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Resumo

Introducdo: durante o tratamento ortoddntico, um processo inflamatério é induzido, desencadean-
do uma série de eventos bioquimicos que resultam na movimentagio dentaria. Estimulos como a
hipéxia e a deformacio mecénica sdo os principais fatores responséveis pela quebra da homeostasia
celular, resultando em estresse e liberacdo de diversos mediadores importantes para o movimento
do dente. Para que a remodelacdo dssea ocorra durante o tratamento ortoddntico, fatores regulado-
res, como subprodutos do acido araquidénico e citocinas, sio liberados. Ao interferon gama (INF-y),
uma citocina principal liberada apos a inducio da resposta imune adaptativa, ¢ atribuida a fungao
de atrair os macréfagos, que auxiliam na remocio de restos celulares e promovem a cicatrizacio
e reorganizacdo das 4reas com inflamacio. Objetivo: visto que alguns aspectos biologicos que per-
meiam a movimentacio dentéria ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, procurou-se, neste traba-
lho, verificar a expressio do INF-y por células do periodonto de ratos submetidos & movimentacio
ortodontica. Métodos: a amostra foi constituida por nove ratos, cujos primeiros molares superiores
direitos foram movimentados com uma forca de 0,5N, por 3, 7 e 14 dias. Os molares esquerdos de-
sempenharam o papel de grupo controle. Resultados: através da imunohistoquimica, foi verificada
a auséncia de expressio de INF-yna quase totalidade dos tecidos estudados, tanto no lado de pressao
quanto no lado de tracio.
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INTRODUCAO

De fundamental importancia para o movimento
ortodéntico, a remodelacdo ossea atua removendo a
pressao sobre o ligamento periodontal, permitindo
o movimento dentario e, consequentemente, dissi-
pando as forcas incidentes sobre os dentes. Oriun-
dos dessas forcas, os estresses funcional e mecinico

induzem a liberacio de importantes mediadores
para a movimentacio dentéria®.

Para Vandevska-Radunovic'é, a presenca de
mediadores inflamatérios pode ser evidenciada
em todo tecido periodontal de suporte durante a
reacio inflamatoria produzida pela movimentacio
ortoddntica. E verificado, também, que os niveis de
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prostaglandina e interleucina-1 (IL-1) aumentam
no ligamento periodontal em curto tempo apos
a aplicacdo de forcas ortodonticas®. Além disso,
mensageiros bioquimicos, como o 6xido nitrico,
também surgem durante esse periodo’.

Estudos demonstraram que algumas citocinas
estdo envolvidas na deposicio e reabsorgdo Ossea in
vivo e in vitro, como a IL-1, IL-6 e o fator de necro-
se tumoral 0. Sandy, Farndale e Meikle'* afirma-
ram que o tecido conjuntivo pode ser influenciado
pelas citocinas, incluindo interleucinas, fatores de
necrose tumoral, fatores de crescimento e interfe-
rons. Segundo Kuby et al.!!, o INF-y contribui na
resposta inflamatoria aguda e principalmente na
cronica, atraindo macrofagos e aumentando o na-
mero de células fagocitarias no local da inflamacio.

Considerando seu potente papel na regulacio
imunologica, foi sugerido que o INF-y pode estar
envolvido na remodelacio periodontal durante a
movimentagdo ortodontica, diferentemente de
outras citocinas como a IL-4 e IL-10, nido detec-
tadas no lado de pressio durante a movimentacio
dentaria?.

Citocinas como INF-y e IL-4 podem suprimir a
formacio de osteoclastos, por atuarem sobre suas
células precursoras — os macrofagos da medula 6s-
sea'?. De acordo com Fox e Chambers’, o INF-y
evita a formacdo de osteoclastos por atuar direta-
mente na diferenciacio de suas células progenito-
ras, levando-as a morte celular.

Kamolmatyakul, Chen e Li'® explicaram que
o INF-y pode inibir a reabsorcdo 6ssea, por regular
os niveis de RNAm da cathepsin K, uma impor-
tante protease da reabsorcao, e reduzir a producio
dessa enzima. Além disso, poderia inibir a forma-
cdo de osteoclastos em um periodo precoce de sua
diferenciacio.

Visto que o papel do INF-y na movimentagdo
dentaria ainda ndo esta esclarecido, o presente tra-
balho, através de um modelo experimental de mo-
vimentacdo dentaria, verificou a expressio dessa
citocina em secc¢des periodontais durante a movi-
mentacdo dentéria induzida em ratos.
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MATERIAL E METODOS
Animais

Nove ratos machos da linhagem Wistar, com 40-
45 dias de idade, pesando cerca de 300g cada, foram
utilizados nesse estudo (aprovado pela resolucio n°
015/2005 do Comité de Etica no Uso de Animais
das Faculdades Integradas da Bahia). Os animais
foram divididos em 3 grupos com 3 ratos cada.

Os primeiros molares superiores direitos de
todos os ratos foram movidos mesialmente por
meio de um dispositivo construido a partir de um
modelo proposto por Heller e Nanda® (Fig. 1A).
Para tanto, utilizou-se uma mola fechada de ni-
quel-titdnio (Dentaurum, Alemanha) presa com
fios de amarrilho ao primeiro molar e ao incisivo
superior do mesmo lado (Fig. 1B).

Uma forca de 0,5N, mensurada por um di-
namometro de precisio devidamente calibrado
(Dentaurum, 25-250g, n° 04071100), foi aplica-
da e nenhuma reativacdo foi realizada durante o
periodo experimental. Os primeiros molares su-
periores do lado esquerdo dos ratos funcionaram
como grupo controle.

Todo o procedimento de instalacio do apare-
lho foi realizado sobre anestesia geral com pen-
tobarbital s6dico (Nembutal, Abbott Laboratorios
do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP).

Os ratos do grupo 1 foram sacrificados no ter-
ceiro dia do experimento, os animais do grupo 2
no sétimo dia e os do grupo 3 no décimo quarto
dia de movimentacio dentaria. A eutanasia foi re-
alizada com uma dose excessiva do anestésico por
via intraperitoneal.

Em todos os casos, as maxilas foram imediata-
mente removidas, dissecadas e seccionadas na sua
linha média. A fixacio foi realizada em soluc¢io de
paraformaldeido tamponado a 4%, por 24 horas.
Em seguida, os fragmentos foram descalcificados
em solugdo de EDTA a 10% para, logo apos, serem
incluidos em parafina.

Seccdes sagitais com Sum de espessura do lado
direito e esquerdo de cada rato foram executadas
paralelas ao longo eixo dos primeiros molares e
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montadas em laminas para que se processasse a
técnica de imunohistoquimica. Com o proposito
de padronizar as sec¢des histologicas e de se utili-
zar tecidos com maior suscetibilidade aos efeitos
de pressio e tracio da movimentacdo dentéria, os
cortes utilizados foram os mais préximos do sulco
central do primeiro molar superior.

As faces mesial e distal da raiz mesial do pri-
meiro molar superior foram escolhidas, respecti-
vamente, como as areas do lado de pressdo e tra-
¢do a serem avaliadas (Fig. 2).

Imunohistoquimica

Realizou-se a desparafinizacio dos cortes com
banhos em xilol, seguidos por imersées em alcool
absoluto. O bloqueio da peroxidase endogena
foi realizado com H,O, a 10% para, em seguida,

& o

FIGURA 1 - Aparato ortoddntico empregado para movimentagdo dentéaria:
A) desenho esquematico®; B) fotografia do aparelho instalado na maxila.

\\

mesial

distal

FIGURA 2 - Representacdo esquemaética das areas periodontais demar-
cadas para analise microscopica: (A) area de presséo e (B) area de tra-
cdo da raiz mesial do 1MS.
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proceder-se a recuperacdo antigénica por digestao
enzimatica com tripsina (Sigma Chemical Co.,, St.
Louis, EUA). A inibi¢do das ligacdes inespecificas
foi realizada com leite em p6 desnatado diluido
em PBS.

Incubou-se o anticorpo primario (R&D Systems,
EUA) anti-interferon gama de rato na dilui¢do de
1:100, permanecendo durante toda a noite a 4°C.

O anticorpo secundério, conjugado com bio-
tina ligante, foi aplicado, seguido pela utiliza-
¢do do complexo streptoavidina-peroxidase (kit
Dakocytomaion LSAB + System HRP). Procedeu-
se a revelacdo com diaminobenzidina (DAB, Dako,
Dinamarca) e contra-coloracio com hematoxilina
de Harris. Os cortes foram novamente banhados
em alcool absoluto e xilol, e as ldminas foram
montadas com Entellan (Merck, Alemanha).

Analise microscopica

As faces mesial e distal da raiz mesial foram
eleitas, respectivamente, como as areas do lado
de pressdo e tracdo a serem avaliadas através de
microscopia Optica. As mesmas édreas radiculares
também foram escolhidas para a anélise nos den-
tes ndo movimentados.

As
escores de acordo com um padrio estabelecido:
0 =
positividade para o INF-y; 1 = positividade para
o INF-y em menos de 50% das células das areas
avaliadas; 2 = positividade para o INF-y em mais

laminas analisadas foram atribuidos

nenhuma célula das areas avaliadas com

de 50% das células das areas avaliadas.

RESULTADOS

Apos a analise dos cortes, pdde-se constatar
que, dos 9 ratos do grupo experimental, apenas
1 espécime de cada grupo (3, 7 e 14 dias) apre-
sentou positividade (células isoladas) para o INF-y
(Fig. 3). Quanto ao grupo controle, com a exce-
cdo de 1 rato (positividade em células isoladas),
nenhum outro espécime estudado apresentou
positividade para o INF-y (Fig. 3). Os resultados
podem ser verificados nas tabelas de 1 a 6.
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FIGURA 3 - Representacgao esquematica das areas periodontais demarcadas para anélise microscopica: (A) area de pressao e (B) area de tragdo da raiz
mesial do 1TMS.

TABELA 1 - Detecgao de INF-y no grupo 1 (3 dias), lado direito (expe- TABELA 2 - Detecgao de INF-y no grupo 1 (3 dias), lado esquerdo (con-
rimental). trole).

grupo 1 - experimental lado de pressao lado de tracao grupo 1 - controle lado de pressao lado de tragdo

TABELA 3 - Deteccao de INF-y no grupo 2 (7 dias), lado direito (expe- TABELA 4 - Deteccao de INF-y no grupo 2 (7 dias), lado esquerdo (con-
rimental). trole).

grupo 2 - experimental lado de pressao lado de tracao grupo 2 - controle lado de pressao lado de tracao

TABELA 5 - Deteccao de INF-y no grupo 3 (14 dias), lado direito (expe- TABELA 6 - Deteccao de INF-yno grupo 3 (14 dias), lado esquerdo (con-
rimental). trole).

grupo 3 - experimental  lado de pressao lado de tragao grupo 3 - controle lado de pressao lado de tracao

DISCUSSAO periodontal durante a movimentagdo dentéria in-
Neste estudo, com o uso da técnica de imuno- duzida em ratos.

histoquimica, foi verificada uma rara expressio de Alguns autores’'%'? afirmam que o INF-y po-

INF-y nos lados de pressao e de tracio de todos deria suprimir a formacio de osteoclastos por atu-

os grupos estudados (Tab. 1-6). Esses dados suge- ar em um periodo precoce de sua diferenciagio.

rem, nos tempos e regides avaliadas, participacdo Choi e Kim* reforcaram essa afirmativa, ao asse-

pouco significativa dessa citocina na remodelacio gurarem que o INF-y atuaria diretamente sobre a
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formacio dos osteoclastos ou indiretamente, atra-
vés das células B — quando ativadas na presenca
de citocinas Thl, como o INF-y. Considerando
consenso que a presenca de osteoclastos é impres-
cindivel para a remodelacdo 6ssea, os fatos men-
cionados consolidam a ideia da pouca participacio
dessa citocina na movimentacio ortodontica.

Outro aspecto relevante da reabsorcdo 6ssea
diz respeito a liberagdo de enzimas, como a ca-
thepsin K, importantes para a degradacio da ma-
triz organica pelos osteoclastos. Altamente ativa e
considerada a principal protease da reabsor¢io 6s-
sea, a cathepsin K hidrolisa as proteinas da matriz
extracelular a um pH de 5,5.

Contudo, o INF-y é capaz de atuar diminuindo
a transcri¢ao dos niveis de RNAm da cathepsin K,
reduzindo a producio dessa enzima e regulando
os eventos que envolvem o controle da reabsor¢io
oOssea!®!. Visto que a movimentacio ortodontica
depende, sobretudo, da reabsorcdao 6ssea, a in-
fluéncia exercida pelo INF-y sobre a cathepsin K
reforca a tese de que essa citocina ndo é atuante
durante a movimentacio dentéaria induzida.

Com relacio as células capazes de produzir o
INF-y, diversos autores"!*!1213 citam o linfocitos T
e as células Natural Killers (NK) como responsé-
veis pela producio dessa citocina. No entanto, essas
células sdo pouco vistas no ligamento periodontal,
mesmo em um processo inflamatério provocado
pelos estresses mecanico e funcional do movimento
ortoddntico. A deformagio mecénica das células do
ligamento periodontal e a hipoxia gerada pela com-
pressao dos vasos sanguineos induzem uma respos-
ta imune do tipo inata ou inespecifica, caracterizada
pela presenca de mondcitos, macrofagos e neutro-
filos. Diferentemente, a resposta imune adaptativa
ou especifica é caracterizada pela presenca de linfo-
citos T e B. Essa resposta é altamente especifica para
determinado patogeno e torna-se mais eficiente a
cada contato subsequente com o0 mesmo agressor.
Visto que a inflamacdo oriunda da movimentacio
dentaria ndo decorre de patdgenos, possivelmente
a presenca de linfocitos, e consequentemente de
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INF-y, no ligamento periodontal sera escassa du-
rante a movimentacdo ortoddntica.

Alhashimi et al.? reafirmaram que o INF-y é
produzido principalmente pelos linfocitos T e
células NK, no entanto, sugeriram o envolvimen-
to dessa citocina no remodelamento periodontal
durante o movimento ortoddntico. Esses autores
escolheram, como base de suas investigacdes, as
ldminas com as mais longas zonas hialinizadas de
cada espécime. Como, no presente trabalho, as
zonas hialinizadas ndo eram de grande extensio,
pode-se alegar, como explica¢do para os distintos
resultados, a diferenca na quantidade de hialiniza-
¢d0 e nos cortes de tecidos analisados.

Kuby et al.'" afirmaram que o INF-y pode con-
tribuir na resposta inflamatéria aguda, e princi-
palmente na cronica, aumentando o nimero de
células fagocitarias ao atrair os macréfagos para o
local da inflamacao. Essa capacidade de atracdo su-
gere a possibilidade de recrutamento, também, de
osteoclastos, um tipo especializado de macrofago,
gigante, multinucleado e adaptado para a reabsor-
cdo ossea. No entanto, é necessario aprofundar as
investigacdes a respeito do mecanismo de atragdo e
dos tipos de macrofagos influenciados pelo INF-y.

CONCLUSAO

A presenca do INF-y no periodonto de inser-
¢do de ratos submetidos 8 movimentacio dentaria
induzida por periodos de 3, 7 e 14 dias foi pouco
verificada. Tal fato sugere reduzida importancia
dessa citocina como mediador bioquimico atuante
na remodela¢do do periodonto de inser¢do duran-
te a movimentacdo dentaria.
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Gamma-interferon investigation in rat periodontal tissue
under induced dental movement

Abstract

Introduction: During the orthodontic treatment, an inflammatory process is induced, triggering series of biochemi-
cal events that results in dental movement. Stimuli such as hypoxia and mechanical deformation are the main fac-
tors responsible for the breaking of cell homeostasis, resulting in stress and liberation of several important media-
tors for tooth movement. To occur osseous remodeling during orthodontic treatments, regulating factors such as
sub products of arachidonic acid and cytokines are released. To interferon-gamma (INF-y), a main cytokine released
after induction of adaptive immune response, is attributed the function of attracting the macrophages, which aids
in removing cell rests and promote healing and reorganization of the inflamed areas. Aim: Given that some bio-
logical aspects that permeate dental movement are not yet fully clear, we aimed in this study to investigate INF-y
expression in the periodontium of rats under orthodontic movement. Methods: The sample was composed of 9
rats, whose first upper right molars were moved with a force of 0,5N, for 3, 7 and 14 days. The left molars were used
as controls. Results: Through immunohistochemistry, we verified the absence of INF-y expression in almost all the
studied tissues, in both the traction and pressure sides.

Keywords: Interferon-gamma. Tooth movement. Immunohistochemistry.
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