ativa, de forma enrugada, com
prolongamentos citoplasmaticos especializados voltados para a lacuna de
absorcdo (ROODMAN, 1999; BOYLE, SIMONET, LACEY, 2003).

A formacéo da zona de selamento é essencial para a polarizacdo dos clastos,
pois constitui uma barreira de difusao, isola a area da borda em escova do meio e
cria um microambiente que permite a secrecao direcionada de acidos (TRAP) e
enzimas lisossomais (catepsina K) nos espacos entre a borda em escova (Figura
1) (DENHARDT & GUO, 1993). A expressao conjunta destas substancias € bem
especifica, sendo a fosfatase acida resistente a tartrato (TRAP) considerada o
principal marcador de atividade clastica. (MINKIN, 1982; COLE & WALTERS,
1987; BRUDVIK, RYGH, FARRELL, 1992; HAYMAN & COX, 2003; FILGUEIRA,
2004). No entanto, a TRAP pode ser expressa por outras células como
macréfagos e células dendriticas sob certas condi¢des. (TSUBOI, MATSUI,

HAYASHIDA, et al., 2003; WALSH, CAHILL, CARNINCI, et al., 2003).

Zona de selamento f

| Zona de selamento

rOsteopomina

/ T ——— ['Borda em escova |
/ / //
- / LACj’JNA DE ABSORGAD
[ MACPNADE R
[TRAP — i

‘ CatepsinakK —/

Figura 1 Representacéo esquematica de célula clastica.
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Para organizar estas estruturas citoplasmaticas altamente polarizadas, o0s
clastos devem migrar e aderir a superficie mineralizada. Desta forma, o
reconhecimento dos componentes da matriz extracelular dos tecidos
mineralizados pelos clastos € um passo importante na iniciacdo funcional destas
células (DENHARDT & GUO, 1993; DOLCE et al., 2003; BLAIR & ZAID, 2006;
NAKAMURA et al., 2007).

As matrizes do 0sso e cemento sdo compostos biolégicos que consistem de
agua, minerais, macromoléculas colagenas e nao-colagenas, estas Uultimas
conhecidas como proteinas ndo-colagenas (PNC). Nos tecidos mineralizados o
colageno interage com diversas PNCs e compdem um arcabouco para a
acomodacdo dos cristais minerais.(CHRISTOFFERSEN & LANDIS, 1991). No
0Sso e cemento o colageno é o principal componente da matriz extracelular,
compreendendo 80-90% da matriz organica. O predominante € o tipo |, no entanto
os tipos Ill, V, VI e Xl também estdo presentes (BOSSHARDT, 2005). Mais de 20
PNCs foram identificadas no osso, cemento e dentina. As funcdes destas PNCs
compreendem a iniciacdo, deposicdo e regulacdo da mineralizacdo e
remodelacdo da matriz (ROBEY, 1996; BUTLER, 1998; FISHER et al., 2001,
SODEK et al., 2002).

Atualmente sabe-se que certas PNCs que antes eram consideradas
especificas de alguns tecidos também estdo presentes em outros tipos tissulares.
Exemplos incluem osteopontina (OPN), sialoproteina da dentina (DSP),
fosfoproteina da dentina (DPP), proteina de matriz da dentina | (DMPI) e algumas
proteinas da matriz do esmalte (EMP). Desta forma, pode-se considerar que 0sso,

cemento e dentina possuem um conjunto de PNCs em comum e que a
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singularidade de cada tecido reside na combinacéo destas PNCs (BUTLER et al.,
2003; BOSSHARDT, 2005).

A osteopontina e a sialoproteina sdo as duas maiores PNCs do 0sso e
cemento (BRONCKERS et al.,1994; MACNEIL et al.,, 1996; D'ERRICO et al.,

1997, BOSSHARDT et al., 1998; NANCI, 1999).

A osteopontina (OPN) é a principal glicoproteina ndo-colagena da matriz
extracelular 6ssea capaz de mediar a adesdo celular através de receptores de
membrana (integrinas) e esta ligada a promocéao e regulacdo da adesdo, além da
distribuicdo dos osteoclastos pela superficie 6ssea durante sua reabsorcao. Sabe-
se que é produzida por osteoblastos, osteoclastos, osteécitos, macrofagos e esta
presente nos processos de absorcdo e mineralizacdo da matriz 6ssea (TERAI et
al.,1999 ; LEE et al., 2004; CHUNG et al., 2007). Em trabalho recente, mostrou-se
gue camundongos deficientes em OPN quando submetidos a movimento dentario
induzido sofreram diminuigcdo na formagéo de odontoclastos, com consequente
reducdo na absor¢ao radicular, quando comparados ao tipo selvagem (CHUNG,
SOMA,RITTLING et al., 2008). Outro trabalho constatou um aumento na
expressao de OPN em ostedcitos no lado de pressao de 3,3% para 87,5%, apos
48 horas do inicio da aplicacdo de forca ortodéntica (TERAI, YAMAMOTO, OHBA
et al., 1999).

A adesao do clasto a superficie mineralizada se d& através de receptores
glicoproteicos de superficie celular denominados integrinas. As integrinas mediam
véarios tipos de interagbes célula-célula e célula-matriz e sdo compostas por
subunidades a e B que reconhecem uma ampla gama de ligantes celulares e de
matriz extracelulares. A sinalizacdo mediada pelas integrinas regula uma

variedade de fungbes celulares incluindo desenvolvimento embrionario,
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hemostasia, ativacao de leucdcitos, reabsorcdo 0ssea, resposta celular a estresse
mecanico, crescimento tumoral e metastases (MIYAUCHI et al, 1991; DUONGU
et al, 2000; SCHWARTZ, 2001; BOYLE, SIMONET & LACEY, 2003;GIANCOTTI,
2003; KAMADA,PANKOV et al., 2003; KATSUMI & ORR, 2004; QIN,
VINOGRADOVA et al., 2004; LUCRASHENAR & CLEMENTS, 2007).

A integrina a,B3 € o principal receptor de adesdo presente na membrana
celular clastica e interage com proteinas da matriz mineralizada, especialmente a
osteopontina e a sialoproteina, através do reconhecimento da seqiéncia
tripeptidica: Arginina-Glicina-Acido aspartico (RGD), presente nestas proteinas
(FLORES et al. 1992; FISCHER et al. ,1993; YAMAMOTO et al. ,1998;

WIERZBICKA-PATYNOWSKI, NIEWIAROWSKI et al., 1999; TALIC et al., 2006).

Segundo Andreasen (1985), a absorcdo radicular externa de superficie é a
gue geralmente esta associada ao movimento ortodontico. Caracteriza-se pelo
aspecto autolimitante, envolvendo inicialmente pequenas &reas na superficie
radicular externa, seguida por reparo através de células originadas das partes
adjacentes intactas do ligamento periodontal. Entretanto, na area de pressao da
movimentagao ortodontica, a forca aplicada sobre o dente pode comprimir 0s
vasos do ligamento periodontal de tal forma que leva ao desenvolvimento de uma
zona de necrose asseéptica (zona de hialinizacdo). Os cementoblastos sé&o
afetados e a superficie radicular torna-se desprotegida e susceptivel a absorcéo
(REITAN, 1967; RYGH, 1977). A perda de material radicular ocorre adjacente e
subjacente a area hialinizada como efeito colateral da atividade celular associada
a remocao do tecido hialinizado. (BRUDVIK & RYGH, 1993). As primeiras células
envolvidas na remoc¢éo do tecido necrotico na periferia da zona de hilianizagéo

sdo negativas para fosfatase acida resistente a tartrato (TRAP), ndo apresentam
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borda em escova e assemelham-se a macréfagos, provavelmente ativadas por
sinais provenientes do tecido com necrose estéril. A este grupo celular seguem-se
células gigantes multinucleadas no centro da area hialinizada e células
multinucleadas com borda em escova positivas para TRAP nas lacunas de
absorcéo, os clastos propriamente ditos (BRUDVIK & RYGH, 1993; BRUDVIK &

RYGH, 1994; BREZNIAK & WASSERSTEIN, 2002).

A unido firme e estavel do clasto a superficie mineralizada é denominada
de anel ou zona de selamento. Quebrar bioquimicamente esta unido com o0 uso
de alguma substancia pode ser uma forma de atuar terapeuticamente no controle
e tratamento das absor¢des 0sseas e dentarias (CONSOLARO, 2005).

A expressao do papel da integrina a,3 e da glicoproteina osteopontina na
absorcdo Ossea ja foi descrito (FLORES et al.,, 1992; FISCHER et al., 1993;
YAMAMOTO et al., 1998; WIERZBICKA-PATYNOWSKI et al., 1999; TALIC et al.,
2006). No entanto, faltam evidéncias sobre sua participacdo no processo de
absorcéo radicular decorrente da movimentacdo ortodéntica (TERAI et al., 1999;
TALIC et al., 2004; CHUNG et al., 2008) Uma vez caracterizado o papel das
integrinas neste processo, estes receptores e seus ligantes poderdo tornar-se
alvos farmacoldgicos importantes para o tratamento preventivo de absorcdes

radiculares além de promover o aumento da ancoragem ortodontica.
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2 PROPOSICAO

Avaliar a atividade clastica e a expressao de osteopontina e integrina avp3
na superficie radicular de primeiros molares superiores de ratos ,apos a aplicacao
de forca ortodontica.

2.1 localizando e caracterizando histologicamente as lacunas de absorcéo

2.2 analisando a variacdo na expressao destas proteinas ao longo do

tempo experimental
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3 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Neste estudo foram utilizados 80 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus) com idade aproximada de 60 dias e peso médio de 300g. A escolha
por ratos machos visou eliminar a variagdo hormonal associada ao estro nas
fémeas (DOLCE, 2003). Os animais foram mantidos em biotério com temperatura
entre 18 e 26° Celsius (C), umidade relativa do ar entre 40 a 70 % e foto-periodo
controlado (ciclo de 12 horas claro/ 12 horas escuro), com disponibilidade ad
libitum de agua e racdo. Durante a realizacdo da pesquisa, todos os
procedimentos obedeceram as recomendacdes éticas e legais especificadas para
experimentos em animais, aprovadas pela Comissao de Avaliacdo do Uso de
Animais (CAUAP) do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade
Federal do Rio de Janeiro e pelo Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes
da Universidade Estadual do Rio de Janeiro, de acordo com as normas do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

A amostra constou de quatro grupos, divididos de acordo com o dia da
eutanasia, sendo os animais distribuidos do seguinte modo: 24 pertencendo ao
grupo controle (C) e 56 ao grupo experimental (E).

GRUPO CONTROLE (C): constituido por 24 animais que ndo receberam o
dispositivo ortoddntico, sendo apenas sedados, servindo de parametro para 0s
demais. A eutanasia ocorreu nos 3°, 7°, 14° e 21° dias apés a sedacado, 6 animais

em cada uma das datas relacionadas.
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GRUPO EXPERIMENTAL (E): constituido por 56 animais que, apos
sedacdo, receberam o dispositivo ortodéntico no primeiro molar superior
esquerdo. A eutanasia ocorreu nos mesmos periodos, 14 animais em cada uma

das datas relacionadas.

GRUPOS EUTANASIA NANIMAIS
C3 3 dia 6
C7 7 dia 6
CONTROLE
Cl4 14 dia 6
C21 2% dia 6
E3 3 dia 14
E7 7 dia 14
EXPERIMENTAL
E14 14 dia 14
E21 29 dia 14

A instalacdo dos dispositivos ortodonticos foi realizada sob sedacdo com
injecdo intraperitoneal de Cloridrato de quetamina (1,33 ml/kg), associado a
Xilazina (0,67 ml/kg), administrados com seringa de 1ml.

O modelo de movimento ortodéntico experimental foi executado
amarrando-se uma mola de niquel-titanio fechada de 7,0 mm de comprimento
(Morelli® ref. 35.20.064) no primeiro molar esquerdo e nos incisivos superiores.
Adaptou-se a mola no primeiro molar por um segmento de fio de amarrilho 0,008",
contornando-se o dente abaixo do ponto de contato e torcendo o fio em seguida.

Para fixar e evitar o deslocamento da mola construiu-se uma canaleta
horizontal nos incisivos, na regido mais cervical possivel, com o auxilio de broca
diamantada esférica (KG Sorensen® n.1012) em baixa rotacdo, com refrigeracéo

a ar (Figura 1A, pagina 13).
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A superficie dos incisivos foi entdo preparada com adesivo
autocondicionante hidrofilico (Transbond Plus Self Etching Primer®) e
polimerizada por 20 segundos. A mola foi distendida de forma a aplicar uma forca
de 50cN (aferida com dinambmetro), sendo fixada anteriormente com fio de
amarrilho em torno da canaleta nos incisivos.

ApOs amarrar a mola, aplicou-se resina composta (Transbond XT Light
Cure Resin®) contornando o fio sobre a canaleta nos incisivos e nova
polimerizacao foi realizada por 60 segundos (Figura 1B, pagina 13). Os incisivos
inferiores foram desgastados com disco de carborundum para preservar a
integridade do dispositivo (Figura 1C, 1D, pagina 13). A fim de permitir a
alimentacdo adequada dos animais e evitar o deslocamento do dispositivo,
durante o periodo experimental a racao peletizada foi substituida por moida.

A eutanasia foi realizada por meio de hipoxemia com gas carbonico. A
sequir, iniciou-se o preparo das pecas anatbmicas com a disseccdo da maxila,
cujas metades foram separadas, seguindo-se a fixacdo para processamento

histolégico ou o congelamento e trituracéo para extracdo de RNA.

3.1 PROCEDIMENTOS DE PREPARO HISTOLOGICO

O material coletado foi fixado em solucdo de paraformaldeido 10% com
tampdao cacodilato, pH 7.2, por um periodo de 24 horas. Em seguida procedeu-se
a descalcificacdo das pecas com EDTA a 10% pH 7.4 por 6 a 8 semanas.
Determinou-se o término da descalcificagdo quando foi possivel a penetracdo da

peca com agulha fina.



Figural  Fotografias ilustrativas da sequéncia de instalagdo do dispositivo ortodéntico. A
canaletas horizontais nos incisivos para fixacdo do fio de amarrilho B polimerizacéo
da resina composta apés adaptacdo da mola aos incisivos C dispositivo posicionado
previamente ao corte dos incisivos inferiores D corte dos incisivos inferiores.

Apo6s a descalcificagdo, o material foi inserido em cassetes plasticos
individuais, lavado por 15 minutos em agua corrente e desidratado em banhos de
alcool etilico em concentracdes crescentes, permanecendo 60 minutos
sequencialmente em &alcool 70% e 90%, seguido de dois banhos de 60 minutos
em alcool 100%. Em seguida, o material foi diafanizado através de dois banhos
em xilol, com duragéo de 30 minutos cada. O excesso de xilol foi removido com
papel filtro e as pecgas colocadas em frascos contendo parafina liquida a
temperatura de 60C em estufa, durante 2 horas. Por fim, os espécimes foram
removidos dos cassetes e posicionados em formas para inclusdo em parafina,
com intuito de obterem-se seccdes longitudinais das raizes dos primeiros molares

superiores.
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Os blocos de parafina foram levados ao microtomo, onde realizaram-se
cortes de 5 um de espessura. As fitas obtidas dos blocos foram recolhidas em
laminas de vidro silazinadas, sendo colocadas duas em cada lamina. As mesmas
destinaram-se a evidenciacdo por imunofluorescéncia de OPN e integrina (33,

assim como para fosfatase acida (TRAP) e hematoxilina e eosina.

3.1.1 Técnica de imunofluorescéncia

A desparafinizacdo das fitas nas laminas foi realizada através de
permanéncia em estufa 56°C por 30 minutos, mergulhando-as, em seguida, em
trés banhos de xilol de 2 minutos cada. Posteriormente procedeu-se a hidratacéao
dos cortes em concentracfes decrescentes de alcool (100%, 90%, 70%), cada
qual durante 3 minutos, finalizando com agua destilada por 5 minutos.

Todos os cortes foram banhados com PBS, pH 7.4 por 2 minutos. O
bloqueio da peroxidase endogena foi feitos com perdxido de hidrogénio a 3%
durante 15 minutos em camara umida. Apds duas lavagens sucessivas por 5
minutos em PBS, realizou-se a recuperacao antigénica com tampao citrato pH 6 a
95°C por 15 minutos. Nova lavagem foi realizada com PBS por 5 minutos. O
bloqueio das ligacGes inespecificas foi realizado com solucédo de albumina sérica
bovina a 3% em PBS , pH 7.4 por 20 minutos. Um dos cortes de cada lamina foi
incubado com anticorpo policlonal anti-B3 ( goat polyclonal IgG SC 6627, Santa
Cruz Biotechnology™), diluido 1:50 em PBS e 0,1% soro fetal bovino ou anticorpo
monoclonal anti-OPN (mouse monoclonal 1gG SC 73631, Santa Cruz
Biotechnology™), diluido 1:100 em PBS e 0,1% soro fetal bovino por, no minimo,
12 horas. O outro corte, correspondente ao controle negativo, foi incubado em

PBS.
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Subsequentemente, procedeu-se a 3 lavagens de 5 minutos cada em PBS
e incubacédo de todos os cortes com 0 anticorpo secundario, na diluicdo de 1:100
em PBS por 60 minutos. Os anticorpos secundarios utilizados foram o anti-IgG de
cabra produzido em coelho (Zymed 81-1640) para marcacdo anti-B3 e anticorpo
biotinilado universal ( kit Dako™ LSAB K0690) para marcacéo anti-OPN. Lavou-se
3 vezes por 5 minutos em PBS.

A marcacao em fluorescéncia seguiu-se com incubacéo com estreptavidina
associada ao fluoréforo FITC, na diluicdo de 1:200 em PBS por 60 min.
Posteriormente, lavou-se com PBS 3 vezes por 5 minutos e realizou-se a
marcacao dos nucleos celulares em fluorescéncia com DAPI, na diluicdo de 1:50
em PBS sendo colocado e removido logo em seguida. Nova lavagem foi realizada
com PBS e as laminas foram montadas com N- propilgalacto, sendo a vedacéo
feita com esmalte incolor. Estas etapas foram realizadas ao abrigo da luz e as

laminas foram mantidas congeladas a -20°C.

3.1.2 Técnica para marcacéo de fosfatase acida resi  stente a tartrato (TRAP)

por fluorescéncia

A partir das laminas desparafinizadas, os cortes foram incubados com
solucéo preparada com reagentes contidos no kit Acid Phosphatase Leucocyte
(Sigma Aldrich™ 387A): tampao acetato, nitrito de sodio, tartrato e o agente
fluoréforo ELF97 phosphatase substrate (Invitrogen™ E6589) em agua miliq por
15 minutos, seguindo-se a lavagem com PBS por duas vezes de um minuto cada
e realizou-se a contracoloragdao com DAPI 1:50, lavando-se logo em seguida. As

laAminas foram montadas como na imunofluorescéncia.
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3.1.3. Técnica para hematoxilina-eosina

A coloracdo com hematoxilina-eosina foi realizada apds a desparafinizacao
das fitas e hidratacdo dos cortes, como descrito previamente. As laminas foram
entdo imersas por 3 a 5 minutos em hematoxilina e lavadas em agua destilada.
Em seguida, foi feita a imersdo em eosina durante 1 a 3 minutos, novo enxagie e
desidratacédo dos espécimes com alcoois em concentracdo crescente (70%, 90%
e 100%) por 2 minutos cada. Prosseguiu-se a clarificacdo com dois banhos de
xilol de 2 minutos cada e a montagem com etelan e colocacdo da laminula de

protecao.

3.1.4. Técnica da Reacdo Transcriptase Reversa em C adeia da Polimerase

(RT-PCR)

ApoOs disseccdo e divisdo das maxilas dos grupos experimental (n=6) e
controle (n=6), as areas correspondentes ao primeiro molar superior foram
separadas, congeladas em nitrogénio liquido e trituradas com gral e pistilo. Em
seguida adicionou-se 1ml de trizol (Invitrogen Life Technologies Inc), coletando o
material para seus respectivos eppendorfs.

A extracdo de RNA foi feita segundo as instrucdes do fabricante e 0 RNA
total obtido foi quantificado através de espectrofotometria UV a 260 nm. Uma
guantidade de 2 pg do RNA total extraido foram tratadas com RQ1 DNAse
(Promega), conforme o protocolo do fabricante. O RNA foi incubado com 5 M de
LiCl a uma concentracao final de 2,5 M a -70°C por 16 hs e ent&o centrifugado a
14000 rpm por 15 min a 4°C. O pellet foi lavado com etanol 70% e centrifugado a
14000 rpm por 15 min a 4°C. ApoOs a evaporacao do etanol 70%, o pellet foi

ressuspendido em H,O. O RNA total obtido ap6s a precipitacdo com LiCl foi
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usado na sintese de cDNA utilizando o sistema “M-MLV Reverse Transcriptase”
(Promega) seguindo o protocolo do fabricante.

Amplificou-se o cDNA pela reagdo em cadeia polimerase (PCR), utilizando
os reagentes do Kit “GoTag® Flexi DNA Polymerase” (Promega): 0,4 uM de cada
par de iniciadores especificos, 0,75 U/uL de GoTaq Flexi DNA polimerase
(Promega), 0,12 mM de mix de nucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 1x de
tampéo GoTaq Flexi .

As condicbes da reacdo foram as seguintes: 95T por 5min (hot start) e 32
ciclos compreendendo 95T por 45 seg, 52T por 30 s eg, 72T por 30 seg e 72°C
por 7 min. Os seguintes primers foram utilizados para amplificar a subunidade de
cDNA de osteopontina de Rattus norvegicus (GeneBank accession no.
NM_012881.2): senso 5-GAAACTCTTCCAAGCAACTCC-3' (320-340), e
antisenso, 5-GACTGTGGGGGCGATTGGAG-3' (503-520). O tamanho esperado
do produto do PCR de osteopontina era 201 bp. Primers para o0 gene
housekeeping gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foram utilizados
para validar o cDNA em cada reacédo: senso, 5-AGATCCACAACGGATACATT-3',
e antisenso, 5-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3’. Realizou-se eletroforese com o
produto amplificado do PCR em um gel de 1.5% de agarose e visualizou-se por
exposicao UV em um transiluminador.

A comparacdo semi-quantitativa entre as amostras foi feita através da
medicdo das intensidades das bandas correspondentes aos fragmentos
amplificados com o programa Image J 1.334s (WayneRasband, NIH, EUA -
http://rsb.info.nih.gov/ij). Os valores correspondentes a guanilato ciclase soluvel
do RNA-m para OPN foram avaliados em relacdo aos niveis de RNAm do gene

housekeeping GAPDH e os dados resultantes foram convertidos em graficos e
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submetidos ao teste ANOVA para avaliagdo da significancia estatistica, utilizando

os programas GraphPad Prisma 4® e SPSS 13°.
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4 DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

4.1 ARTIGO

BOAVENTURA, L.D.F; CARVALHO, J.J.; TIRRE-ARAUJO, M.S.; BARJA-
FIDALGO, T.C.; Expression of osteopontin and av3 integrin in root resorption

induced by experimental orthodontic force application. Artigo a ser submetido ao

Journal of Dental Research.
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Expression of osteopontin and  avf3 integrin in root resorption induced by
experimental orthodontic force application

ABSTRACT

The aim of this study was to analyse the activity of odontoclasts and the
expression of osteopontin (OPN) and avB3 integrin in tooth root surface during
orthodontic tooth movement in rats. Mesial movement of the upper first molar was
induced in 56 rats, that were Kkilled after 3, 7, 14 and 21 days, while 24 animals
were left as control, without orthodontic tooth movement. Histological preparation
were made for hematoxilin-eosin staining, immunofluorescence reaction for TRAP,
to detect clastic activity, and also for OPN and B3 integrin expression. The gene
expression for OPN was assayed by RT-PCR in radicular tissue samples. An
increase in clastic activity, which paralleled with an augmented expression of OPN
and B3 integrin, were observed on the side of the tooth root surface submitted to
orthodontic tooth movement, at days 3 and 7. On the days 14 and 21 after device
installation, the resorption lacunae showed initial signs of repair, with decreased
expression of TRAP, OPN and B3 near tooth root surface, and increased
sinalization near alveolar bone surface. The analysis of the OPN gene expression,
corroborated with the histological observation, showing a greater expression of
OPN-mRNA in the inicial days of experiment (3 and 7) decreasing on the 14" day
and reaching control values on day 21. Taken together the data indicates that
orthodontic tooth root resorption occurs in the pression areas, characterized by an
increase in the clastic activity, which correlates and co-localizes with the higher
expression of OPN and its natural ligand, the B3 integrin.

KEYWORDS: orthodontic tooth movement, OPN, integrin
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Introduction

Root resorption is the partial loss of cementum and radicular dentin from the
tooth and it's one of the most frequent and unsolved problems in orthodontic
therapy (BREZNIAK AND WASSERSTEIN, 2002; PIZZO et al.,, 2007). Many
efforts have been made by clinicians and researchers to prevent or minimize root
resorption by identifying the predisposing risk factors. However, few attempts to
prevent root resorption at the molecular and cellular levels have been made. Its
cause is considered multi-factorial and involves genetic aspects (Al-QAWASMI,
2003), alveolar bone and radicular morphology (SAMESHIMA AND SINCLAIR,
2001), magnitude of orthodontic force and tooth movement type (CONSOLARO,
2005), history of previous trauma (ANDREASEN, 1985; SAMESHIMA AND
SINCLAIR, 2001), as well as hormonal and immunological characteristics
(NISHIOKA et al., 2006).

The cells responsible for tooth root resorption are called odontoclasts and
share structural and functional similarities with osteoclasts. Odontoclasts attach to
the tooth root surface and are activated starting the mineralized matrix resorption
process (CHAN, DARENDELILER, 2006; P1ZZO et al., 2007).

Osteopontin is the main non-colagenous glycoprotein from bone matrix and
is also found in other mineralized tissues. It bears Arg-Gly-Asp (RGD) motif that
mediates cell attachment through recognition of specific cell membrane receptors,
like a,fB3 integrin in clasts (KURODA, et al., 2005).

The expression of a,3 integrin and osteopontin in bone resorption is well
established (FISCHER et al. ,1993; YAMAMOTO et al. ,1994; TALIC et al., 2004)
However, there is a lack of evidence about their participation in orthodontic tooth

root resorption (ISHIJIMA et al., 2001; TALIC et al., 2006; CHUNG et al., 2008).
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The comprehension of molecular and cellular levels of this undesirable
resorption process could contribute to prevent or minimize tooth root damage.
Thus, the aim of this study was to analyse the activity of odontoclasts and the
expression of osteopontin (OPN) and avB3 integrin in tooth root surface during

orthodontic tooth movement in rats.

Materials and Methods

Eighty Wistar male rats (300-3509) from UERJ breeding were used in this
experiment. All the procedures were approved by the Animal Research Usage
Avaliation Comission of the Health Sciences Center of the Federal University of
Rio de Janeiro (UFRJ) and from the Biology Institute Roberto Alcantara Gomes of
the State University of Rio de Janeiro (UERJ). The animals were divided in four
groups, corresponding to the sacrifice day (3, 7, 14, 21). Orthodontic tooth
movement was induced in 56 rats, refered as experimental groups, while the
remaining ones were left as controls.

All animals were sedated by intraperitoneal injection of ketamine
(1,33ml/kg) and xylazine (0,67ml/kg) for application of orthodontic devices. In
order to induce mesial tooth movement of the left upper first molar,a 7 mm Ni-Ti
closed coil spring (Morelli® ref.35.20.064) was tied in the cervical region of this
tooth with stainless steel wire and an horizontal cervical sulcus was made around
the upper incisors with a round diamond bur.The coil spring was stretched to
produce a force of 50 cN, tied to the upper incisors and the wire covered with
composite resin to prevent mucosal trauma.The lower incisors were cut to prevent

device displacement.
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After 3, 7, 14 and 21 days of orthodontic tooth movement induction, the rats
were sacrificed by carbon dioxide asphyxiation. The tissues were harvested for
analysis.

The left hemi-maxila was removed, dissected, and bone and root tissues
from the upper first molar were frozen in liquid nitrogen and homogenized with a
mortar and a pestle for later RNA extraction or kept in fixative with 10%
paraformaldehyde and sodium cacodylate buffer, pH 7.2 for 24 hours and
decalcified in 10% EDTA, pH 7.4 for approximately 8 weeks. These specimens
were then embedded in paraffin and parasagittal sections of the teeth were cut at
5 pm for histological analysis (immunofluorescence - OPN and 33, TRAP staining

and hematoxilin-eosin staining).

RNA extraction and PCR analysis

High-quality total ribonucleic acid (RNA) was isolated by using a method
modified from that described by Low et al. (2005). Trizol (Invitrogen Life
Technologies Inc) was used to isolate total RNA. Total RNA was quantified using
UV spectrophotometry at 260 nm. After DNase treatment (RQ1l RNase-Free
DNase, Promega), total RNA (2.0 ug) was reverse-transcribed into cDNA using
Moloney murine leukemia virus (M-MLV) reverse transcriptase and oligo (dT) 15
primer (Promega). cDNA were amplified by polymerase chain reaction (PCR) with
GoTag® Flexi DNA Polymerase kit (Promega). Reaction conditions were as
follows: 95T for 5min (hot start) and 32 cycles co mprising 95T for 45 sec, 52T
por 30 sec,72<T for 30 sec and 72 °C for 7 min. The following primers were used to
amplify Rattus norvegicus osteopontin subunit cDNA (GeneBank accession no.

NM_012881.2): forward, 5-GAAACTCTTCCAAGCAACTCC-3' (320-340), and
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reverse, 5-GACTGTGGGGGCGATTGG-3' (503-520). The expected size of the
osteopontin PCR product was 201 bp. The housekeeping gene glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) primers were used to validate the cDNA in
each reaction: forward, 5-AGATCCACAACGGATACATT-3" and reverse, 5'-
TCCCTCAAGATTGTCAGCAA -3'.PCR products were electrophoresis on a 1.5%
agarose gel and visualized by UV exposure on a transilluminator. The semi-
quantitative comparison between the samples was done by measuring the
intensities of the bands corresponding to the amplified fragments, using Image J
1334s software. The values corresponding to soluble guanylate cyclase mRNA
was measured in relation to the mRNA levels of the housekeeping gene GAPDH
and the data converted into graphics and submited to one-way analysis of

variance (ANOVA) statistical test with significance level of 5%.

Immunofluorescence and TRAP staining

Tissue sections were deparaffinized and rehydrated in graded solutions of
ethanol (100%,90% and 70%) for 3 minutes each. The sections were washed in
distilled water for 1 minute, then the slides were placed in phosphate-buffered
saline (PBS) solution, pH 7.4. for 2 minutes. The sections were placed in 3%
hydrogen peroxide to quench the endogenous peroxidase for 15 minutes. After
washing in 2 changes of PBS, antigen retrieval was performed with citrate buffer,
pH 6 at 95 °C for 15 minutes. Nonespecific background reaction was blocked by
3% bovine serum albumine in PBS pH 7.4 for 20 minutes, then the sections were
incubated overnight with the primary policlonal antibody anti-3 integrin and
monoclonal antibody anti-osteopontin (sc-6627; sc-73631 respectively, from Santa

Cruz Biotechnology™). The slides were washed in 3 changes of PBS for 5 minutes
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each and incubated with secondary antibody (rabbit anti-goat IgG-Zymed 81-1640)
for B3 integrin and universal biotinylated antibody (Dako™LSAB KO0690) for
osteopontin for 60 minutes, followed by 3 changes of PBS for 5 minutes each.
Estreptavidin conjugated with FITC (fluorescein isothiocyanate) was applied to the
sections, 1:200 dilution in PBS for 60 minutes and washed in 3 changes of PBS for
5 minutes each. Cellular nuclei were marked with DAPI (4’,6-diamidino-2-
phenylindole) 1:50 dilution in PBS for 30 seconds, then the slides were washed
with PBS and blotted to remove the excess fluid around the sections. Finally, the
sections were mounted with fluorescent mounting medium and the coverslip edges
sealed with clear nail polish and stored at -20 € in the dark. Negative controls
were labeled with the same procedures but omitting the incubation with primary
antibodies.

TRAP staining, which is regarded as an osteoclast activity marker, was
made following the method described by Filgueira (2004). Sections were
incubated with a solution of 110mM acetate buffer, pH 5.2, 1.1 mM sodium nitrite,
7.4 mM tartrate from the Acid Phosphatase Leucocyte Kit (Sigma Aldrich™ 387A)
and 5 mM from the ELF 97 phosphatase substrate (Invitrogen™ E6589). After 15
minutes, the slides were rinsed in 2 changes of PBS for 1 minute each and
counterstained with DAPI 1:50 dilution in PBS for 30 seconds, then washed again
in PBS. At the end, sections were mounted the same way as for

immunofluorescence.

Results
Forces delivered to the upper first molars with closed coil springs created

areas of compression and tension. Areas of tension were characterized by
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widening of the PDL. Areas of compression were characterized by narrowing and
hyalinization of the PDL. Root resorption lacunae were seen on the root surface
associated with areas of compression and hyalinization. In hematoxylin and eosin
stained sections, multinucleated odontoclasts were seen adhering to resorption
lacunae along the root surface, mostly in the 3 and 7™ day of the experiment
(Figure 1 B and C). The resorptive phenomena decreased in the 14™ and 21% day
, When odontoclasts where absent and initial signs of repair could be observed in
the lacunae, with cementoblasts and deposition of cementoid tissue (Figure 1 D
and E). Animals from the control group showed no root resorption (Figure 1 A).

TRAP staining was not seen in control group animals (Figure 2 A).
Experimental group animals that remained with the orthodontic device for 3 or 7
days showed intense TRAP staining cells in alveolar bone near the periodontal
ligament of the pression side, in periodontal ligament in intimate association with
hyalinized tissues and in resorption lacunae close to cementum (Figure 2 B and
C). 14 and 21 day experimental groups presented almost the same structures
marked, but with less intense staining. Root resorption lacunae showed no TRAP
positive cells (Figure 2 D and E).

Immunolabeling for OPN showed expression of this glycoprotein in clastic
cells closed to alveolar bone and cementum and less intense staining in
odontoblasts, cementocytes and osteocytes. Experimental animals from the 3™
and 7" day showed labeling for OPN in osteoclasts and odontoclasts localized in
resorption lacunae (Figure 3 B and C). Animals from later experimental groups
(14" and 21% days) stained for OPN in clastic cells closed to alveolar bone (Figure
D, E and F). Control group animals showed basal staining in bone, dentin and

cementum (Figure 3 A). The analysis of the OPN gene expression, corroborated
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with the histological observation, showing a greater expression of OPN-mRNA in

the inicial days of experiment (3 and 7) decreasing on the 14™ day and reaching

control values on day 21.The expression of OPN gene showed statistically

significant differences among experimental

groups (p<0,05) (Figure 4).

Furthermore, the use of an antibody against the B3 integrin subunit showed the

same immunolabeling pattern of OPN staining (Figure 5). Negative controls

showed no immunolabeling.
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Figure 4  Graphs representing the densitometry values for OPN gene expression.
There was significant difference between groups (p< 0,05).
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Figure 1 Morphological changes in root surface after experimental tooth movement. A Control
group. Absence of resorption lacunae and clasts. B 3 days experimental group. Note
the interruption of cementoblast layer and the presence of resorption lacuna with
clastic cell (arrow). € 7 days experimental group. D 14 days experimental group.
Resorption lacuna with clast and cementoblasts. E 21 days experimental group.
Initial signs of repair with deposition of cementoid tissue in lacunae. Clastic cells
absent..(b=bone c=cementum; d=dentin; p=pulp) original magnification 40x.
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Figure 2

30

Fluorescent staining for TRAP (green) showing acid phosphatase expression near
radicular surface after experimental tooth movement. A Control group. Absence of
staining and resorption lacunae. B 3 days experimental group. Clast cell staining in
resorption lacuna (arrow) C 7 days experimental group. Clasts in cementum and
alveolar bone D 14 days experimental group. Expression in clastic cells near alveolar
bone. Absence of clasts in resoption lacuna. E 21 days experimental group. Clasts
and staining absent in resorption lacuna.(b=bone c=cementum; d=dentina ; p=pulp)
original magnification 40x.
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Figure 3 Immunofluorescence showing OPN staining near radicular surface after
experimental orthodontic tooth movement (green). A Control group. Basal
staining mainly in cementum, alveolar bone and odontoblasts in the pulp. B 3
days experimental group. Clastic cell in resorption lacuna (arrow). C 7 days
experimental group. Resorption lacuna with marked clast. D 14 days
experimental group. Lacuna with cementoblasts and clast cell. E 21 days
experimental group. Resorption lacunae without clasts, which are near alveolar
bone (detail in F). (b=bone c=cementum; d=dentina ; p=pulp) original
magnification 40x.
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Figure 5

Immunofluorescence showing B3 staining near radicular surface after experimental
orthodontic tooth movement (green). A Control group. B 3 days experimental
group. Clast stained in resorption lacuna (arrow) C 7 days experimental group. D
14 days experimental group. Lacuna with cementoblasts and clastic cell. E 21 days
experimental group. Resorption lacunae without clasts. (b=osso c=cementum;
d=dentin; p=pulp) original magnification 40x.
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Discussion

The finding of high signaling of TRAP in the pression side of experimental
group animals from the 3@ and 7™ days indicates clastic activity and remodeling of
alveolar bone and periodontal ligament in consequence of orthodontic force
application, as well as active resorption in tooth root surface.The less intense
staining observed in later experimental days demonstrates a decrease in clastic
activity , consistent with the resolution process of hyalinized zones and the
beggining of repair process, since root resorption is directly correlated with the
necrotic tissue removal from the hyalinized zone (RYGH, 1977; BRUDVIK and
RYGH, 1995; MAVAGRANI et al., 2005).

Immunolabeling for OPN confirmed its role in bone resorption and showed
its participation in tooth root resorption, since the expression of this glycoprotein
paralleled with TRAP signaling in resorptive clasts cells. OPN was also noticed in
odontoblasts, cementocytes and osteocytes which is consistent with previous
studies that mention OPN expression in these cellular groups and in macrophages
and osteoblasts (YAMAMOTO et al., 1994; BOSSHARDT et al., 1998; TERAI
et.al., 1999; MORINOBU et al.,, 2003). OPN is also quoted as a mediator of
mechanical stress signal to osteoclasts and osteoblasts in bone resorption and
formation respectively (TERAI et al., 1999; MORINOBU et al., 2003). In this study,
OPN expression was higher during the early active resorption process (3™ and 7"
days) and decreased in later experimental days (14" and 21%), so its participation
during the repair process was not noticed, which can be explained by the duration
of the experiment or by the maintenance of orthodontic force during all the
experimental days. Control groups showed basal staining in bone, dentin and

cementum which is consistent with the fact that OPN is a component of
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extracelular matrix of bone, cementum and dentin and participates in bone
remodeling, dentinogenesis and cementogenesis (BRONCKERS et al.,, 1994,
MCKEE, NANCI, 1996a, 1996b; BOSSHARDT et al.,, 1998; NANCI, 1999;

DENHARDT et al., 2001; MORINOBU et al., 2003).

There is general agreement that an OPN - avB3 integrin interaction is
important in adherence of the osteoclast to bone, as they are essential for the
formation of the clear zone and the transmission of bone matrix-derived signals
necessary for cytoskeletal organization to form the ruffled border in clast cells.
(SHIGEYAMA et al., 1996; DUONG et al., 2000; DOLCE et al., 2003; TALIC et al.,
2004; FUJIHARA et al, 2006). The expression of avp3 integrin by osteoclasts is
well established and it is assumed that odontoclasts and osteoclasts use the same
mechanism of mineralized tissue resorption (MIYAUCHI et al., 1991; NESBITT et
al.,, 1993; GIANCOTTI, 2003; KURODA et al., 2005; NAKAMURA et al., 2007).
Our findings are consistent with this assumption, since immunolabeling for B3
integrin subunit was seen in clast cells near alveolar bone and cementum in a way

similar to OPN distribution.

Taken together the data indicates that the activity period of clast cells
associated with tooth root surface , identified by TRAP staining, coincides with the
higher expression periods of OPN and its receptor, the avB3 integrin, by
odontoclasts, which might feature the participation of both molecules in the
process of root resorption during experimental tooth movement. Once
characterized the role of integrins in this process, these receptors and their ligants
could become important pharmacological targets for preventive treatment of tooth

root resorption and promote the increasing of orthodontic anchorage.
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5 DISCUSSAO

A absorcédo radicular € um problema freqientemente associado a aplicacdo
de forgas ortodonticas e ocorre principalmente na regiao apical (REITAN, 1974).
No entanto, o padréo de absor¢ao radicular nos murinos difere dos humanos, pois
0 primeiro molar superior dos ratos possui um tergo ou mais da extenséo de suas
raizes formadas por cemento. As mesmas apresentam a forma de clava, em
funcdo da maior espessura do cemento na regido apical. Na regido média e
cervical da raiz,entretanto, o cemento é delicado e caracterizado por sua discreta
deposicédo, sendo portanto mais semelhante ao do dente humano. Desta forma,
apos a movimentacdo ortodontica os molares dos ratos demonstraram maior
ocorréncia de lacunas de absor¢cdo nos tercos médio e cervical de suas raizes
(WALDO & ROTHBLATT, 1954; REITAN & KVAM, 1971; FURQUIM, 2002 ;REN,
2004; CONSOLARO, 2005). Corroborando estes dados, observamos
histologicamente que a maioria das lacunas de absorcdo radicular (67%) foi
observada no terco médio da raiz, seguidas pelo terco cervical (22%) e apical
(11%) ao longo do tempo experimental.

A coloracdo pela técnica de hematoxilina-eosina dos cortes histologicos
permitiu a constatacdo do processo absorvitivo junto a superficie radicular no lado
de pressdo. Os fendmenos absorvitivos foram mais evidentes no 3° e 7° dias ,
com a presenca de clastos nas lacunas de absorcao. (Figura 1 B e C, pagina 29)

e reduzido no 14° e 21° dias, quando os odontoclastos estavam ausentes e
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observaram-se sinais iniciais de reparo da lacuna, com a presenca de
cementoblastos e ligeira deposicao de tecido cementdide (Figura 1 D e E, pagina
29). Nos animais do grupo controle a absorcado radicular estava ausente (Figura
1A, pagina 29).

A marcacdo para fosfatase acida resistente a tartrato (TRAP) nao foi
observada nos animais do grupo controle (Figura 2 A, pagina 30) ou foi vista
apenas no o0sso alveolar, o que € compativel com o processo fisiologico de
remodelacdo Ossea, onde ha a presenca de osteoclastos nos espacos 0sseos
medulares (JANCKILA, HALLEEN, 2003; FILGUEIRA, 2004). Nos grupos
experimentais que permaneceram com o dispositivo por 3 ou 7 dias houve intensa
marcacao para TRAP no osso alveolar proximo ao ligamento no lado de pressao,
assim como no ligamento periodontal e em lacunas de absor¢cdo junto ao
cemento. Estes dados indicam a ocorréncia de atividade clastica e
remodelamento decorrente da aplicacdo da forca ortoddntica no osso alveolar e
no ligamento periodontal, assim como absorcao ativa junto a superficie radicular
(Figura 2 B e C, pagina 30). Nos grupos experimentais de 14 e 21 dias
evidenciou-se marcacdo no o0sso alveolar e marcagcdo menos intensa no
ligamento periodontal. As lacunas de absorcdo néo apresentaram células TRAP-
positivas (Figura 2 D e E, pagina 30). Estas caracteristicas demonstram um
decréscimo na atividade clastica, condizente com o processo de resolucdo da
zona de hialinizac&o e inicio do processo de reparo, ja que a absorcdo radicular
encontra-se diretamente relacionada com a remocao do tecido necrotico da zona
hialinizada. (REITAN, 1971; RYGH, 1977; BRUDVIK & RYGH, 1995).

A osteopontina € a principal proteina ndo-colagena da matriz 0ssea e

contém a sequéncia glicina-arginina-acido aspartico, que ao ser reconhecida pela
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integrina a,Bs, expressa pelos osteoclastos . modula a adeséo celular. Desta
forma, a OPN exerce importante papel na promocdo e regulacdo da adesao e
espalhamento dos clastos pela superficie mineralizada durante a absorcéo
(DENHARDT , NODA , O'REGAN et al. , 2001; SHIMAZU, NANCI, AOBA, 2002).
A marcacdo pela técnica de imunofluorescéncia para OPN mostrou
expressao desta glicoproteina nas células clasticas associadas ao osso alveolar e
ao cemento radicular e de forma menos intensa nos odontoblastos, cementécitos
e ostedcitos, 0 que esta de acordo com a literatura, que cita a presenca de OPN
nestes grupos celulares e ainda em macrofagos e osteoblastos (YAMAMOTO,
TAKEMURA, KITAMURA et al., 1994; BOSSHARDT, ZALZAL, MCKEE et al.,
1998; TERAI, YAMAMOTO, OHBA et.al., 1999; MORINOBU, ISHIJIMA, RITTLING
et al., 2003). Nos animais do grupo controle observou-se marcacédo basal de
OPN, o que se justifica por ser componente da matriz extracelular do tecido
0sseo, cemento e dentina, participando da remodelacédo 6ssea, dentinogénese e
cementogénese (BRONCKERS, FARACH-CARSON et al.,1994; YAMAMOTO,
TAKEMURA, KITAMURA et al.,1994; MCKEE & NANCI, 1996a, 1996b;
D'ERRICO, MACNEIL et al., 1997; BOSSHARDT, ZALZAL et al., 1998; NANCI,
1999). Nos grupos experimentais de 3 e 7 dias observou-se a marcacdo para
OPN especialmente nos osteoclastos e odontoclastos situados nas lacunas de
absorcao (Figura 3 B e C, pagina 31). Nos grupos experimentais de 14 e 21 dias,
a marcacao predominante para OPN ocorreu em células clasticas associadas ao
tecido 6sseo. Estes dados relacionam fortemente a expressdo de OPN com a
atividade absorvitiva dos clastos, que se tornou mais evidente neste trabalho
durante os dias iniciais da movimentacao ortoddntica. (Figura 3 D, E e F, pagina

31).
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A andlise de expressao génica de OPN no tecido radicular confirmou os
resultados histologicos associando a atividade absorvitiva com a presenca desta
proteina de matriz. A expressdo de osteopontina mostrou diferenca
estatisticamente significante nos diferentes tempos do experimento (p<0,05),
sendo maior durante os periodos de maior atividade de absorcdo, o que
confirmou seu papel neste processo, principalmente em resposta ao estresse
mecanico (KATSUMI & ORR, 2004; FUJIHARA,YOKOZEKI,OBA, et al., 2006). A
expressao génica da OPN foi maior no 3°e 7° dias do experimento, diminuindo
no 14° e voltando a valores basais no 21° dia. (Figura 4, pagina 28). Estes
achados indicam a participacdo da OPN n&o apenas no processo de absorcéo
0ssea, como ja conhecido, mas também no processo de absorcao radicular
decorrente da movimentacao ortodontica (KURODA, BALAM, SAKAI, et al., 2005;

CHUNG, SOMA, RITTLING, et al., 2008)

Interessantemente a marcagao para subunidade (3 da integrina a,pz pelos
clastos acompanhou o mesmo padrao observado pela OPN, corroborando a
esperada interacdo entre ambas no processo de adesdo celular & superficie
mineralizada (Figura 5, pagina 32) (MACNEIL, BERRY, DERRICO, et al.,1995;
HORTON, 1995 ; MURRAY, 2006; NAKAMURA,DUONG, RODAN, et al., 2007).
Na figura a seguir pode-se observar, em um maior aumento, a localizagédo da

marcacao para a integrina junto a face absorvitiva do clasto.
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Figura 1 Marcacao por imunohistoquimica para integrina 3; (seta)
em face ativa de clasto (aumento original 100x).

Tomados em conjunto, os dados mostraram que o periodo de atividade das
células clasticas associadas a superficie radicular, identificadas pela TRAP,
coincide com os periodos de maior expressdao de OPN e de seu receptor, a
integrina B3, 0 que caracteriza a participacdo de ambas as moléculas no processo
ativo de absorcéo radicular.

A expressédo de OPN e B3 pelos odontoclastos, denota que ha semelhanca
entre 0os mecanismos de absorcdo radicular e Gssea, apesar de envolverem

tecidos (osso,cemento e dentina) com caracteristicas distintas entre si.
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6 CONCLUSAO

6.1 As lacunas de absorcdo estiveram presentes em todos o0s tempos
experimentais, predominantemente no terco meédio da raiz, apresentando
caracteristicas de atividade absorvitiva nos tempos iniciais e sinais de reparo nos
tempos finais do experimento.

6.2. Foi encontrada atividade, bem como expressao de OPN e integrina av3 nos
clastos associados a superficie radicular dos molares superiores de ratos apos a
aplicacao de forca ortodontica.

6.3 A expressdo de TRAP, OPN e avB3 pelos odontoclastos durante o
experimento deu-se de forma mais intensa nos periodos iniciais, decrescendo
nos periodos finais, demonstrando a participacdo destas proteinas na absorcao

radicular decorrente da movimentacao dentaria induzida.
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7 RECOMENDACOES

O presente trabalho demonstrou a expressao de OPN e integrina av33 nos
clastos associados a superficie radicular dos molares superiores de ratos
,evidenciando indicios da participacdo destas proteinas no mecanismo de
absorcao radicular decorrente da aplicacéo de forca ortoddntica. No entanto, para
0 esclarecimento da sua real participacdo neste processo, necessita-se que esta
insvestigacdo seja ampliada. A fim de promover o enriquecimento dos dados
obtidos sugere-se:

* a utilizacdo de microscopia eletronica de transmissao para determinar, com
maior precisdo, a localizacdo nas estruturas celulares e de matriz das
proteinas estudadas;

* a investigacdo do comportamento de outras proteinas associadas ao
mecanismo de osteoclastogénese, como RANK-L e osteoprotegerina e
sua relagédo com a OPN e integrina avp3;

» a verificacdo do papel da OPN no processo de reparo ap0s a absorcéo
radicular, através de um maior tempo experimental ou da supressdo da
forca ortodéntica nos periodos ja avaliados;

* a utilizagdo da reagcdo em cadeia polimerase para quantificar OPN e
osteoprotegerina no fluido crevicular gengival de pacientes em tratamento

ortodontico.
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