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RESUMO 
 

A aplicação de forças ortodônticas rompe o equilíbrio entre a síntese e a degradação de 

colágeno no periodonto, promovendo a remodelação óssea e periodontal, com 

consequente movimentação dentária. A demanda por tratamentos ortodônticos em 

pacientes adultos que fazem uso de bisfosfonatos tem sido crescente e, por esse motivo, 

a compreensão das alterações que este tratamento provoca no metabolismo ósseo frente 

ao movimento ortodôntico é de fundamental importância para uma atuação clínica segura 

e efetiva.  

O objetivo do presente estudo foi quantificar os níveis de MMP-13 em sítios de tração e de 

compressão, durante a movimentação ortodôntica, em camundongos sob tratamento com 

bisfosfonato. 

Camundongos da linhagem C57BL/6J machos, com 12 semanas, foram submetidos a 

tratamento com Ácido Zoledrônico (ZOL) e receberam força ortodôntica. A quantificação 

da MMP-13 foi realizada por meio de ensaio de imunohistoquímica, nas áreas de tração e 

de compressão, no primeiro molar superior direito, tendo como controle o primeiro molar 

superior esquerdo, o qual não recebeu força ortodôntica. Os dados foram submetidos à 

análise estatística por meio dos testes de Wilcoxon, Kruskal-Wallis, t de Student (ANOVA 

oneway) e correlação de Spearman e Pearson, com nível de significância de 5%. 

A força ortodôntica não alterou a expressão de MMP-13 no grupo Solução Salina, para os 

dois parâmetros mensurados (p>0,05). No entanto, a força ortodôntica alterou a expressão 

de MMP-13 no grupo Ácido Zoledrônico, para os dois parâmetros mensurados (p<0,05), 

quando comparou-se os molares submetidos à aplicação de  força ortodôntica (movimento) 

com os que não receberam (sem movimento).  

A expressão do anticorpo MMP-13 foi semelhante no grupo Solução Salina nos sítios de 

compressão e de tração, quando comparou-se os molares submetidos ou não à aplicação 

de forças ortodônticas (p>0,05). A expressão do anticorpo MMP-13 no ligamento 

periodontal, no grupo Ácido Zoledrônico, foi menor, tanto nos sítios de tração quanto nos 

sítios de compressão nos dentes que receberam força ortodôntica (p<0,05). 

Verificou-se uma correlação positiva no grupo Solução Salina entre a porcentagem total 

células/células positivas (p=0,00001) e o deslocamento dentário (p<0,0001). Entretanto, o 

Ácido Zoledrônico reduziu a expressão de MMP-13 e apresentou efeito negativo no 

deslocamento dentário, uma vez que observou-se uma correlação negativa (r=-0,62) entre 

o deslocamento dentário e a contagem de Células Positivas/mm2 para MMP-13 (p=0,030), 

nesse grupo.  

 Os resultados obtidos permitiram concluir que o Ácido Zoledrônico modulou a expressão 

de MMP-13 no ligamento periodontal, reduzindo sua produção e impactando negativamente 

a movimentação dentária durante o tratamento ortodôntico. 

 

 

Palavras-Chave: Metaloproteinase-13; remodelação óssea; movimento ortodôntico; 

biologia molecular; imunoensaio. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Quando forças ortodônticas são aplicadas, verifica-se a ocorrência de danos 

estruturais e alterações bioquímicas no espaço do ligamento periodontal (PDL), com 

consequente remodelação dos tecidos circundantes (Chang et al., 2023; Kuruthukulam et al., 

2023).  

Essas forças inicialmente alteram o equilíbrio que existe entre a síntese e a 

degradação de colágeno no periodonto, além de causarem remodelação constante e dinâmica 

no tecido ósseo, com envolvimento das Metaloproteinases da Matriz (MMPs) nesse processo. 

Essas enzimas são expressas em células e estruturas formadoras de tecido ósseo, sendo sua 

atividade essencial para o desenvolvimento normal dessas estruturas (Kulesza et al., 2023). 

Estudos recentes estabeleceram que algumas MMPs são enzimas-chave na degradação da 

matriz colágena. A maioria destas enzimas são sintetizadas e liberadas no PDL em sua forma 

latente, necessitando então da clivagem para desempenharem sua atividade enzimática 

(Hathaway-Schrader et al., 2021; Chang et al., 2021; Li et al., 2021). 

As MMPs, que estão inseridas na classe de endopeptidases dependentes de zinco 

e ligadas à remodelação da matriz extracelular (MEC), são macromoléculas essenciais para 

diversos processos fisiológicos, como reparação, morfogênese, desenvolvimento e 

homeostase tecidual. Além disso, as MMPs, cuja atividade é modulada e regulada por 

inibidores teciduais (TIMPs), estão associadas à disponbilidade de fatores de crescimento e 

participam extensivamente na sinalização celular, para regular processos cruciais como 

proliferação, migração e apoptose (Baidya et al., 2024).  

Tendo em vista que o colágeno tipo I é o maior componente da matriz extracelular 

do osso e do ligamento periodontal, a literatura tem focado no estudo do papel das 

colagenases, especialmente a MMP-8 e a MMP-13 (Luchian et al., 2022). 

A MMP-13 (Metaloproteinase da Matriz 13) é uma enzima pertencente à família 

das metaloproteinases da matriz e, assim como a MMP-8, está envolvida na degradação do 

colágeno, um componente importante da matriz extracelular (Luchian et al., 2022). 

No contexto da Ortodontia, as MMPs parecem modular os mecanismos biológicos 

desencadeados no periodonto, após aplicação de forças mecânicas (Capelli et al., 2011), 

desempenhando um papel central na remodelação do PDL, durante a movimentação 

ortodôntica (Leonardi et al., 2007). A MMP-13 também desempenha um papel relevante 

(Luchian et al., 2022; Choi et al., 2017), em função do processo inflamatório gerado pela 

aplicação da força e da remodelação que ocorre durante o movimento dentário, envolvendo 

a degradação e a síntese de componentes da matriz extracelular, incluindo o colágeno. 
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Verifica-se que os níveis de mRNA de MMP-13 são elevados tanto no lado de tração 

quanto no lado de compressão em roedores e parecem ser dependentes do tempo pós-

aplicação de força ortodôntica (Takahashi et al., 2003). A maioria dos estudos demonstrou 

uma regulação positiva de MMP-13 apenas no nível transcricional. Entretanto, a literatura 

descreve que a regulação da atividade de MMP-13 também ocorre mais tarde, em outros 

níveis (Nagase e Woessner, 1999; Arai et al., 2023). Em 2007, Leonard demostrou que a 

MMP-13 está presente tanto no PDL quanto em células ósseas alveolares, após a aplicação de 

força ortodôntica, participando do processo de remodelação do ligamento periodontal e osso 

alveolar durante o movimento dentário, 12 a 24 horas após a ativação do aparelho. A 

magnitude da força parece modular a sua expressão (Li et al., 2010; 2021). 

A MMP-13 participa tanto da reabsorção quanto da formação de matriz óssea 

durante a fase de reparo, e seu papel no processo de reparo ósseo e na reversão para 

aposição óssea também tem sido alvo de estudos (Henle et al., 2005; Lee et al., 2022). Sabe-

se que a sobre-expressão de MMP-13, na movimentação ortodôntica, modula tanto a 

remodelação óssea quanto a reparação (Choi et al., 2017). 

Paralelamente, tem-se verificado uma procura crescente de pacientes adultos 

fazendo uso de terapias com bisfosfonato para a realização de tratamento ortodônticos 

(Melsen et al. 2016; Benkimoun et al. 2022). Os bisfosfonatos são tradicionalmente usados 

na terapia de doenças ósseas metabólicas (Kovacs et al., 2021; Vammi et al., 2021; Xu et al., 

2023) e alguns estudos relatam que o Ácido Zoledrônico (ZOL) aumenta a expressão de 

metaloproteinases da matriz (Arun et al., 2016; Vegger et al., 2018; Basso et al., 2021; 

Cardoso et al., 2023). O maior conhecimento dos fenômenos de modulação da MMP-13 

ocorridos no lado da tração e de compressão pode, futuramente, conduzir ao desenvolvimento 

de terapêuticas para sua inibição ou estimulação, como possível estratégia para reduzir a 

reabsorção radicular e favorecer a remodelação óssea, durante o tratamento ortodôntico. 
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2. PROPOSIÇÃO 

 

Objetivo Geral 

O objetivo do presente estudo foi quantificar os níveis de MMP-13 em molares 

superiores submetidos ou não a força ortodôntica, nos sítios de tração e de compressão, em 

camundongos sob tratamento com Ácido Zoledrônico (ZOL). 

 

 

Objetivos Específicos 

- Avaliar a influência do uso do ZOL na modulação da expressão da MMP-13 em molares de 

camundongos submetidos ou não à aplicação de forças ortodônticas. 

- Quantificar a expressão da MMP-13, em molares de camundongos submetidos ou não à 

aplicação de forças ortodônticas, nas áreas de tração e de compressão, por meio de técnica 

de imunohistoquímica. 

- Avaliar a correlação entre a movimentação dentária, em milímetros, e a quantificação da 

expressão de MMP-13, em molares de camundongos submetidos ou não à aplicação de forças 

ortodônticas.  

 

Hipóteses a serem testadas 

- HN1: Os níveis de MMP-13 serão iguais nos dois grupos avaliados (camundongos com e sem 

uso do ZOL). 

- HN2: A expressão de MMP-13 modula a quantidade de deslocamento dentário igualmente, 

nos dois grupos avaliados (camundongos com e sem uso do ZOL).  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

No presente projeto, para a realização da técnica de imunohistoquímica foram 

utilizadas lâminas oriundas do Projeto 2018.1.567.58.1, aprovado pelo Comissão de Ética no 

Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto – USP, já concluído. 

Resumidamente, os procedimentos já efetuados (administração da medicação, adaptação e 

colagem da mola e obtenção das lâminas), e os procedimentos que foram realizados pela 

Acadêmica Juliana Apolinário da Fonseca encontram-se descritos a seguir. 

 

 

3.1 OBTENÇÃO DAS LÂMINAS 

 

As lâminas utilizadas foram provenientes de 10 camundongos (machos) 

geneticamente modificados (C57BL/6J- CEMIB) com baixa densidade mineral óssea (Akhter 

et al., 2000; Armbrecht et al., 2002; Ferguson et al., 2003), divididos aleatoriamente em 2 

grupos: 

- Grupo I (Controle): 5 animais com 12 semanas que receberam solução salina, 

intraperitoneal. Após uma semana da administração da solução salina foi implementada força 

ortodôntica. 

- Grupo II (Experimental): 5 animais com 12 semanas receberam medicação (Ácido 

Zoledrônico) intraperitoneal. Decorrido o período de uma semana da administração da 

medicação foi implementada força ortodôntica. 

 

Administração da medicação  

Uma única dose (45µg/Kg) de Ácido Zoledrônico (Zometa® 4 mg/100 mL, Novartis 

Biociências S.A., São Paulo - SP) foi administrada por meio de injeção intraperitoneal, no 

quadrante abdominal inferior direito. A dose adotada se baseou no estudo de Lloyd et al. 

(2008), onde os autores demonstraram que este é um regime antirreabsortivo eficaz e que a 

qualidade óssea pode ser preservada com terapia antirreabsortiva de baixa dosagem. 

 

Adaptação e colagem da mola 

Foi realizada a colagem de mola fechada de níquel-titânio (Sentalloy Closed Spring 

Extra Light 25g - Dentsply Sirona©, Charlotte, North Carolina - USA) no primeiro molar superior 

direito, com o auxílio de microscópio. O lado direito foi adotado como experimental e o 
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esquerdo como controle. 

Os dentes foram limpos com acetona e, na sequência, o primer adesivo 

Ortodôntico Transbond Plus Self Etching Primer (3M Unitek, Monrovia, Calif, USA) foi aplicado. 

As molas foram então posicionadas no primeiro molar superior direito e fixadas com adesivo 

ortodôntico Transbond XT (3M Unitek, Monrovia, Calif, USA) fotopolimerizado por 40 

segundos. Com o animal posicionado em mesa fixa a força da mola foi mensurada, sendo 

estabilizada em 0,35N e fixada, então, na face palatina dos incisivos superiores que serviram 

como unidade de ancoragem. Assim, o lado de tração foi o lado distal da raíz do primeiro 

molar superior e o de compressão o lado mesial. O lado direito da maxila (sem aparelho 

ortodôntico) foi utilizado como controle. 

 

Eutanásia 

Foi realizada a eutanásia decorrido o período de 12 dias (Andrade et al., 2009; 

Taddei et al., 2012; Taddei et al., 2013) (5 animais/grupo), após a aplicação da força 

ortodôntica, com sobredose anestésica.  

 

Processamento histotécnico  

Após a eutanásia, as hemi-mandíbulas direitas e esquerdas foram removidas com 

tesoura cirúrgica esterilizada e fixadas por imersão em formol tamponado a 10%, por 24 

horas, à temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas por aproximadamente 4 horas, 

em água corrente. Para a desmineralização das peças, foi utilizada solução à base de EDTA a 

4,13% (pH 7-7,4). As peças foram mantidas nesta solução à temperatura ambiente, a qual 

foi trocada semanalmente, até sua completa desmineralização. Após a desmineralização, as 

peças foram submetidas ao processamento histotécnico de rotina, sendo lavadas em água 

corrente por 2 horas, desidratadas em álcool de concentrações crescentes (70% e 95% por 

30 minutos cada; 2 trocas de 100% por 20 minutos cada; e 2 trocas de álcool 100% por 40 

minutos cada), diafanizadas em xilol (2 banhos de 20 minutos e 1 de 40 minutos) e incluídas 

em parafina. Os blocos contendo os dentes foram cortados longitudinalmente em micrótomo 

(Leica RM2145; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha) no sentido mésio-distal. 

Cortes semi-seriados de 5μm foram realizados obtendo-se cerca de 15 a 25 lâminas, com 3 

cortes em cada lâmina. 
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3.2 ANÁLISE IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Cortes centrais, envolvendo a coroa e a raiz foram escolhidos para realização da 

técnica de imunohistoquímica pelo método do complexo avidina-biotina-peroxidase (Bezerra 

da Silva et al., 2014; Bertasso et al., 2020), para identificação da MMP-13. 

Os cortes foram desparafinizados, imersos em xilol por 8 minutos, sendo o 

processo repetido por mais duas vezes. Em seguida, os cortes foram hidratados em 

concentrações decrescentes de álcool (uma imersão em álcool 100%, seguido para o álcool 

95% e álcool 80%) e lavados em água corrente. 

A recuperação antigênica foi realizada em microondas com tempos de 10 

segundos e pausa de 2 minutos, até atingir a temperatura de 82ºC, utilizando solução tampão 

citrato (0,01M-pH6.0). As lâminas foram mantidas à temperatura ambiente para resfriamento, 

por 1 hora. Em seguida, realizou-se a lavagem por 4 vezes com água destilada. As lâminas 

foram então depositadas em bandejas apropriadas, sendo realizadas 3 imersões em solução 

salina tamponada fosfatada (PBS- 10mmol L-1- pH 7,4), por 3 minutos. 

O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado com a imersão dos cortes em 

100µL de peróxido de hidrogênio a 35% (Merck, Rio de Janeiro, RJ Brasil) por 1 hora, sob 

abrigo da luz. Em seguida, nova lavagem (3 vezes com PBS) por cinco minutos em imersão. 

O bloqueio de reações inespecíficas foi realizado com imersão em 100µL de solução BSA 

(Albumina do Soro Humano 1%) e PBS (10mmol L-1- pH 7,4), por 30 minutos. 

Foram depositados sobre os cortes 50µL de cada anticorpo primário e as lâminas 

foram mantidas em geladeira overnight em câmara úmida (Tabela 1). 

 
Tabela 1 – Especificação dos anticorpos utilizados 

Tipo Clone/Descrição  Isotipo  Diluição Marca Código 

Primário MMP-13 Policlonal / Mouse IgG 1:50 Abclonal ab39012 

Secundário MMP-13 Policlonal /Anti-rabit IgG 1:200 Abclonal - 

 

A seguir, as bandejas contendo as lâminas foram retiradas da geladeira e mantidas 

na bancada por 1 hora, para estabilização à temperatura ambiente. Foi realizada a lavagem 

por 3 vezes com PBS (10mmol L-1- pH 7,4) por três minutos, em imersão. Então, foi colocado 

anticorpo secundário (Tabela 1) biotinilado, por 1 hora. Após, 3 lavagens por 5 minutos com 

100µL de PBS (10mmol L-1- pH 7,4). As lâminas na sequência, foram submersas em anticorpo 

terciário (estreptavidina-biotina-peroxidase) por 30 minutos. Novamente foram realizadas 3 

lavagens por 3 minutos com 100µL de PBS (10mmol L-1- pH 7,4). 

As amostras foram então submetidas à aplicação da diaminobenzidina (DAB) como 
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cromógeno, por aproximadamente 30 segundos, sendo então enxaguadas abundantemente 

em água destilada. Após a revelação, as lâminas foram contra-coradas com Hematoxilina de 

Carrazzi, durante 30 segundos. Na sequência foram lavadas em água destilada, desidratadas 

com álcool absoluto, diafanizadas em xilol e montadas em Entellan. 

Foi realizado um processo de leitura automatizado das lâminas gerando imagens 

escaneadas pelo sistema Olympus BX61VS Slide Scanner (Olympus Optical do Brasil Ltda, São 

Paulo, Brasil), por meio do software VS120 Virtual Slide Microscope (Olympus Optical do Brasil 

Ltda, São Paulo, Brasil), no Laboratório Multiusuário de Microscopia Eletrônica (LMME) do 

Departamento de Biologia Celular e Bioagentes Patogênicos, da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto (FMRP), utilizando a objetiva com aumento de 20x. Todas as imagens foram 

geradas no formato svi. 

Para a análise digital quantitativa das imagens utilizou-se o software QuPath 

(https://qupath.github.io) (Universidade de Edinburgh, Reino Unido) como descrito por 

Bankhead et al., 2017; Ormenezi et al., 2022, He et al., 2024). O software utiliza um método 

de deconvolução de cores dentro do espectro RGB (red, green e blue) (Ruifrok e Johnston, 

2001), permitindo a seleção de vetores específicos para identificação de imagens 

imunohistoquímicas marcadas com hematoxilina e DAB.  

As áreas de interesse da análise foram selecionadas manualmente, delimitando o 

ligamento periodontal na região de interesse: sítios de compressão e de tração. Para isso 

utilizou-se a ferramenta de desenho disponível “polygon”. Após a etapa de seleção das áreas 

de interesse, procedeu-se o processo de detecção de células usando a função “positive cell 

detection”. Estabeleceu-se como área mínima 10µm2 e máxima de 400µm2. 

 

 

3.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados quantitativos foram submetidos ao teste de Skewness e Kurtosi, para 

verificação de normalidade. O resultado para o parâmetro “% total células/células positivas” 

demonstrou que os dados não apresentam distribuição normal. Assim, as comparações dos 

eventos analisados foram feitas pelo teste Wilcoxon/Kruskal-Wallis. Já para o parâmetro 

“Células Positvas/mm2 “ os dados apresentaram um ditrubuição normal e o teste utilizado foi 

o Teste t-Student (ANOVA oneway). A análise de correlação entre a imunomarcação e o 

deslocamento foi feita pelo teste de correlação de Spearman e Pearson. 

O nível de significância adotado para todas as análises foi 5%, utilizando o 

software SPSS versão 25 e JMP pro versão 17. 
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4. RESULTADOS 

 
 
Avaliação da influência do uso do Ácido Zoledrônico na expressão de MMP-13  
 

A análise comparativa entre o grupo tratado com Ácido Zoledrônico (ZOL) e o que 

recebeu Solução Salina (SS) demostrou uma menor expressão de MMP-13 (p<0,05) no grupo 

ZOL, tanto na contagem de Células Positivas/mm2 (p=0,0023) quanto na % totais 

células/células positivas (p=0,047). Esse fato ocorreu tanto nos molares que foram 

submetidos à força ortodôntica (movimento) quanto nos que não receberam força ortodôntica 

(sem movimento), demonstrando a influência do medicamento neste marcador., 

independentemente da aplicação de força ortodôntica (Tabelas 2 e 3). 

 

Tabela 2 – Comparação da % total células/células positvas e de Células Positivas/mm2 no ligamento periodontal, 

nos grupos ZOL e SS, no lado submetido à força ortodôntica 

   Movimento   

   AZ (n = 18) SS (n = 16) valor p 

MMP-13 Raiz mesial % total células/células positivas 0,70 (0,14 – 1,0) 0,89 (0,37 – 0,99) 0,754 

MMP-13 Raiz distal % total células/células positivas 0,68 (0,12 – 1,0) 0,91 (0,76 – 0,97) 0,047* 

  AZ (n = 18) SS (n = 16) valor p 

MMP-13 Raiz mesial Células Positivas/mm2 3842,0 (4061,49) 6351,88 (3298,83) 0,058 

MMP-13 Raiz distal Células Positivas/mm2  3354,06 (3276,58) 6804,41 (693,37) 0,0023* 

Teste de Wilcoxon. Os valores estão apresentados como mediana (Q1 - Q3). Teste t-Student: os valores estão apresentados 

como média (desvio padrão); * significância estatística. 

 

 

Tabela 3 - Comparação da % total células/células positvas e de Células Positivas/mm2 no ligamento 

periodontal, ns grupos ZOL e SS, no lado não submetido à força ortodôntica 

   Sem Movimento   

   AZ (n = 18) SS (n = 17) valor p 

MMP-13 Raiz mesial % total células/células positivas 0,859 (0,67 – 0,94) 0,925 (0,74 – 1,0) 0,360 

MMP-13 Raiz distal % total células/células positivas 1,0 (0,96– 1,0) 0,933 (0,66 – 1,0) 0,040* 

  AZ (n = 6) SS (n = 18) valor p 

MMP-13 Raiz mesial Células Positivas/mm2 6742,17 (1454,67) 5945,53 (1642,90) 0,306 

MMP-13 Raiz distal Células Positivas/mm2  8597,17 (1325,87) 5816,39 (2610,99) 0,021* 

Teste de Wilcoxon. Os valores estão apresentados como mediana (Q1 - Q3). Teste t-Student: os valores estão apresentados 

como média (desvio padrão); * significância estatística. 
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Quantificação da expressão de MMP-13 em molares submetidos ou não à força 
ortodôntica, nos grupos: experimental (ZOL) e controle (SS) 

 

A força ortodôntica não alterou a expressão de MMP-13 no grupo Solução Salina, 

para os dois parâmetros mensurados (p>0,05) (Tabela 4). 

 

Tabela 4 – Comparação do % total células/células positivas e de Células Positivas/mm2, no ligamento periodontal, 

no grupo SS, entre os lados com e sem movimento 

   Solução Salina   

 
  Movimento (n = 17) Sem movimento (n = 18) 

valor 

p 

MMP-13 Raiz mesial Células Positivas/mm2 6351,88 (3298,83) 5945,53 (1642,90) 0,654 

MMP-13 Raiz distal Células Positivas/mm2  6804,41 (2858,83) 5816,39 (2610,99) 0,293 

  Movimento (n = 17) Sem movimento (n = 18) 
valor 

p 

MMP-13 Raiz mesial % total células/células positivas 0,889 (0,37 – 0,99) 0,925 (0,74 – 1,0) 0,375 

MMP-13 Raiz distal % total células/células positivas 0,910 (0,76 – 0,97) 0,933 (0,66 – 1,0) 0,947 

Teste de Wilcoxon. Os valores estão apresentados como mediana (Q1 - Q3). Teste t-Student: os valores estão apresentados como 

média (desvio padrão); * significância estatística. 

 

A força ortodôntica alterou a expressão de MMP-13 no grupo que recebeu o Ácido 

Zoledrônico, nos dois parâmetros mensurados (p<0,05), quando comparou-se os molares 

submetidos à força ortodôntica (movimento) com os que não receberam força ortodôntica 

(sem movimento) (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Comparação do % total células/células positvas e de Células Positivas/mm2, no ligamento periodontal, no 

grupo ZOL, entre os lados com e sem movimento 

   Ácido Zoledrônico   

   Movimento (n = 18) Sem movimento (n = 6) valor p 

MMP-13 Raiz mesial Células Positivas/mm2 3842 (4061,49)  6742,17 (1454,67) 0,104 

MMP-13 Raiz distal Células Positivas/mm2   3354,06 (3276,58)  8597,17 (1325,87) 0,0011* 

  Movimento (n = 18) Sem movimento (n = 6) valor p 

MMP-13 Raiz mesial % total células/células positivas  0,702 (0,143 – 1) 0,859 (0,668 – 0,943) 0,591 

MMP-13 Raiz distal % total células/células positivas 0,686 (0,118 – 1,0)  1,0 (0,961 – 1,0) 0,0218** 

Teste de Wilcoxon. Os valores estão apresentados como mediana (Q1 - Q3). Teste t-Student: os valores estão apresentados como 

média (desvio padrão); * significância estatística. 
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Quantificação da expressão de MMP-13, em molares submetidos ou não à 
aplicação de forças ortodônticas, nos sítios de tração e de compressão 
 

A expressão de MMP-13 foi semelhante no grupo Solução Salina, nos sítios de 

compressão e de tração, quando comparou-se os molares submetidos ou não à aplicação de 

forças ortodônticas (p>0,05) (Tabela 6). 

 

Tabela 6 – Comparação do % total células/células positvas e de Células Positivas/mm2, no ligamento periodontal 

nos sítios de tração e compressão, no grupo Solução Salina 

   Solução Salina   

Compressão  Movimento (n = 9) Sem movimento (n = 9) valor p 

MMP-13 Raiz mesial Células Positivas/mm2 6428,33 (2983,11) 5597,44 (1942,26) 0,494 

MMP-13 Raiz distal Células Positivas/mm2  6833,78 (3281,04) 5666,33 (3331,03) 0,465 

Tração  Movimento (n = 7) Sem movimento (n = 8) valor p 

MMP-13 Raiz mesial Células Positivas/mm2 6253,57 (3914,14) 6337,13 (1235,76) 0,955 

  Movimento (n = 8) Sem movimento (n = 9) valor p 

MMP-13 Raiz distal Células Positivas/mm2  6771,38 (2524,96) 5966,44 (1827,62) 0,4593 

Compressão  Movimento (n = 7) Sem movimento (n = 9) valor p 

MMP-13 Raiz mesial % total células/células positivas 0,722 (0,38 – 0,98) 0,933 (0,58 – 1,0) 0,288 

MMP-13 Raiz distal % total células/células positivas 0,910 (0,76 – 0,96) 0,956 (0,44 – 1,0) 0,658 

Tração  Movimento (n = 7) Sem movimento (n = 8) valor p 

MMP-13 Raiz mesial % total células/células positivas 0,962 (0,33 – 0,38) 0,916 (0,77 – 0,98) 1,00 

  Movimento (n = 8) Sem movimento (n = 9) valor p 

MMP-13 Raiz distal % total células/células positivas 0,939 (0,75 – 1,0) 0,905 (0,70 – 1,0) 0,768 

Teste de Wilcoxon. Os valores estão apresentados como mediana (Q1 - Q3). Teste t-Student: os valores estão apresentados como 

média (desvio padrão); * significância estatística. 

 

Por outro lado, a expressão de MMP-13 no ligamento periodontal, no grupo que 

recebeu o Ácido Zoledrônico, foi menor tanto nos sítios de tração quanto nos sítios de 

compressão, na raiz distal dos molares que receberam força ortodôntica (p<0,05) (Tabela 7). 
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Tabela 7 - Comparação do % total células/células positvas e de Células Positivas/mm2, no ligamento periodontal nos 
sítios de tração e compressão, no grupo Ácido Zoledrônico 

 
  Ácido Zoledrônico   

Compressão  Movimento (n = 9) Sem movimento (n = 3) valor p 

MMP-13 Raiz mesial Células Positvas/mm2 3793,44 (4597,33) 6588,67 (758,49) 0,334 

MMP-13 Raiz distal Células Positivas/mm2  3505,11 (3410,56) 8751,67 (2006,10) 0,033* 

Tração  Movimento (n = 9) Sem movimento (n = 3) valor p 

MMP-13 Raiz mesial Células Positivas/mm2 3890,56 (3729,96) 6895,67 (2155,03) 0,223 

MMP-13 Raiz distal Células Positivas/mm2  3203,00(3336,26) 8442,67 (543,31) 0,025* 

Compressão  Movimento (n = 9) Sem movimento (n = 3) valor p 

MMP-13 Raiz mesial % total células/células positivas 0,655 (0,13 – 1,0) 0,870 (0,59 – 0,93) 0,927 

MMP-13 Raiz distal % total células/células positivas 0,698 (0,10 – 0,96) 1,0 (0,96 – 1,0) 0,0455* 

Tração     

MMP-13 Raiz mesial % total células/células positivas 0,75 (0,12 – 0,99) 0,849 (0,70 – 0,98) 0,517 

MMP-13 Raiz distal % total células/células positivas 0,674 (0,17 – 1,0) 1,0 (0,95 – 1,0) 0,151 

Teste de Wilcoxon. Os valores estão apresentados como mediana (Q1 - Q3). Teste t-Student: os valores estão apresentados como 

média (desvio padrão); * significância estatística. 

 

 

Correlação entre deslocamento dentário e expressão de MMP-13 

Verificou-se uma correlação positiva no grupo Solução Salina entre o porcentual 

total de células/células positivas e o deslocamento dentário (p<0,0001), indicando que a 

expressão de MMP-13 favorece o deslocamento dentário, em camundongos não tratados com 

ZOL (Tabela 8). 

 

Tabela 8- Análise de Correlação entre o deslocamento dentário e a expressão de MMP-13, no 
Grupo Solução Salina 

 Deslocamento   

 Coeficiente de Correlação valor p N 

% total células/células positivas =0,00001 p<0,0001* 12 

Correlação Spearman (); * significância estatística. 

 

 

Entretanto, a modulação do ZOL reduzindo a expressão de MMP-13 também 

revelou um efeito negativo no deslocamento dentário, uma vez que houve uma correlação 

negativa (r=-0,62) entre o deslocamento dentário e a contagem de Células Positivas/mm2 

para MMP-13 (p=0,030) (tabela 9). 
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Tabela 9 - Análise de Correlação entre o deslocamento dentário e a expressão de MMP-13, no Grupo 

Ácido Zoledrônico 

 Deslocamento   

 Coeficiente de Correlação valor p N 

% Células Positivas/mm2 r=- 0,62 P=0,030* 12 

Correlação Pearson (r); * significância estatística. 
 

 

As Figuras 1, 2 e 3 ilustram os resultados da imunomarcação para MMP-13.  

 

Figura 1. Marcação de células positivas (Cytoplasm DUB OD max) no terço médio da raiz mesial – 

lado de compressão. Lâmina referente ao grupo tratado com solução salina (SS), sem aplicação de 

forças ortodônticas. Aumento de 20x. 
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Figura 2. Marcação de células positivas (Cytoplasm DUB OD max) no terço cervical da raiz mesial – 
lado de compressão. Lâmina referente ao grupo tratado com solução salina (SS), sem aplicação de 

forças ortodônticas. Aumento de 20x. 

 

Figura 3. Marcação de células positivas (Cytoplasm DUB OD max) no terço cervical da raiz mesial 
– lado de compressão. Lâmina referente ao grupo tratado com solução salina (SS), com aplicação 

de forças ortodônticas e eutanásia. Aumento de 20x. 



 
 

20 

5. DISCUSSÃO 

 

Durante a movimentação dentária ortodôntica, observa-se a ocorrência de um 

processo de remodelação equilibrado da matriz extracelular no periodonto adjacente, a fim 

de permitir a movimentação dentária e a manutenção da integridade funcional do periodonto. 

Entre os inúmeros mediadores inflamatórios potencialmente envolvidos, as Metaloproteinases 

da Matriz (MMPs) têm sido implicadas na movimentação dentária ortodôntica (Capelli et al., 

2011). O sucesso do tratamento ortodôntico depende, entre outros fatores, da ação 

coordenada de marcadores bioquímicos, que refletem a atividade enzimática de osteoblastos 

ou osteoclastos. Alguns medicamentos interferem nesses parâmetros, o que pode 

comprometer o resultado do tratamento ortodôntico (Gomes et al. 2022). Os bifosfonatos, 

incluindo o Zoledronato (Ácido Zoledrônico - ZOL), têm como alvo os osteoclastos e são 

amplamente utilizados no tratamento da osteoporose e outras doenças que ocasionam 

reabsorção óssea (Arun et al., 2016). Considerando a crescente demanda por tratamentos 

ortodônticos em pacientes adultos em uso de bisfosfonatos, o objetivo deste trabalho foi 

avaliar a influência do uso do ZOL na modulação da expressão de MMP-13, em molares de 

camundongos submetidos ou não à aplicação de forças ortodônticas, nos sítios de tração e 

compressão, e sua influência no deslocamento dentário. 

Em geral, os resultados do presente estudo evidenciaram que o ZOL modulou 

a expressão de MMP-13. A resposta à aplicação de força ortodôntica também foi diferente 

no grupo ZOL, com redução significativa da expressão de MMP-13, nos sítios de tração e 

de compressão. 

A MMP-13 pode ser secretada por osteoblastos, em resposta à sinalização tanto 

mecânica quanto endócrina. As MMPs degradam matriz osteóide não mineralizada, 

expondo sítios de adesão de RGD (Tri-peptídeo Arg-Gly-Asp), que promovem tanto a 

fixação de células-substrato quanto célula-célula, necessária para facilitar a fixação de 

osteoclastos (Henle et al., 2005; Lee et al., 2022). O aumento da expressão de MMP-13 

degrada especialmente colágeno fibrilar tipo I e III (Arun et al.,2016), contribuindo com 

os processos envolvidos na remodelação tecidual e no deslocamento dentário. Dessa 

forma, essas afirmativas corroboram com os resultados obtidos no presente estudo, que 

identificou uma correlação negativa entre o deslocamento dentário e a redução na 

expressão de MMP-13, observada nos camundongos tratados com ZOL. 

Recentemente, elucidou-se que a fase de reversão se inicia pela sobre-expressão 

da fosfatase alcalina e ausência de marcadores de macrófagos mononucleados (MOMA-2). 

Macrófagos podem produzir MMPs e osteopontina (Henle et al., 2005; Lee et al., 2022). 
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Essa sinalização é importante para a fase de reversão entre a reabsorção e a formação 

óssea (Choi et al., 2017). No presente estudo, evidenciou-se uma sub-expressão de MMP-

13 no grupo que recebeu medicação (ZOL), sugerindo acompanhamento por período maior 

na fase de reparo, uma vez que as análises foram realizadas no período de reparo ósseo de 

12 dias, após a aplicação da força. Estudos relatam flutuações estatisticamente significativas 

durante a movimentação dentária ortodôntica para MMP-13, mas apenas no lado de 

compressão. Os níveis de MMPs podem aumentar após 1 hora de aplicação de força e 

diminuir acentuadamente nas 24 horas seguintes (Capelli et al.,2011). O aumento dos níveis 

na fase inicial da movimentação ortodôntica (Takahashi et al., 2003; Arbelaez et al. 2018; 

Lin et al., 2021; Lee et al. 2021) ocorre em condições fisiológicas, mas estudos envolvendo 

o Ácido Zoledrônico relatam uma regulação negativa na expressão do mRNA (Arun et al., 

2016; Laghezza et al. 2021). No presente estudo, observamos uma regulação negativa de 

MMP-13 pelo ZOL, em camundongos, com efeito negativo no movimento dentário, que foi 

reduzido nesse grupo. 

A MMP-13 também desempenha um papel relevante na contenção do processo 

inflamatório gerado pela aplicação da força, durante o movimento dentário, envolvendo a 

degradação e a síntese de componentes da matriz extracelular, incluindo o colágeno 

(Luchian et al., 2022; Choi et al., 2017). No presente estudo, nos animais que receberam 

solução salina não foi observada alteração na expressão de MMP-13, nem nos sítios de 

compressão nem nos sítios de tração. Entretanto, no grupo tratado com ZOL, uma redução 

significativa foi observada nos sítios de compressão, indicando que a sub-expressão de 

MMP-13 pode impactar não só o deslocamento dentário, como observado nesse estudo, 

mas também no reparo ósseo, indicando que novos estudos devem ser realizados para 

avaliar o impacto desse marcador no reparo ósseo, uma vez que os achados do presente 

trabalho foram realizados na fase de reparo do tecido ósseo. 

A literatura, apesar de escassa, têm evidenciado que os níveis de mRNA de 

MMP-13 são elevados, tanto no lado de tensão quanto no lado de compressão em 

roedores, e parecem ser dependentes do tempo pós-aplicação de força ortodôntica 

(Takahashi et al., 2003). A maioria dos estudos demonstrou uma regulação positiva de 

MMP-13 apenas no nível transcricional. Entretanto, a literatura descreve que a regulação 

da atividade de MMP-13 também ocorre mais tarde, em outros níveis (Nagase e 

Woessner, 1999; Arai et al., 2023). Em 2007, Leonard demostrou que a MMP-13 está 

presente tanto no PDL quanto em células ósseas alveolares, após a aplicação de força 

ortodôntica, participando do processo de remodelação do ligamento periodontal e osso 

alveolar durante o movimento dentário, 12 a 24 horas após a ativação do aparelho. A 
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magnitude da força parece modular a sua expressão (Li et al., 2010; 2021). No presente 

estudo, o ZOL modulou negativamente a expressão de MMP-13, no grupo submetido à 

aplicação de força ortodôntica força ótima e controlada.  

As hipóteses levantadas no presente estudo de que os níveis de MMP-13 seriam 

iguais nos dois grupos avaliados (camundongos com e sem uso do ZOL), e que a expressão 

de MMP-13 modularia a quantidade de deslocamento dentário igualmente, nos dois grupos 

avaliados (camundongos com e sem uso do ZOL), não foram aceitas.  

Assim, as alterações verificadas no presente trabalho podem ser atribuídas à 

ação do Ácido Zoledrônico, sugerindo que a movimentação dentária ortodôntica pode 

ser retardada ou prejudicada, em camundongos, pelo uso de inibidores de MMP-13 

(Holliday et al., 2003). 
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6. CONCLUSÃO 

 

As metodologias empregadas e os resultados obtidos permitiram concluir que o Ácido 

Zoledrônico modulou a expressão de MMP-13 no ligamento periodontal, reduzindo sua 

produção e impactando negativamente a movimentação dentária, durante o tratamento 

ortodôntico. 
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ANEXO A 

 
Anexo A - Certificado de aprovação do Projeto de Pesquisa pelo Comitê de Ética no Uso 
de Animais da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto (CEUA/FORP-USP), da 
Universidade de São Paulo (USP). Protocolo nº 2018.1.567.58.1 
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