UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CLiNICA ODONTOLOGICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CLIiNICA ODONTOLOGICA

NAYRA DE SOUZA CARVALHO LIMA

ANALISE DA REMODELAGAO TECIDUAL E DA E,XPRESSAO DE MMP-9
DURANTE A ERUPCAO DENTARIA

VITORIA
2016



NAYRA DE SOUZA CARVALHO LIMA

ANALISE DA REMODELAGAO TECIDUAL E DA E,XPRESSAO DE MMP-9
DURANTE A ERUPCAO DENTARIA

Trabalho de Dissertacdo apresentado ao
Programa de Po6s-Graduagdo em Clinica
Odontolégica da Universidade Federal do
Espirito Santo, como parte dos requisitos
exigidos para a obteng&o do titulo de Mestre
em Clinica Odontoldgica.

Orientadora: Karla Loureiro Almeida Coburn
Co-orientadora: Leticia Nogueira da Gama
de Souza Bautz.

VITORIA
2016



Dedico este trabalho aos meus pais que abdicaram de seus sonhos em prol dos

meus.



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais que tanto me apdiam e incentivam a dedicar-me aos

estudos;

A Professora Karla por todo conhecimento transmitido, paciéncia e confianca

durante todos os anos de desenvolvimento deste trabalho;
A Professora Leticia e ao Professor Marcos pelo auxilio sempre que necessario;

A Livia por ter iniciado essa caminhada de pesquisa ao meu lado, aprendendo e

errando comigo para que alcangassemos O Ssucesso;

Ao Natan por ter compartilhado dois anos de intensa pesquisa e por toda ajuda e

disposicao sempre ofertados de boa vontade;

A Isabela pela colaboracg&o nos resultados;

Ao Gustavo pelo amor, companheirismo e paciéncia durante esta caminhada;
Aos amigos e familiares pelos momentos divertidos e prazerosos;

Agradeco aos Professores e Alunos do Laboratério de Biologia Celular do

Desenvolvimento e Tumorigénese;

Aos Colegas e Professores do Laboratério de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto
Redins — LUCCAR - UFES;

Aos Técnicos do Biotério Central da UFES;

Ao Programa de Pds-Graduagdo em Clinica Odontolégica, funcionarios e
professores por toda disponibilidade e aprendizado ofertado a mim, em especial aos
Professores Rogério Albuquerque Azeredo e a Marcos da Silva Pacheco, pela

valiosa contribuicdo na etapa de qualificagdo deste trabalho;

E a Fundacao de Amparo a Pesquisa — FAPES.



7

“O insucesso é apenas uma oportunidade
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RESUMO

A formagdo dos dentes resulta da interagdo entre o epitélio oral e do
ectomesénquima subjacente. A medida que esses elemntos se desenvolvem,
ossificagdo e remodelagdo do tecido ocorre ao seu redor, de modo que eles séo
envolvidos por uma cripta 6ssea. A erupcédo do dente € um processo complexo que
depende da liberacdo de varias moléculas de sinalizacdo e fatores de crescimento
que permitem ao dente atravessar barreiras teciduais, a fim de emergir na cavidade
oral. Estudos tém mostrado remodelacdo 6ssea intensa ao redor do dente em
desenvolvimento, que consiste na reabsorcdo O0ssea na parte coronal da cripta,
acompanhado pela formagdo 6ssea na parte basal, promovendo o movimento do
dente. Estes eventos, seguidos pela ruptura do tecido conjuntivo da lamina propria,
sao passos essenciais do movimento eruptivo e parecem ser dependente de células
efetoras, tais como os osteoclastos e os mastocitos, que liberam metaloproteinases
(MMPs) responsaveis pela degradagdo da matriz extracelular destes tecidos. Este
estudo teve como objetivo realizar uma analise da remodelagéo tecidual e expressao
de MMP-9 em todo o processo eruptivo em molares de ratos. Para este efeito, uma
analise histomorfométrica foi realizada, incluindo a medi¢do de area de superficie
O0ssea na parte basal e coronal da cripta 6ssea, a quantificagcdo dos osteoclastos e
mastécitos e a expressdo de MMP-9 no germe dentario e tecidos circundantes. Os
resultados demonstraram uma redugédo de area de 0sso na parte coronal da cripta
Ossea, seguido por uma diminuicdo do numero de osteoclastos ao longo desta
superficie dssea. Simultaneamente, observou-se um aumento progressivo na area
de osso na base da cripta 6ssea. Elevado niumero de mastdcitos foram quantificados
na lamina propria de ratos de nove dias, e essas células mostraram expressao
citoplasmatica da MMP-9, sugerindo um possivel papel destas células no
recrutamento de precursores de osteoclastos, cujo pico de atividade ocorre na
mesma época. O mesmo padrdo de expressdo foi também observado em
osteoclastos, osteoblastos e os ostedcitos, que sugere uma agado combinada de
células dsseas e mastocitos nos eventos celulares que resultam na remodelagdo de

tecidos durante o processo eruptivo.

DESCRITORES: Erupgado dentaria; Reabsorcdo 6ssea; Osteoclastos; Osteogénes;
Mastocitos.



ABSTRACT

The tooth formation results from the interaction between the oral epithelium and the
underlying ectomesenchyme. As these elements develop, ossification and tissue
remodeling occurs around them, so that they are surrounded by a bone crypt. The
tooth eruption is a complex process which depends on the release of several
signaling molecules and growth factors that enable the tooth to cross tissue barriers
in order to emerge into the oral cavity. Studies have shown intense bone remodeling
around the developing tooth, consisting on bone resorption in the coronal area of the
crypt, accompanied by bone formation in the basal area, promoting tooth movement.
These events, followed by disruption of the connective tissue of the lamina propria,
are essential steps of the eruptive movement and seems to be dependent of effector
cells such as osteoclasts and mast cells, which release matrix metalloproteinases
(MMPs) responsible for the degradation of the extracellular matrix of these tissues.
This study aimed to carry out an analysis of tissue remodeling and MMP-9
expression throughout the eruptive process in rat molars. For this purpose, a
histomorphometric analysis was conducted and included the measurement of bone
surface area in the basal and apical area of the bone crypt, the quantification of the
osteoclasts and mast cells and the expression of MMP-9 on the tooth germ and
surrounding tissues. Our results demonstrated a reduction of bone area on the apical
region of bone crypt, followed by a decreased number of osteoclasts lying on the
bone surface. In parallel there was a progressive increase in bone area at the base
of the bone crypt. High number of mast cells were quantified at the lamina propria of
nine days old rats, and those cells showed cytoplasmic expression of MMP-9,
suggesting a possible role of these cells in the recruitment of osteoclast precursors,
whose peak activity occurs at that same time. The same expression pattern was also
observed in osteoclasts, osteoblasts and osteocytes, suggesting a combined action
of bone cells and mast cells in the cellular events that result in tissue remodeling

during the eruptive process.

DESCRIPTORS: Tooth eruption; Bone resorption; Osteoclasts; Osteogenesis; Mast

cells.
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1 INTRODUCAO

Os dentes sdo orgaos formados a partir de uma interagao epitélio-mesenquimal,
cujo desenvolvimento ocorre dentro das criptas ésseas da maxila e mandibula em
formagao (THESLEFF, 2003). A erupgao dentaria € o processo que permite ao
dente atravessar a barreira de tecido 6sseo alveolar que o circunda, bem como os
tecidos moles suprajacentes, de modo que o elemento dentario possa emergir na
cavidade da boca. Trata-se de um processo complexo, de natureza multifatorial,
cujos mecanismos envolvidos ainda ndo estdo inteiramente esclarecidos (NANCI,
2008).

1.1 O desenvolvimento dentario e a evolugao do processo eruptivo

O processo de erupgao dentaria ocorre de forma simultanea ao proprio processo de
odontogénese. A medida que os germes dentarios vdo crescendo, observa-se o
desenvolvimento do tecido 6sseo ao seu redor, constituindo as criptas Osseas.
(NANCI, 2008; WISE & KING, 2008). Mesmo nas fases iniciais do desenvolvimento
dentario, antes mesmo da formagdo da coroa, observam-se movimentos pré-
eruptivos, nos quais é evidente o remodelamento 6sseo das paredes dessas criptas,
com a finalidade de acomodar a movimentagao e o desenvolvimento dos germes
dentarios (GOMEZ & MUNOZ, 2006; NANCI, 2008; WISE & KING, 2008).

O desenvolvimento dentario pode ser dividido em etapas: estagio de iniciagao,
estagio de botao, estagio de capuz, estagio de campanula, estagio de formacgao da
coroa e estagio de formacéo da raiz (GOMEZ & MUNOZ, 2006). O espessamento
epitelial nos sitios destinados a formagédo dos dentes constitui a iniciagdo da
odontogénese. A medida que esse espessamento epitelial resulta na invaginagéo
deste epitélio no ectomesénquima subjacente, formando pequenas esférulas que
representam o inicio da formagao dos germes dentarios, constiui-se a fase de botéo.
Com a continuagao da proliferagao epitelial, o botdo dentario exibe um crescimento
assimétrico e progride para o estagio de capuz. Nesse estagio, a porgao epitelial

mais desenvolvida constitui 0 6rgao do esmalte, no qual se observa a diferenciagao
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das células epiteliais em trés camadas distintas: epitélio externo, reticulo estrelado e
epitélio interno (THESLEFF, 2003). O 6rgao do esmalte envolve um aglomerado de
células ectomesénquimais que formardo a papila dentaria, responsaveis pela
formacao de dentina e polpa. Todo o germe dentario é envolvido por uma estrutura
fibrosa de natureza mesénquimal, o saco ou foliculo dentario, o qual originara as
células responsaveis pela formagdo do cemento, ligamento periodontal e osso
alveolar, sendo ainda elemento envolvido na liberagdo de moléculas responsaveis
pela deflagragcédo do processo eruptivo (WISE; FRAZIER-BOWERS; D’'SOUZA, 2002;
WISE, 2009). A porcao epitelial sera responsavel pela formagdo do esmalte dentario,
gracas a presenca dos ameloblastos, que se diferenciagado a partir das células do
epitélio interno (GOMEZ & MUNOZ, 2006).

Na fase mais avangada do estagio de sino ou campanula (Figura 01), as células
mais periféricas da papila diferenciam-se em odontoblastos, os quais passam a
secretar a primeira camada de matriz de dentina. Nas areas em que a dentina
comega a ser depositada, forma-se uma barreira de tecido mineralizado que impede
a nutricdo das células do epitélio interno e do estrato intermediario através da papila
dentaria. Essa reducdo do suporte de nutrigdo ocorre no momento em que as
células do epitélio interno estdo em processo de diferenciagdo em ameloblastos,
preparando-se para secretar esmalte, havendo uma maior demanda de nutrientes.
Para supri-la, o reticulo estrelado, camada mais volumosa do 6rgao do esmalte,
sofre um processo de involugao, tornando-se mais estreito e permitindo assim uma
modificagdo no padrao de nutricdo dos ameloblastos e estrato intermediario, a qual
passa a depender dos vasos presentes no foliculo dentario (GOMEZ & MUNOZ,
2006).

Com a progressao da formagao da coroa e o seu deslocamento gradual em diregcédo
ao epitélio oral, inicia-se a formacgéo radicular e das demais estruturas do periodonto
de sustentagédo do dente. Um foliculo fibrocelular circunda o germe dentario e retém
sua conexao com a lamina prépria da membrana mucosa por meio de um feixe de
tecido fibroso contendo residuos da l|amina dentéria, chamado de cordao
gubernacular. Este corddo ocupa o canal gubernacular, que sera ampliado por agéo
osteoclastica, favorecendo o movimento de ascensao do germe. Nesta fase o 6rgao
do esmalte e o foliculo dentario produzem e liberam moléculas necessarias para a

erupgao, tais como o fator de crescimento epidérmico (EGF), interleucina-1 (IL-1) e
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fator estimulante de colénias-1 (CSF-1). O EGF (fator de crescimento epidérmico),
diretamente ou através do TGFB-1 (fator de crescimento transformante Beta) inicia
uma cascata de sinais sucessivos que ativam o processo de erupgdo. Inicialmente
ocorre a secregao de IL-1(interleucina 1) pelas células do reticulo estrelado, o que
induz a expressdo de CSF-1 (fator estimulante de colénias) nas células do foliculo
dentario. CSF-1, por sua vez, atrai precursores mononucleados no foliculo dentario e
aumenta a expressdo do proto-oncogénese c-fos (WISE et al 2006), ou outros
fatores genéticos como NFkB (ativador de fator nuclear) através de seu receptor
RANK (WISE, 2009; FALONI et al, 2007; WISE, BOWERS, D'SOUZA, 2002). Este
ultimo, mediante a estimulagao do ligante RANKL, secretado por osteoblastos, cuja
expressao & detectada no foliculo a partir do 3° dia de vida dos animais, estimula a
fusdo e transformacédo dos precursores mononucleados em osteoclastos,
necessarios para a reabsorgao 0ssea da parte coronal da cripta alveolar e para a
erupgao dentaria (WISE, BOWERS, D'SOUZA, 2002; FALONI et al, 2007; WISE,
2009).
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Tecido 6sseo em formacao

Broto do dente permanente

Alga cervical

Papila dentaria

Epitélio dentario externo

Epitélio dentario interno

Estrato intermediario

Reticulo estrelado

Saco dentario

Figura 01- Germe dentario no estagio de campanula. A fotomicrografia mostra os elementos derivados do ectomesénquima
(papila e saco ou foliculo dentario) e derivados do ectoderma oral, representando o 6rgdo do esmalte com suas camadas:
epitélio externo, reticulo estrelado, epitélio interno e estrato intermediario. Adaptado de GOMEZ & MUNOZ, 2006.
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Figura 02- Desenvolvimento do germe dentario de molares de rato. A: Aspecto geral do germe em fase se secregéo de
tecidos mineralizados nacoroa. B: Camada de ameloblastos (seta preta), esmalte (asterisco). C: Camada de odontoblastos

(seta preta), dentina (asterisco). A - Escala de 100 micrometros. Aumento de 4x. B - Escala de 10 micrdometros. Aumento de

40x. Hematoxilina e Eosina. Arquivo pessoal.
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1.2 A remodelacao do tecido dsseo durante a erupgao dentaria.

Sabe-se que a velocidade da erupgao depende principalmente da quantidade de
reabsorcdo do 0sso que cobre a superficie superior do dente e a medida que essa
barreira é totalmente reabsorvida, o processo eruptivo avanga com maior rapidez
(WISE & KING, 2008). Isso ocorre, basicamente, pela agcéo de células responsaveis
pela degradacdo ossea, os osteoclastos (WISE, YAO, HENK, 2007) na parte
coronaria ao foliculo dentario, na fase intra-6ssea do movimento dentario eruptivo,

cuja ativagao é dependente de varios fatores.

Os osteoclastos apresentam-se como células multinucleadas de citoplasma
vacuolado, eosinofilico e abundante em lisossomos, sendo facilmente reconheciveis
histologicamente. Apresentam ainda forte atividade da enzima fosfatase &acida
resistente ao tartarato, que pode ser detectada em testes amplamente utilizados na
literatura (FALONI et al, 2007). Quando em atividade, os osteoclastos apresentam
no citoplasma um intenso trafego de vesiculas lisossomais contendo enzimas acidas
e proteoliticas, tais como MMP-9 e catepsina K. Tais vesiculas se fusionam a
membrana e sao liberadas na superficie apos a adesdo dos osteoclastos a
superficie dssea. O intimo contato com o0 0sso promove altera¢gdes na membrana do
osteoclasto originando prolongamentos e reentrancias, formando uma estrutura
denominada borda em escova, através da qual vesiculas sdo transportadas para
degradagao da matriz éssea. Na periferia dessa borda, ha uma regido pobre em
organelas e rica em actina e miosina, a zona clara, responsavel pela adesao do
osteoclasto a superficie dssea. Essa adesdo forma um microambiente fechado,
denominado lacuna de reabsorcado, onde ocorre a dissolucdo de hidroxiapatita e
fibras colagenas da matriz 6ssea (VAANANEM, 2005; GOMEZ & MUNOZ, 2006).

A formacado dos osteoclastos, sabidamente, € dependente da ativagcao de varias
células e moléculas que trabalham na quimiotaxia e fusdo de precursores
mononucleados provenientes da medula 6ssea. Entre estas células podem ser
citados mondcitos, macrofagos, mastocitos e células T. Moléculas importantes como
interleucina-1 alfa (IL-1 o), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), fator estimulador
de colbnias-1 (CSF-1), o receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANK) e seu
ligante, o ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL), além da

osteoprotegerina (OPG), um competidor de RANK, sido fatores essenciais na
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formagéo osteoclastica (WISE, FRAZIER-BOWERS, D’ SOUZA, 2002; WISE &
KING, 2008; WISE, 2009). As moléculas envolvidas nesse mecanismo sdo, em sua
maioria, formadas e secretadas pelo foliculo dental ou através de interagdes deste
com moléculas produzidas pelo reticulo estrelado (WISE, FRAZIER-BOWERS, D’
SOUZA, 2002; WISE, 2009). Dentre os fatores envolvidos no processo, a via
RANK/RANKL/OPG é para muitos a principal via de formacgao de osteoclastos. A
expressao do ligante RANKL e sua interacdo com o receptor RANK, presente em
precursores de osteoclastos, resulta em ativacdo de proteinas responsaveis pela
fusdo de precursores mononucleados e consequente formacao de osteoclastos. A
OPG, competidor de RANK, quando presente, atua impedindo tal processo (WISE et
al., 2000; BORD et al., 2003).

Apesar de varias teorias terem sido propostas ao longo dos anos com o objetivo de
explicar o mecanismo que impulsiona o deslocamento axial do dente em diregéo a
cavidade da boca, ainda ndo se sabe exatamente a maneira pela qual essa cascata
de eventos se desenvolve. Entretanto, pesquisas tém apontado o foliculo dentario
como pecga-chave para desencadear esse processo, coordenando a reabsorcdo do
0sso alveolar que se interpde entre o germe dentario e a mucosa oral e estimulando
a formagdo de o0sso na base do alvéolo, para impulsionar o movimento axial do
dente (MARKS & CAHILL, 1987; WISE, 2009; WISE, YAO, HENK, 2007).

A deposicdo 6ssea na base do alvéolo tem sido apontada como uma verdadeira
forca motriz para alavancar o movimento eruptivo em dentes de erupcgao limitada
(WISE, YAO, HENK, 2007). No trabalho de Marks e Cahill, em 1987, quando
removeu-se cirurgicamente a metade caudal do foliculo dentario dos germes
dentarios, observou-se a falta de aposicdo éssea na base da cripta, com
consequente falta de erupcdo desses germes. Isso porque as células da metade
basal do foliculo exibem forte expressdo do gene que codifica a proteina
morfogenética do osso (BMP-2, do inglés Bone Morphogenetic Protein), considerada
um importante marcador de formagao dssea (WISE & YAO, 2006). Em ratos essa
expressdao comega a aumentar no 3° dia de vida, com maxima expressao no dia 09
pos-natal. Essa expressdo se correlaciona com o inicio da formagcdo de osso
alveolar no 3° dia de vida. Apesar de ainda nao ter sido comprovado, a aposi¢céao
Ossea na parte basal do germe é tida como um fator causal para a erupgao dentaria,

uma vez que o inicio do crescimento 6sseo coincide com uma rapida taxa de
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erupgao, como mostrado em estudos experimentais. Esse crescimento € tao intenso
durante a fase intra-0ssea da erupgao, que para alguns autores o dente nao tem
outro caminho a seguir que ndo seja o da via eruptiva formada na parte coronal da

cripta 6ssea devido a atividade reabsortiva dos osteoclastos (WISE, 2009).

Estudos pioneiros conduzidos em pré-molares de cdes demonstraram que a metade
coronaria do foliculo dentario relaciona-se com a regulagdo da reabsorg¢ao 0ssea, de
modo que quando essa regido era removida, ndo acontecia reabsorgdo da parte
coronal da cripta 6ssea e também nao acontecia erupcdo dentaria (MARKS &
CAHILL, 1987).

1.3 A fase extra-6ssea do movimento eruptivo: a degradagéo da lamina prépria

Com a reabsorgao de todo o osso interposto entre o germe dentario e a mucosa
oral, faz-se necessario remover o tecido conjuntivo da Iamina prépria, para permitir
que as células do epitélio reduzido se fusionem as células do epitélio oral e formem
um canal epitelial que permite a erupgdo do dente sem que haja hemorragia
(GOMEZ & MUNOZ, 2006).

Varios trabalhos tém relatado a importadncia das metaloproteinases (MMPs) da
matriz como moléculas importantes na remocgédo da lamina prépria, seja em
condi¢des fisiolégicas ou na progressdo de cistos e tumores. Pelo menos 28
membros desta familia ja foram caracterizados. As MMPs sdo uma familia de
enzimas proteoliticas zinco-dependentes, capazes de degradar todos os
componentes da matriz extracelular (CERRI et al 2010; MATOS et al, 2012). Estas
enzimas sao sintetizadas com um propeptideo N-terminal que precisa ser removido
para alcancgar atividade proteolitica. (CERRI et al 2010). MMPs sao produzidas por

numerosos tipos celulares, incluindo fibroblastos, macréfagos e mastdécitos.

Os mastdcitos sdo células do sistema imune derivados de progenitores da medula
Ossea, sendo importantes nas reagdes alérgicas, na inflamagédo, autoimunidade e
respostas mediadas por células T imunitarias. Podem ser ativados diretamente por
agentes patogénicos, incluindo bactérias, virus e parasitas, assim como por diversos

produtos soluveis derivados destes agentes patogénicos. Além destes,
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anafilatoxinas, citocinas, horménios e neuropeptideos podem desencadear a
ativacdo de mastdcitos, levando a degranulagado e a secregdo de mediadores de
resposta imune (METZ & MAURER, 2007; GALLI & TSAI, 2008). Produtos de
mastécitos também podem promover alteragdes nos tecidos que sédo afetados por
estas respostas inflamatdrias, incluindo a digestdo tecidual ou remodelagdo dos
elementos estruturais dos tecidos (METZ & MAURER, 2007; GALLI & TSAI, 2008).

Trabalhos ja demonstraram que os mastécitos produzem MMP-1, MMP-2 e MMP-8,
promovendo a digestdo de componentes da matriz extracelular da lamina prépria
gengival devido a desagregacao do colageno. A MMP-9, especificamente, também
conhecida como gelatinase [, atua digerindo o colageno (tipo IV, V e VII),
fibronectina e elastina. Além disso, tem-se sugerido que a MMP-9 exerce um papel
crucial na reabsorgcdo 6ssea, visto que osteoclastos expressam altos niveis dessa
enzima. Estudos sobre a erupcao dentaria demonstraram ainda a expressédo de
MMP-9 nos mastdcitos, principalmente nas fases mais tardias da penetragdo do
elemento dentario na mucosa, sugerindo a importancia dessas células para o
movimento eruptivo (CERRI et al 2010).

Durante o processo de erupg¢do dentaria, observam-se mudangas morfolégicas no
germe dentario em desenvolvimento. Logo apds o término da secregcéo do esmalte,
quando a coroa do dente esta completamente formada, observa-se uma regressao
das camadas que constituem o 6rgdo do esmalte. Estas se fusionam formando o
epitélio reduzido do esmalte, um epitélio constituido de poucas camadas de células
cubicas a achatadas. Este exerce fungbes importantes, protegendo o esmalte do
dente em erupgdo do contato com o tecido conjuntivo circunjacente, além de
secretar MMPs que degradam o tecido conjuntivo. Uma vez vencida a barreira
conjuntiva, as células do epitélio reduzido se proliferam até encontrarem com as
células do epitélio oral, fusionando-se e formando um cordao epitelial que permite a
erupgdo do dente sem que haja hemorragia. (GOMEZ & MUNOZ, 2006).

Na etapa pés-eruptiva, o dente mantém contato com seus antagonistas, assim como
se movimenta por toda sua vida. Tais movimentos podem ser de acomodagao, para
compensar o crescimento da maxila e mandibula durante a puberdade, e também
para compensar o desgaste oclusal e interproximal dos dentes (GOMEZ & MUNOZ,
2006).
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Dessa forma, o processo eruptivo demonstra-se complexo, assim como dependente
de varios fatores. Apesar dos avangos na pesquisa basica odontolégica, os
mecanismos que norteiam o processo de erupcdo dentaria ainda estdo pouco
esclarecidos. Assim, avaliagbes do progresso da remodelagdo tecidual ao longo do
processo eruptivo, associada a detecgao das ceélulas e enzimas relacionadas a esse
processo sdo importantes para ampliar os conhecimentos existentes acerca dos
mecanismos que culminam na emergéncia do elemento dentario na cavidade da

boca.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

¢ Analisar a remodelagao tecidual ao longo do processo de erupgdo de molares

de rato.
2.2 Objetivos especificos

e Realizar analise clinica da mucosa alveolar de ratos, na regidao do primeiro

molar superior direito, registrando o aspecto tecidual.

e Realizar andlise histolégica das hemi-maxilas de ratos de diferentes idades,
observando o grau de desenvolvimento dentario, o aspecto do osso alveolar,

do tecido conjuntivo e do processo eruptivo em si.

e Quantificar a area de aposicao 6ssea na base do alvéolo e reabsorgdo na
parte coronal da cripta 6ssea dos molares em cada grupo de estudo,

correlacionando esses dados com 0 avang¢o do processo eruptivo.

¢ Quantificar o numero de osteoclastos na parte coronal da cripta éssea dos
molares em cada grupo de estudo, correlacionando esses numeros com o

avango da reabsorg¢ao 6ssea do 0sso coronal.

e Quantificar o numero de mastdcitos na lamina propria na regido de molares

ao longo do processo eruptivo.

e Analisar a expressdao de MMP-9 nos tecidos circunjacentes ao 6rgao dentario
ao longo de todo o processo eruptivo.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais e obtengdo da amostra

Foram utilizados 38 ratos Wistar, com idades variando entre 02 a 17 dias (0 numero
de animais e a idade serdo especificados em cada experimento, mais abaixo).
Todos os animais foram anestesiados via intraperitoneal com Ketamina (30mg/kg) e
Xilazina (3mg/kg), submetidos a exame clinico para avaliagdo da mucosa oral e
possivel erupgdo dentaria. Em seguida, os animais foram submetidos a eutanasia
por decapitacdo e suas maxilas foram removidas e processadas para técnica
histolégica. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), com registro
de numero 006/2011 (Anexo A).

3.2 Processamento histolégico

As maxilas foram dissecadas e a hemiarcada direita foi fixada a temperatura
ambiente durante 48 horas em solugdo de formaldeido a 4% tamponado a pH 7.2
com fosfato de sddio 0.1M. As hemiarcadas fixadas foram descalcificadas durante
30 dias em solugao de EDTA 7% contendo 0.5% de formaldeido tamponado com
fosfato de sodio 0.1M, pH 7.2. Apds esse periodo, os espécimes foram lavados e
depois desidratados em concentracdes crescentes de etanol, clarificados em xilol e
incluidos em parafina. Os blocos foram submetidos a microtomia para a obtencao de
cortes seriados com 3 e 5um de espessura, sendo os primeiros destinados a
realizagédo de técnica imuno-histoquimica e os mais espessos para a coloragao pela
Hematoxilina e Eosina (HE) e Alcian Blue (AB) pH 0,5. Os cortes obtidos foram
reidratados em concentragcdes decrescentes de etanol e submetidos a técnica de
coloragéo por HE, AB e ao processamento imunohistoquimico. Para a analise das
laminas foram utilizados 04 cortes de cada dente em cada técnica de colocragao

utilizada.
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3.2.1 Coloragao pela Hematoxilina e Eosina

Esta técnica foi realizada para a analise de reabsorgdao e formacado Ossea foi
utilizado um total de 14 animais, com as seguintes idades: 02, 04, 06, 09, 11, 14 e

17 dias, tendo sido utilizados para cada idade 02 animais.

Os cortes obtidos pela microtomia foram desparafinizados em estufa a 60°C por 40
min. A diafanizagao foi feita em trés banhos de xilol: xilol II; xilol | e alcool/xilol, tendo
cada um a duracgéo de 05 minutos, em seguida foram reidratados em concentragdes
decrescentes de etanol, com duragdo de 05 minutos. Posteriormente foi realizada
lavagem com agua corrente, durante 05 minutos. A coloragdo foi feita com
Hematoxilina em banho de 4,5 minutos, seguida de lavagem rapida em alcool acido
e coloragdo com Eosina por 2,5 minutos. Foi realizada a lavagem com alcool 80 e
90%. Os cortes foram desidratados e montados nas I&minas com Balsamo do
Canada e laminula. A quantificacdo de osteoclastos no osso coronal foi realizada por
01 avaliador, previamente calibrado por um experiente morfologista. As laminas
foram examinadas em microscopio 6ptico (Olympus AX70, Olympus America Inc.,
NY, USA).

3.2.2 Coloragao por Alcian Blue pH 0,5

Esta técnica foi realizada para a analise da lamina prépria e quantificacdo dos
mastdécitos, foram utilizados 24 ratos Wistar, sendo 04 para cada idade (04, 06, 09,
11, 14 e 16 dias).

Os cortes obtidos pela microtomia foram desparafinizados em estufa a 60°C por 40
min. A diafanizagao foi feita em trés banhos de xilol: xilol II; xilol | e alcool/xilol, tendo
cada um a duragao de 05 minutos, em seguida foram reidratados em concentragdes
decrescentes de etanol. A técnica de coloracéao foi feita com Alcian Blue durante 01
hora, posteriormente lavado em &agua destilada acidificada (pH: 0,5) por 30
segundos e em seguida em agua destilada por 10 minutos. Foi realizada contra-
coloragédo subsequente com Hematoxilina de Mayer por 30 segundos e lavagem em
agua destilada. Os cortes foram desidratados e as laminas montadas com

Permount. A quantificagcdo de mastécitos na lamina prépria da via eruptiva foi
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realizada por 01 avaliador, previamente calibrado. As laminas foram examinadas em

microscopio optico (Olympus AX70, Olympus America Inc., NY, USA).

3.2.3 Processamento para Imuno-histoquimica

Para a analise imuno-histoquimica, foram utilizados 24 ratos Wistar, sendo 04 para
cada idade (04, 06, 09, 11, 14 e 16 dias). Os cortes obtidos pela microtomia foram
desparafinizados em estufa a 60°C por 40 min. A diafanizacdo foi feita em trés
banhos de xilol: xilol II; xilol | e alcool/xilol, tendo cada um a duragcédo de 05 minutos.
Em seguida os cortes foram reidratados em concentragbes decrescentes de etanol
(100%, 90% e 80%) e agua, com duracao de 5 minutos cada etapa. A remog¢do do
pigmento formdlico foi feita com solugdo de hidroxido de aménio (10%) em etanol
(95%) por 10 minutos. Os cortes foram lavados em agua corrente e posteriormente
lavados com PBS por 3 vezes, sendo 5 minutos cada, e em seguida forma
submetidos a recuperagao antigénica, utilizando uma solugéo tampao citrato (acido
citrico a 10 mM e 0,05% de Tween 20 com pH 6), aquecida entre 90 e 95°C em
banho Maria, por 30 minutos e lavados em agua destilada. O sistema de detecgéo
por polimeros foi 0 Novo Link Novocastra. Para neutralizar a peroxidase endoégena
foi utilizado o sistema Peroxidase Block/ProteinBlock. O anticorpo primario utilizado
foi o anti-MMP-9 (Santa Cruz), diluido na proporgdo 1:1000, por 60 minutos, em
temperatura ambiente e cadmara umida. Foi adicionado 50 ul de DAB Chromogen a
1ml de DAB (Spring) para desenvolver a atividade de peroxidase por 1,5 minutos. As
laminas foram enxaguadas em agua corrente e em agua destilada e posteriormente
foi realizada a contra-coloragdo com Hematoxilina de Mayer. Os cortes foram
desidratados e as laminas montadas com Permount. A reatividade imuno-
histoquimica para MMP-9 foi avaliada por 01 avaliador, previamente calibrado. As
ldminas foram examinadas em microscopio de luz (Olympus AX70, Olympus
America Inc., NY, USA). Foi realizado o controle negativo das ldminas pela omissédo

do anticorpo primario.
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3.3 Analise histomorfométrica

Para a selegado dos cortes, as laminas foram examinadas em microscopio de luz
(Olympus AX70, Olympus America Inc.,NY, USA) com objetiva Olympus UPlan FI
20x/0.50. Os cortes selecionados foram analisados e fotografados com a camera
AxioCam ERcb5s (Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha) e o programa AxioVision
Release 4.8.2 (Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha) e salvas nos formatos TIF e ZIV

para posterior analise.

As imagens dos cinco campos para quantificagdo do numero de osteoclastos foram
montadas em programa PowerPoint (Microsoft Inc, 2010) com sobreposicao de uma
gradicula com 12 divisdes. As imagens adquiridas foram devidamente identificadas e
armazenadas em disco rigido para posterior avaliagdo. Analise histomorfométrica foi
realizada pelo pesquisador previamente calibrado a partir das imagens adquiridas.
Cada um dos cinco campos, com suas 12 subdivisbes foram analisados e a
quantidade de osteoclastos em cada subcampo foi quantificada. A contagem das 12
subdivisbes foi somada para se obter o total do campo e os percentuais de cada
item contado. O mesmo procedimento foi repetido para os demais quatro campos, e
ao final foi feita a soma dos cinco campos mensurados, e o calculo do percentual.
Os seguintes critérios foram analisados: morfologia celular, com presenca de células
aciddfilas multinucleadas apoiadas sobre a superficie 6ssea alveolar e presenca de

lacunas de Howship.

Para avaliagéo da area 6ssea formada, as imagens adquiridas foram devidamente
identificadas e armazenadas em disco rigido para posterior avaliagdo. Analise
histomorfométrica foi realizada a partir das imagens adquiridas com o auxilio de um
computador e foi quantificada a area de aposigdo dssea em mm? de superficie na
base da cripta alveolar analisada. Os seguintes critérios foram analisados:

quantidade de aposi¢ao O0ssea versus a idade avaliada e estagio clinico da erupgéo.

A analise da quantificacido de mastdcitos foi realizada por meio de uma varredura de
toda superficie tecidual da lamina prépria do primeiro molar superior dos animais em
estudo e quantificagdo do numero de mastdocitos presentes na mesma. Imagens

foram capturadas e salvas nos formatos TIF e ZIV para observagao dos mastdcitos
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na lamina prépria. Foram capturadas imagens digitais também dos cortes

processados pela técnica imuno-histoquimica.

3.4 Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad e
foram considerados como significativos os resultados com o p<0,05. Os dados
referentes a avaliagdo de reabsorcéo e aposicao 6ssea foram submetidos ao teste t

nao parameétrico.

Para a analise de mastdcitos as analises estatisticas foram realizadas usando o
software GraphPad, Teste ANOVA "Kruskal-Wallis".
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4 RESULTADOS

4.1 Erupgéao clinica

No exame clinico intra-oral de animais com 02, 04 (Figura 03-A) e 06 (Figura 03-B)
dias de vida nao foi possivel observar elementos dentarios e a mucosa apresentou-
se dentro dos padrdes de normalidade. Nos animais com 09 dias de idade (Figura
03-C) foi possivel observar a erupgao dos incisivos, principalmente os superiores, e
a mucosa da regido dos primeiros molares superiores comegou a apresentar certo
grau de isquemia. Nos animais de 11 dias (Figura 03-D) observou-se o progresso na
erupcgao dos incisivos, principalmente os inferiores, e maior isquemia na regidao de
primeiros molares superiores. Nos animais de 14 dias (Figura 03-E) os incisivos
superiores apresentaram-se mais evidentes na cavidade da boca, mas ainda nao foi
possivel observar a erupgaéo dos molares, somente o ja relatado aspecto isquémico
da mucosa oral. Nos animais de 17 dias (Figura 03-F) foi possivel observar o inicio
da erupgdo dos primeiros molares superiores, a mucosa na regido desses dentes
apresentou-se parcialmente irrompida permitindo a exposigdo de algumas cuspides
dentarias na cavidade da boca. O arco dental tornou-se maior tanto no sentido
antero-posterior como no sentido latero-lateral (Figura 03-F). Além disso, foi possivel
observar alteragcbes na mucosa do palato, sobretudo o desenvolvimento mais

acentuado de rugas transversais.

4.2 Evolugdo do processo eruptivo e suas alteragdes histologicas
4.2.1 Involugao do reticulo estrelado

Nos animais de 02 dias (Figura 04-A) o reticulo estrelado mostra-se em processo de
involucdo, aos 09 dias essa involugao fica mais evidente e a partir dos animais de 11

dias (Figura 04-E) o reticulo estrelado ja involuiu completamente (Figura 04-D).
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Figura 03- Analise da mucosa oral de ratos de 04 a 17 dias de vida. A; 04 dias. B: 06 dias. C: 09 dias. D: 11 dias. E: 14
dias. F: 17 dias. A- C: nao foi constatada presenga de elementos dentarios na cavidade da boca, contudo em B e C é possivel
observar a presenga submucosa dos incisivos centrais superiores (setas). D-F: Presenga de areas isquémicas, com progressao
deste estado com o aumento da idade do animal. Incisivos centrais superiores presentes na cavidade da boca (setas).
Somente nos animais de 17 dias foi possivel observar a presenca de molares, os quais se encontram parcialmente

erupcionados, com inicio da exposi¢éo de cuspides na cavidade da boca (cabega de seta).



30

L FELE TS

- PP

Figura 04- Analise histologica na aposicéo 6ssea dos ratos de 02 a 17 dias. A: 02 dias. B: 04 dias. C: 06 dias. D: 09 dias.
E: 11 dias. F: 14 dias. G: 17 dias A-G: progresso na deposicdo de tecido mineralizado, esmalte e dentina (setas pretas). O
esmalte na maior parte do dente em F e G ja esta maduro, visualizando-se apenas o espago antes ocupado por ele (cabecga de
seta branca). G: Ruptura de tecido conjuntivo e epitélio pelas clispides do dente (cabega de seta preta). Hematoxilina e Eosina.
Escala de 200 micrémetros. Aumento de 4x. H: Area de superficie 6ssea na parte coronal ao longo do processo eruptivo de

molares de ratos.
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4.2.2 Deposigao dos tecidos mineralizados, esmalte e dentina

Nos animais de 02 dias pode-se observar que o germe dentario esta no estagio de
formagao da coroa (Figura 04-A) e o inicio da deposig¢ao dos tecidos mineralizados
(esmalte e dentina) nos apices das futuras cuspides. Observa-se maior avango na
deposi¢ao aos 04 dias (Figura 04-B), apresentando ameloblastos desenvolvidos e
polarizados, caracterizando a atividade dessas células na secrecdo da matriz do
esmalte. A atividade secretora continua nos animais de 06 dias (Figura 04-C), uma
vez que ha aumento na espessura dos tecidos e os ameloblastos aparecem bem
mais desenvolvidos, polarizados. Aos 09 dias (Figura 04-D) os ameloblastos mantém
suas caracteristicas anteriores, sendo possivel observar progresso na deposi¢ao de
dentina e esmalte, com consideravel aumento na espessura dos mesmos. A
deposi¢cao continua aos 11 dias (Figura 04-E) e os ameloblastos mantém suas
caracteristicas anteriores ao redor de todo esmalte. Nos animais de 14 dias (Figura
04-F) é possivel observar progresso na deposi¢cdo de dentina e esmalte, sendo que
s6 é possivel visualizar esmalte na regido cervical do germe, onde o esmalte € mais
jovem. Na regido mais coronal o esmalte € mais maduro e, portanto, mais
mineralizado, tendo sido perdido durante o processamento histoldégico da lamina. Os
ameloblastos ja ndo se apresentam na sua forma secretora, tendo reduzido suas
dimensbes e se fusionado as demais camadas do 6rgéo do esmalte, constituindo o
epitélio reduzido do esmalte. Nos animais de 17 dias (Figura 04-G) observa-se que a

coroa esta totalmente formada, revestida pelo epitélio reduzido do esmalte.

4.2.3 Alteragoes na lamina prépria

Nos animais de 02 dias o tecido conjuntivo da mucosa oral é frouxo e apresenta-se
espesso, ocupando consideravel espago entre o 0sso alveolar e o epitélio oral,
aspecto semelhante ao observado nos animais de 04 dias. Aos 06 dias o tecido
conjuntivo € um pouco mais delgado se comparado as idades anteriores,
principalmente nas pontas das cuspides. Nos animais de 09 dias o tecido conjuntivo
apresenta-se mais delgado, principalmente nas regides interpostas entre as
cuspides dentarias e o epitélio oral, indicando um avango do germe dentario em

diregdo a mucosa oral. Com 11 dias o tecido conjuntivo ainda é notavel entre epitélio
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oral e ameloblastos e apresenta-se mais delgado se comparado as idades
anteriores. O tecido conjuntivo aos 14 dias mostra-se reduzido, permanecendo
principalmente nas regides entre as cuspides; sobre elas, o conjuntivo apresenta-se
mais delgado e quase inexistente. E aos 17 dias o tecido conjuntivo frouxo €
observado somente entre uma cuspide e outra, pois sobre estas, esse tecido foi
degradado por ocasido da penetragdo na mucosa do dente em erupgao, o epitélio
apresenta-se mais espesso em algumas regides devido a fusdo do epitélio reduzido

do esmalte com o epitélio oral.

4.2.4 Formacgao e reabsorgao 6ssea

O tecido 6sseo ao redor do germe nos animais de 02 dias apresenta-se espesso na
parte coronal (Figura 06-A) com grande presenga de osteoclastos, indicando
processo de reabsor¢cdo Ossea, € mais delgado na parte basal com presencga de
osteoblastos (Figura 05-A).

Aos 04 dias (Figura 06-B) o tecido 6sseo ao redor do germe apresenta-se com
caracteristicas semelhantes aos 02 dias, indicando a continuidade no processo de
reabsor¢cdo 6ssea, e um pouco mais desenvolvido na parte basal (Figura 05-B),

indicando a formagéo de 0sso nessa regiao.

O tecido 6sseo aos 06 dias ao redor do germe ainda apresenta-se espesso na parte
coronal (Figura 06-C), porém em menor quantidade se comparado as idades
anteriores, indicando a continuidade no processo de reabsor¢gao o0ssea. Na parte
basal ao germe dentario o tecido 6sseo mostra-se um pouco mais desenvolvido se
comparado aos animais de idades anteriores e com presencga de osteoblastos em

sua superficie (Figura 05-C).

Aos 09 dias o tecido 6sseo ao redor do germe ainda se apresenta espesso na parte
coronal da cripta éssea (Figura 06-D) com presenga de osteoclastos em sua
superficie. Essa espessura é reduzida nas regides interpostas entre os apices das
cuspides e a mucosa oral. Na base da cripta 6ssea o0 osso fica cada vez mais
espesso, com presenca de osteoblastos (Figura 05-D), se comparado as idades

anteriores e semelhante aos animas de 06 dias.
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Figura 05- Analise histologica da aposi¢dao 6ssea na regidao basal dos ratos de 02 a 17 dias. A: 02 dias. B: 04 dias. C: 06
dias. D: 09 dias. E: 11 dias. F: 14 dias. G: 17 dias. A-G: Progresso no processo de aposi¢do dssea na parte basal do dente.
Trabéculas 6sseas em formacgédo (setas pretas). Hematoxilina e Eosina. Escala de 10 micrometros. Aumento de 40x H:

Progressao de aposicédo de area de superficie 6ssea na regido basal do germe dentario do primeiro molar superior direito.



Figura 06- Analise histologica da reabsorgao do osso coronal dos ratos de 02 a 14 dias. A: 02 dias. B: 04 dias. C: 06

dias. D: 09 dias. E: 11 dias. F: 14 dias. A-G: Progresso no processo de reabsorgcdo déssea na parte coronal do dente.

Trabéculas 6sseas em reabsorgéo (setas pretas). Hematoxilina e Eosina. Escala de 10 micrémetros. Aumento de 40x. F: Osso
observado entre as cuspides do dente, ndo € mais observado na parte coronal do germe dentario do primeiro molar superior
direito.
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Nos animais de 11 dias o tecido 6sseo € presente ao redor de todo germe sendo
mais espesso entre uma cuspide e outra e mais delgado sobre as cuspides (Figura
06-E), com presenga de poucos osteoclastos. Na parte basal a espessura de tecido

osseo € semelhante a observada nos animas de 09 dias (Figura 05-E).

Aos 14 dias o tecido 6sseo ao redor do germe apresenta-se mais delgado na regido
coronal, quase inexistente, com presencga de poucos osteoclastos, e ndo se observa
mais a presenga de 0sso interposto entre a mucosa oral e os apices das cuspides do
germe dentério, somente entre as cuspides (Figura 06-F). Na parte basal (Figura 05-
F) apresenta-se mais espesso, se comparado aos animais de idades anteriores. E
possivel notar um aumento na espessura do epitélio oral e evidente proliferagdo do

epitélio reduzido do esmalte para se fusionar com o epitélio oral.

Nos animais de 17 dias o tecido 6sseo ao redor do germe apresenta-se inexistente
na regido coronal e apresenta-se mais espesso na parte basal se comparado aos
animais de idades anteriores. A auséncia de tecido 6sseo, conjuntivo e epitelial
sobre as pontas de cuspides reafirmam o processo de erupg¢ao notado no exame
clinico, onde foi possivel observar a emergéncia de algumas cuspides na cavidade
da boca do animal. Observa-se um maior avan¢go do processo de formagao
radicular, fato que ocorre justamente no momento em que o dente erupciona e

aumenta a superficie 6ssea formada na parte basal do germe (Figura 05-G).

4.2.5 Analise histomorfométrica

A analise histolégica demonstra um aumento na secregcédo de tecido mineralizado
(dentina e esmalte) com o passar dos dias, assim como a diminuicdo da quantidade

de osso e tecido conjuntivo interpostos entre o germe dentario e a mucosa oral.

Além disso, os dados mostram um aumento na quantidade de osso na parte basal
ao longo dos dias e uma diminuigdo no numero de osteoclastos na superficie 6ssea
na parte coronal do dente. Para confirmar esses achados, foi conduzida uma analise
morfométrica para contabilizar a presencga dos osteoclastos sobre a superficie éssea
localizada coronalmente ao germe dentario do primeiro molar superior direito. Foi

observada uma diminuicdo no numero de osteoclastos, assim como de area de
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superficie 6ssea com o avango da idade dos animais. A Figura 07-B mostra a
quantificagdo dos osteoclastos sobre a superficie dssea interposta entre o germe
dentario e a mucosa alveolar e revela a diminuigdo das ceélulas ao longo do processo
eruptivo. Essa redugédo na contagem de osteoclastos mostrou ser significativa (p <
0,05) quando comparadas as seguintes idades: 02 dias com 06 dias (p= 0,0474); 02
dias x 09 dias (p=0,0369); 02 dias x 11 dias (p=0,0200); 02 dias x 14 dias
(p=0,0202); 06 dias x 11 dias (p=0,0299) e 06 dias x 14 dias (p=0,0389).

Com relacado a reabsorgcédo dssea na parte coronal € possivel observar (Figura 04-H)
que a partir dos 02 e 04 dias ha uma quantidade substancial de osso, que foi
formado para a acomodagao do dente em formacéo. Essa formagao dssea progride
até os 06 dias, a partir dos quais é possivel observar o inicio da reabsorgéo dssea
garantindo o progresso no processo eruptivo. Na transigao entre 11 e 14 dias,
podemos observar grande diminuicdo Ossea, caracteristica dessa idade devido a
alta atividade osteoclastica. Na idade de 17 dias observa-se total reabsor¢do do
osso coronal. Essa progresséo (Figura 04-H) nao mostrou ter relevancia estatistica

(p > 0,05) quando comparadas as idades.

Com o objetivo de avaliar o progresso da deposigdo O0ssea na base da cripta ao
longo do processo eruptivo, mensurou-se a area de aposigdo de tecido 6sseo na
regiao basal do germe dentario do primeiro molar superior direito. Foi observado um
aumento de area ao longo do processo, porém observou-se uma estabilizagcdo na
aposigao de tecido 6sseo nas idades de 06, 09 e 11 dias. A Figura 05-H mostra o
progresso na aposicao de area de superficie 6ssea ao longo do processo eruptivo.
Essa progressdo mostrou ter relevancia estatistica (p < 0,05) quando comparadas

algumas idades (Tabela 01).
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N°de osteoclastos/amostra

B

Figura 07- Analise histolégica dos osteoclastos A: Osteoclastos (setas pretas) em animal da idade de 09 dias. Hematoxilina
e Eosina. Escala de 05 micrémetros. Aumento de 100x. B: Quantidade de osteoclastos visualizados na superficie 6ssea

coronal ao longo do processo eruptivo de molares de ratos.
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IDADES |02Dias |04 Dias |06 Dias |09 Dias |11 Dias
06 Dias 0,0077 - - - .

09 Dia 0,0054 - - _ ]

11 Dias 0,0157 - - - -

14 Dias 0,0113 0,0313 0,0433| 0,0398 0,0378
17 Dias 0.0344 - - - -

Tabela 01: Relevancia estatistica entre idades na comparagao da progressao de aposigcdo de area de superficie dssea na

regido basal do germe dentario do primeiro molar superior direito.

4.3 Quantificagdo de mastdcitos na lamina propria corada por Alcian Blue (AB) pH
0,5

A coloracdo com AB demonstrou nos animais de 09 dias uma maior reabsorcao do
tecido 0sseo coronal ao germe dentario e o tecido conjuntivo mais delgado,
principalmente nas regides interpostas entre as cuspides dentarias e o epitélio oral.
E possivel ainda observar uma maior presenca de mastécitos na lamina prépria
(Figura 08-A e B) se comparado as idades anteriores, o qual foi confirmado pela
analise morfométrica realizada com o objetivo de avaliar a distribuicdo de mastécitos
na lamina prépria na regido de molares ao longo do processo eruptivo. Foi
observado um aumento do numero destas células até a idade de 09 dias e uma
gueda subsequente.

A figura 08-C mostra o numero de mastoécitos na lamina prépria ao longo do
processo eruptivo. Foi utilizado um intervalo de confianca de 95% e relevancia
estatistica com p<0,05 usando o Teste ANOVA "Kruskal-Wallis". O valor de p
encontrado foi p<0,0001.
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Figura 08- Analise histologica da lamina prépria corada com Alcian Blue pH 05,. A-B: Visualizagdo dos mastdcitos na
lamina proépria durante o processo eruptivo com maior atividade na idade de 09 dias. A: Mastécitos (apontados pelas setas) na
lamina prépria interposta entre tecido epitelial e tecido 6sseo na parte coronal do germe dentario. Alcian Blue. Escala de 10
micrémetros. Aumento de 40x. B: Mastdcitos evidenciados pela técnica de coloragéo Alcian Blue. Escala de 05 micrémetros.

Aumento de 100x. C: Quantificagdo de mastdcitos na lamina propria na regido coronal do germe dentario.
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4.4 Expressao de MMP-9 no germe dentario e tecidos circunjacentes.

Uma vez que a literatura que aponta a atividade de MMP-9 como determinante no
processo de reabsor¢do do osso coronal e da degradacdo da lamina propria,
analisamos a expressao dessa molécula durante 0 movimento eruptivo de molares

de rato.

Na matriz extracelular do reticulo estrelado foi possivel observar a expressao de
MMP-9 em alguns pontos aos 04 dias (Figura 09-A e 09-B), tornando-se mais
evidente aos 06 dias. Aos 09 e 11 dias a marcacdo intensificou-se mantendo
caracteristicas semelhantes nestas duas idades e aos 14 e 16 dias n&o mais

observamos reticulo estrelado devido ao seu processo de involugao.

Na parte 6ssea coronal ao germe dentario observa-se a expressao mais discreta nos
animais de 04 e 06 dias (Figura 09-C) sendo possivel observar a marcagédo em
ostedcitos (Figura 09-D), tornando-se mais evidente aos 09 dias. O tecido 6sseo ja
se apresenta mais delgado aos 11 dias, entretanto a marcagcdo permanece nos
ostedcitos e osteoclastos (Figura 09-G). Em 16 dias observa-se pouco tecido 6sseo,
mas este ainda apresenta expressdo de MMP-9. A Figura 09-H mostra a
quantificacdo dos osteoclastos imunomarcados sobre a superficie éssea e revela a
diminuicdo das células ao longo do processo eruptivo. Essa redugdo na contagem

de osteoclastos mostrou ser significativa (p < 0,05).

Na lamina propria de animais de 04 dias foi observada pouca expressao, apenas em
pontos isolados e em vasos neste tecido, sendo esta marcacdo semelhante a
apresentada nos animais de 06 dias. Aos 09 dias observou-se uma maior expressao
no tecido (Figura 09-E), em mastdcitos (Figura 09-F) e vasos se comparado as
idades anteriores. Com 11 dias o tecido conjuntivo mostra expressao de MMP-9
mais evidente nos vasos, principalmente nas regides entre cuspides, a marcagao
fica bem evidente tanto na matriz extracelular quanto nos vasos, visto que a area
entre ponta de cuspide e epitélio ocupada por este tecido apresenta-se mais estreita.
Aos 14 dias ja observamos epitélio reduzido do esmalte, e o tecido conjuntivo
assemelha-se as caracteristicas de 11 dias. E na idade de 16 dias as caracteristicas

de 14 dias sdo mantidas.
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IETIR

Figura 09- Expressdao de MMP-9 no germe dentario e tecidos circunjacentes. A: Reticulo estrelado aos 04 dias. B: Maior
aumento do reticulo estrelado onde pode-se observar a marcagéao das células do tecido. C: Tecido ésseo aos 06 dias. D: Maior
aumento do tecido ésseo evidenciando a marcagdo em ostedcitos apontado pela seta. E: Tecido conjuntivo aos 09 dias. F:
Maior aumento do tecido conjuntivo (Idmina prépria) mostrando a marcagéo em mastécito apontado pela. G Maior aumento do
tecido 6sseo coronal mostrando marcagdo em osteoclasto. H: Quantificagdo de osteoclastos imunomarcados. Imuno-

histoquimica. Escala de 10 e 05 micrémetros. Aumento de 40 e 100x.
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5 DISCUSSAO

A erupgao dentaria requer uma intensa remodelagdo 6ssea da cripta que envolve o
germe dentario em formagéo. Na fase intra-6ssea do movimento dentario eruptivo
ocorre, simultaneamente, fenbmenos de aposicdo 6ssea na base do germe em
formacgao e, sobretudo, reabsorgao 6ssea na parte coronal do dente, essencial para
formagado do caminho eruptivo (WISE, YAO, HENK, 2007; WISE, 2009). Trata-se de
um processo complexo que envolve uma série de alteragdes microscépicas que se
refletem no aspecto da mucosa oral. Os resultados demonstraram, através do
exame clinico intra-oral dos animais nas diferentes idades analisadas, que a erupgao
dentaria ocorreu no 17° dia pds-natal. Resultados semelhantes foram observados
em outros estudos (WISE, 2009; WISE & KING, 2008; WISE, FRAZIER-BOWERS,
D' SOUZA, 2002). Estudos de Wise, Yao e Henk em 2007 afirmaram que o
crescimento de tecido 6sseo na base da cripta alveolar se inicia por volta do 3° dia
de vida e termina por volta do 18° dia de vida quando o dente emerge na cavidade
da boca, sendo de magnitude suficiente para mover o dente para a cavidade oral

durante a fase intra-6ssea.

A analise histolégica mostrou que o desenvolvimento dentario ocorreu de forma
simultdnea ao processo eruptivo, sendo possivel observar a progresséo na
deposigao de dentina e esmalte. Nossos resultados demonstraram uma consideravel
espessura desses tecidos nos animais de 09 dias, dados semelhantes aos
encontrados por Cerri e colaboradores, em 2010. No 14° dia quase todo o esmalte ja
sofreu processo de maturagao, com excegao do esmalte da regiao cervical, o que

também foi observado por Bradaschia-Correa, Massa, Arana-Chaves, em 2007.

Concordando com o trabalho de Wise, Yao, Henk, de 2007, neste estudo foi possivel
observar ativa reabsorcido O0ssea na parte coronal para o estabelecimento da via
eruptiva, além de aposicdo 6ssea na base do dente em formacgao, possibilitando o
crescimento e acomodagao do germe dentario. Os resultados demonstram que ja no
9° dia, a reabsorgdo 6ssea comegou a ficar mais evidente na regido sobre as
cuspides dentarias, reduzindo a quantidade de osso interposto entre o germe

dentario e a mucosa oral. Essa reabsorgdo foi ainda mais evidente no 14° dia, sendo
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esses resultados semelhantes aos encontrados em outros estudos (SYMONS, 2003;
BRADASCHIA-CORREA, MASSA, ARANA-CHAVES, 2007; CERRI et al, 2010).

Nossos resultados ainda demostraram que a lamina prépria sofreu alteragoes
estruturais, mostrando intensa degradagc&o do seu tecido conjuntivo. Foi possivel
observar numerosos mastocitos na lamina propria ao longo do processo eruptivo, e
a analise histomorfométrica realizada revelou o aumento no numero dessas células
até a idade de 09 dias, quando ocorreu um pico numérico, € uma queda
subsequente deste numero nas idades seguintes. O estreitamento do tecido
conjuntivo interposto entre o epitélio oral e o osso alveolar foi observado nesse
estudo a partir do 6° dia e tém-se sugerido ser decorrente da degradagcéo da matriz
induzida por MMP-9 (CERRI et al, 2010). A consequente aproximacgao e fusao do
epitélio reduzido do esmalte com o epitélio oral foram registradas nesse e em outros
estudos, formando o canal epitelial pelo qual o dente emerge na cavidade da boca
(CERRI et al, 2010). Esses eventos sao caracterizados por uma mudanga no padrao
de coloragdo superficial da mucosa oral de résea para esbranquigada,
caracterizando uma zona de isquemia. Isso ocorre na regido da mucosa que esta
sendo pressionada pelas cuspides dentarias prontas para erupcionar e devido as
modificagdes do tecido conjuntivo provenientes de alteragdes circulatérias que mais
tarde levam a sua destruigdo. As células centrais do canal epitelial necrosam por
falta de irrigagdo, o que, associada a pressao exercida pelo elemento dentario
facilitam sua saida para a cavidade bucal sem que haja hemorragia (GOMEZ &
MUNOZ, 2006).

Nossos resultados clinicos reafirmam tais alteragbes histolégicas, uma vez que foi
possivel observar através do exame clinico intra-oral dos animais nas diferentes
idades analisadas a regidao isquémica da mucosa antes da erupgao. Apesar de
serem observadas essas alteracbes desde a idade de 09 dias, caracterizando a
progressdo do processo eruptivo, apenas nos ratos de 17 dias foi detectada de fato
a erupgao, confirmada pela presenca parcial das cuspides do primeiro molar
superior direito na cavidade oral. Resultados semelhantes foram observados em
outros estudos que mostraram que a erupg¢ao do primeiro molar inferior ndo ocorre
antes do dia 17 e 18 pds-natal (WISE, 2009; WISE & KING, 2008; WISE, FRAZIER-
BOWERS, D' SOUZA, 2002).



44

Dada a necessidade de reabsorgao 6ssea na parte superior ao germe dentario para
possibilitar a erupcao dentaria, € fundamental a acdo dos osteoclastos. Inicialmente
essas ceélulas estdo em grande numero no tecido, subsequentemente, com a
reabsorgdo da superficie 6ssea e diminuicdo da area a ser reabsorvida, ha uma
consequente queda no numero dessas células (WISE; FRAZIER-BOWERS,
D’SOUZA, 2002). Os resultados da nossa analise histomorfométrica demonstram
claramente essa redugdo ao longo do processo eruptivo, juntamente com a
diminuicdo da quantidade de osso que recobre a parte superior do dente. Essa
diminuicdo é essencial e foi observada em outros trabalhos que avaliaram o
processo de erupgado dentaria em molares de ratos (CERRI et al, 2010). Com
relacdo a aposicao 6ssea os resultados foram semelhantes aos observados em
outros estudos (WISE, 2009; WISE & KING, 2008; WISE, FRAZIER-BOWERS, D
'SOUZA, 2002).

Estudos de Wise, Yao e Henk em 2007 afirmaram que o crescimento de tecido
0sseo na base da cripta alveolar se inicia por volta do 3° dia de idade e termina por
volta do 18° dia de vida quando o dente emerge na cavidade da boca, sendo de
magnitude suficiente para mover o dente para a cavidade oral durante a fase intra-
0ssea. A anadlise histomorfométrica realizada revelou o aumento na area de tecido
0sseo na parte basal do dente e um aumento na secre¢do de tecido mineralizado
(dentina e esmalte) com o passar das idades. Entre 02, 04 e 06 dias esse aumento
na espessura do 0sso na parte basal fica evidente. Porém entre o0 9° e 11° dias nao
foi observado o aumento na area dssea e a mesma apresentou novo aumento no
14° e 17° dias concordando com o trabalho de Wise, Yao, e Henk de 2007 que
apresentou resultados semelhantes. Em estudo anterior de Wise, em 2009, esta
estabilizacdo do processo de aposicdo Ossea na parte basal foi explicada pela
diminuicao temporaria da expressao do gene BMP-2 no foliculo dentario durante os
dias 05 e 07 corroborando assim com os estudos de Marks e Cahill em 1987 onde
demonstraram que a remogao da metade basal do foliculo de pré-molares de caes
antes do inicio da erupgéo inibiu tanto a formagédo de osso na regido basal quanto a

erupgao dos dentes.

De acordo com estudos de Wise em 2009 observa-se um pico de osteoclastogénese

aos 10 dias de idade, fato este que pode estar diretamente ligado ao elevado
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numero de mastocitos no 9° dia observado em nosso estudo, onde sugerimos que

estas células atuam no recrutamento dos precursores de osteoclastos.

Segundo Cerri e colaboradores em 2010 nos ratos de 09 a 11 dias de idade, os
germes dentarios estdo em ativo processo de erupgéo devido a intensa reabsorgéo
do osso e degradagao do tecido conjuntivo da lamina propria que reveste a parte
coronal. Em nosso estudo, nos ratos de 09 dias de idade a lamina propria continha
mastocitos em numero significativamente maior se comparados a todas as outras
idades. Durante a fase intra-6ssea de erupg¢ao, o aumento proporcional do numero
de mastécitos na lamina prépria e osteoclastos no tecido 6ésseo, indica que
mastdcitos podem estar envolvidos na reabsorgao 6ssea e na degradagao do tecido
conjuntivo da lamina proépria, visto que a maior atividade destas células aos 09 dias

pode estar diretamente relacionada ao ativo processo da via eruptiva nesta idade.

Estudos tém demonstrado o importante papel das MMPs na degradacédo de
componentes extracelulares durante a manutencdo e remodelagdo tecidual. Ao
analisarmos a expressdo de MMP-9 ao longo do processo eruptivo, foi observada
imunomarcagéo positiva em diversos pontos do germe dentario, como nas ceélulas
do reticulo estrelado, e em tecidos circunjacentes. Nas idades de 9 e 11 dias a
imunomarcagao foi observada em células ocasionais da lamina prépria, além disso,
uma evidente imunomarcagao de osteoblastos e ostedcitos foi observada na parte
coronal do germe dentario, dados estes também encontrados em pesquisa realizada
por Cerri e colaboradores em 2010. Semelhante a achados de outros estudos,
nossos resultados sugerem ainda que a MMP-9 é secretada por mastdcitos na
lamina prépria em diferentes estagios de erupgcdo dentaria. Dessa forma, esses
achados constituem um forte indicativo que a MMP-9 participa no processo de
degradagdo dos componentes extracelulares da Iamina prépria durante a erupgéo

dentaria.
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6 CONCLUSOES

Nossos resultados indicam que, a medida que o processo eruptivo avanca, a
superficie 6ssea sobre o0 germe dentario vai sendo reabsorvida, sendo esse
processo mediado por osteoclastos. Estes, por sua vez, tendem a reduzir em

numero, acompanhando a redugdo da area 6ssea disponivel.

Em concomitancia, a area de superficie 6ssea na base da cripta alveolar vai sendo
formada, porém entre as idades de 06, 09 e 11 dias ha uma estabilizagdo dessa
aposicao 0ssea que em seguida retorna a ocorrer, sugerindo que a forga motriz da
fase intra-0ssea de erupgao dentaria se da pela formacao 6ssea na base da cripta

alveolar.

Mastécitos imunomarcados por MMP-9 estdo presentes na lamina prépria da via
eruptiva em molares de ratos, sugerindo um papel dessas células na degradagéao do

tecido conjuntivo.

O maior numero de mastdcitos aos 09 dias, época apontada na literatura como pico
de osteoclastogénese, sugere uma participagdo paracrina de mastocitos no
recrutamento dos precursores de osteoclastos, necessarios para a reabsorgao

0ssea e progressao do processo eruptivo.

Esses resultados em conjunto suportam a idéia de que a erupgao dentaria depende
da agdo coordenada entre aposi¢cao e reabsor¢do Ossea ao redor do elemento
dentario e degradacdo da lamina propria e esse equilibrio colabora para a
emergéncia clinica do molar, a qual pode ser observada a partir do 17° dia dos

animais estudados.
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7 ANEXOS

Anexo A — Aprovagdo no Comité de Etica
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7.2 Anexo B — Artigo
Bone cells and Mast cells express MMP-9 during tooth eruption

Andlise da MMP-9 na erupcao dentaria

Nayra de Souza Carvalho LIMA'
Isabella Roque MAGALHAES?
Livia Fiorim de LIMA-PANSINT'
Leticia Nogueira da Gama de SOUSA-BAUTZ?
Marcos da Silva PACHECO®

Karla Loureiro Almeida COBURN?

O Programa de Pés-Graduagdo em Clinica Odontoldégica da Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria, ES, Brasil
@ Graduagdo em Odontologia da Universidade Federal do Espirito Santo, Vitdria, ES, Brasil
® Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Espirito Santo, Vitoria, ES, Brasil

nayra_scl@hotmail.com, 55 (27) 998890340

Summary

Tooth formation results from a complex interaction between oral epithelium and the
underlying ectomesenchyme. As these elements develop, ossification and tissue remodeling
takes place around them, so they end up surrounded by a bone crypt. The aim of this study
isto carry out an analysis of tissue remodeling and MMP-9 expression throughout the eruptive
process in rat molars. For this purpose, a histomorphometric analysis was conducted and
included the measurement of bone surface area in the basal and apical area of the bone crypt,
the quantification of the osteoclasts and mast cells and the expression of MMP-9 on the tooth
germ and surrounding tissues. Our results demonstrated a reduction of bone area on the apical
region of bone crypt due to the osteoclastic activity, accompanied by a decrease in the number
of these cells as bone is reabsorbed. Simultaneously, there was a progressive increase in bone
area at the base of the bone crypt. High number of mast cells were quantified at the lamina
propria of the nine days old rats, and those cells showed cytoplasmic expression of MMP-9,
suggesting a possible role of these cells in the recruitment of osteoclast precursors, whose

peak activity occurs at that same time. The same expression pattern was also observed in
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osteoclasts, osteoblasts and osteocytes, suggesting a combined action of bone cells and mast

cells in the cellular events that result in tissue remodeling during the eruptive process.

Key words: Tooth eruption, Bone resorption, Osteoclasts, Osteogenesis, Mast cells.

INTRODUCAO

Os dentes sdo orgdos formados a partir de
uma intera¢do epitélio-mesenquimal e a
medida que vao crescendo, observa-se o
desenvolvimento do tecido 6sseo ao seu
redor, constituindo as criptas Osseas da
maxila e mandibula em formagdo, as quais
estdo sob continua remodelagdo com a
finalidade de acomodar a movimentagdo
dos germes dentarios (1,2,3,4). A erup¢ao
dentaria é o processo que permite ao dente
atravessar a barreira de tecido Osseo
alveolar que o circunda, bem como os
tecidos moles suprajacentes, de modo que
o elemento dentario possa emergir na

cavidade da boca (3).

A velocidade da erupcdo depende
principalmente da reabsor¢do do o0sso
interposto entre o germe dentdrio e a
mucosa oral e a medida que essa barreira €
totalmente  reabsorvida  por  agdo
osteoclastica, o processo eruptivo avanga
com maior rapidez (4). Além disso, a
deposicdo dssea na base do alvéolo tem
sido apontado como uma verdadeira for¢a
alavancar o movimento

motriz para

eruptivo em dentes de erupcao limitada (5).

Concluida a reabsor¢do do osso coronal,

faz-se necessario remover o tecido
conjuntivo da ldmina propria, por meio da
acdo das metaloproteinases (MMPs). Pelo
menos 28 membros desta familia j& foram
caracterizados. As MMPs sdo uma familia
de enzimas proteoliticas zinco-
dependentes, capazes de degradar todos os
componentes da matriz extracelular, sdo
produzidas por numerosos tipos celulares,
incluindo fibroblastos, macréfagos e
mastocitos (6). Isso permite que as células
do epitélio reduzido se fusionem as células
do epitélio oral e formem um canal
epitelial que permite a erup¢do do dente

sem que haja hemorragia (2).

Dessa forma, o processo eruptivo
demonstra-se complexo, dependente de
varios fatores ainda pouco esclarecidos.
Avaliagdes do progresso da remodelagao
tecidual ao longo do processo eruptivo,
associada a detecgdo das células e enzimas
relacionadas a esse processo  sdo
importantes para ampliar os conhecimentos
existentes acerca dos mecanismos que
culminam na emergéncia do elemento

dentario na cavidade oral.



MATERIAL E METODOS
Obtencao da amostra

Foram utilizados 38 ratos Wistar, com
idades entre 02 a 17 dias. Os animais
foram anestesiados e submetidos a
eutandsia por decapitacdo ¢ suas maxilas
foram removidas e processadas para
técnicas histologicas. O trabalho foi
aprovado pelo Comité de FEtica em
Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal do Espirito Santo

(UFES), com registro de nimero 006/2011.

Processamento histologico

As maxilas foram dissecadas e a
hemiarcada direita foi fixada em solugdo
de formaldeido, descalcificadas durante 30
dias em solu¢do de EDTA, apds esse
periodo, os espécimes foram desidratados,
clarificados em xilol e incluidos em
parafina. Os blocos foram submetidos a
microtomia para imuno-histoquimica e
para a coloragdo com Hematoxilina e
Eosina (HE) e Alcian Blue (AB),

respectivamente.

Selegdo das laminas

Para a sclegdo dos cortes, as laminas foram

examinadas em microscopio de luz
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(Olympus AX70, Olympus America
Inc.,NY, USA) com objetiva Olympus
UPlan FI 20x/0.50. Os cortes selecionados
foram analisados e fotografados com a
camera AxioCam ERc5s (Carl Zeiss
Vision GmbH, Alemanha) e o programa
AxioVision Release 4.8.2 (Carl Zeiss
Vision GmbH, Alemanha) e salvas nos

formatos TIF e ZIV para posterior analise.

Analise histomorfométrica

As imagens adquiridas para avaliacdo da
area Ossea formada e reabsorvida foram
devidamente identificadas e armazenadas
em disco rigido para posterior avaliagdo.
Analise histomorfométrica foi realizada a
partir das imagens adquiridas com o
auxilio de wum computador ¢ foi
quantificada a area de aposicdo e
reabsor¢do Ossea em um2 de superficie na
cripta alveolar analisada e a presenca de
osteoclastos na superficie 6ssea coronal em

processo de reabsorcao.

A andlise da quantificacdo de mastocitos
foi realizada por meio de uma varredura de
toda superficie tecidual da lamina propria
do primeiro molar superior dos animais em

estudo.

Foram capturadas imagens digitais também
dos cortes processados pela técnica imuno-

histoquimica.



Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram
realizadas usando o software GraphPad e
foram considerados como significativos os
resultados com o p<0,05. Os dados
referentes a avaliagdo de reabsor¢ao ¢
aposicao Ossea foram submetidos ao teste t

ndo paramétrico.

Para a andlise de mastocitos as andlises
estatisticas foram realizadas usando o
software ~ GraphPad, Teste ANOVA
"Kruskal-Wallis".

51

RESULTADOS

Nos animais de 04 dias ja € possivel ver o
inicio da formag¢do da coroa, com
deposicao dos seus tecidos mineralizados
(Figura 01-A). Nos animais de 17 dias
(Figura 01-B) foi possivel observar
clinicamente o inicio da erupcdo dos
primeiros molares superiores. A mucosa na
regido desses dentes apresentou-se
parcialmente irrompida permitindo a

exposicdo de algumas cuspides dentarias

na cavidade da boca.
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Figura 01- Analise clinica e histologica. A: Dente em formagdo envolto pela cripta dssea na idade de 04 dias. Hematoxilina e Eosina. B:

Incisivos centrais superiores presentes na cavidade da boca (seta). Possivel observar a presenca de molares, os quais se encontram

parcialmente erupcionados, com inicio da exposi¢@o de ctispides na cavidade da boca (cabeca de seta). C: Ruptura de tecido conjuntivo e

epitélio pelas cuspides do dente (cabeca de seta). Hematoxilina e Eosina. Escala de 200 micrémetros. D: Area de reabsorgio da superficie

ossea na parte coronal. E: Quantidade de osteoclastos visualizados na superficie 0ssea coronal. F: Progressdo de aposi¢do de area de

superficie 6ssea na regido basal.



Histologicamente (Figura 01-C) observa-se
que a coroa estd totalmente formada, os
remanescentes da lamina propria sdo
observados somente entre uma cuspide e
outra, pois sobre estas, esse tecido foi
degradado por ocasido da penetracdo na
mucosa do dente em erupgdo. O epitélio
apresenta-se mais espesso em algumas
regides devido a fusdo do epitélio reduzido

do esmalte com o epitélio oral.

A andlise histolégica demonstra um
aumento na  secre¢do de  tecido
mineralizado (dentina e esmalte) com o
passar dos dias, assim como a redugao na
espessura da lamina propria. A diminuigao
da quantidade de osso interposto entre o
germe dentdrio e a mucosa oral foi
constatada pela andlise histomorfométrica
(Figura 01-D). A partir dos 02 ¢ 04 dias ha
uma quantidade substancial de osso, que
foi formado para a acomodagdo do dente
em formagdo. FEssa formacdo Odssea
progride até os 06 dias, a partir dos quais €
possivel observar o inicio da reabsorcao
Ossea garantindo o progresso no Processo
eruptivo. Na transi¢do entre 11 e 14 dias,
podemos observar grande diminui¢ao
ossea, caracteristica dessa idade devido a
alta atividade osteocléstica. Na idade de 17
dias observa-se total reabsor¢do do 0sso

coronal.
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Visto que essa reabsor¢do ¢ devida a
atividade dos osteoclastos, quantificamos o
nimero desses células ao longo do
processo eruptivo. A analise morfométrica
quantificou a presenca dos osteoclastos
(Figura 01-E) sobre a superficie Ossea
localizada coronalmente ao germe dentario
do primeiro molar superior direito. Foi
observada uma alta concentracdo de
osteoclastos, que progressivmente foi
diminuindo a medida em que o osso foi
reabsorvido. Essa redu¢do na contagem de
osteoclastos mostrou ser significativa (p <

0,05), segundo dados da tabela abaixo.

2 dias 06 dias
06 dias 0,0474 -
09 dias 0,0369 -
11 dias 0,0200 0,0299
14 dias 0,0202 0,0389

Tabela 01- Analise estatistica da quantificagdo de osteoclastos.

Com o objetivo de avaliar o progresso da
deposicdo oOssea na base da cripta
alveolarao longo do processo eruptivo,
mensurou-se a area de aposicdo de tecido
0sseo na regido basal da cripta 6ssea do

germe dentario do primeiro molar superior



direito. Foi observado um aumento de area
ao longo do processo, porém observou-se
uma estabilizagdo na aposicdo de tecido
0sseo nas idades de 06, 09 e 11 dias. Essa
progressao (Figura 01-F) mostrou ter
relevancia estatistica (p < 0,05) quando

comparadas as idades.

Com o objetivo de determinar a frequéncia

dos mastdcitos na lamina prépria ao longo
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do processo eruptivo, realizamos uma
coloracdo com alcian blue (Figura 02), que
demonstrou um aumento na presenca de
mastocitos na lamina propria com o
avancar da idade dos animais, com pico
aos 09 dias e uma queda subsequente. A
analise estatistica utilizada foi o Teste
ANOVA "Kruskal-Wallis". O valor de p
encontrado foi p<0,0001.

R o)
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-
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Figura 02- Mastécitos estdo presentes em grande nimero na limina propria de animais de 09 dias. A-B: Visualizagdo dos mastocitos

na lamina propria durante o processo eruptivo com maior atividade na idade de 09 dias. A: Mastdcito (apontado pela seta) na lamina propria

evidenciado pela coloragdo com Alcian Blue.. Escala de 10 micrometros. Aumento de 40x. B: Mastocitos evidenciados pela técnica de

coloragdo Alcian Blue. Escala de 05 micrometros. Aumento de 100x. C: Quantificacdo de mastdcitos na lamina propria ao longo do processo

eruptivo mostra uma quantidade acentuada de mastdcitos na lamina propria de ratos de 09 dias..



Uma vez que a reabsor¢do do tecido dsseo
interposto entre germe dentario e mucosa
oral e a degradacdo da lamina propria sdo
etapas essenciais para a progressdo da
erupcdo dentdria, e a literatura aponta a
atividade de MMP-9 como determinante
nesse processo, analisamos a expressao
dessa molécula durante o movimento

eruptivo de molares de rato.

Na matriz extracelular do reticulo estrelado
(Figura 03-A e B) foi possivel observar a
expressao de MMP-9 em alguns pontos aos
04 dias, tornando-se mais evidente aos 06
dias. Aos 09 e 11 dias a marcagao
intensificou-se e aos 14 e 16 dias ndo mais
observamos reticulo estrelado devido a sua

involugao.

Na parte Ossea coronal da cripta Ossea
(Figura 03-C) observa-se a expressdo mais
discreta nos animais de 04 e 06 dias sendo
possivel observar a marcagdo em
osteocitos (Figura 03-D) e osteoclatos
(Figura 03-G), tornando-se mais evidente a

partir dos 09 dias. Aos 16 dias de idade
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observa-se pouco tecido dsseo, mas este
ainda apresenta expressio de MMP-9. A
Figura 03-H mostra a quantificacdo dos
osteoclastos imunomarcados sobre a
superficie dssea e revela a diminuig¢do das
células ao longo do processo eruptivo. Essa
reducdo na contagem de osteoclastos

mostrou ser significativa (p < 0,05).

Na lamina propria (Figura 03-E) dos
animais de 04 dias foi observada pouca
expressao, apenas em pontos isolados e em
vasos neste tecido, sendo esta marcagao
semelhante a apresentada aos 06 dias. Aos
09 dias observou-se uma maior expressao
no tecido, em mastocitos (Figura 03-F) e
em vasos, se comparado as idades
anteriores. Com 11 dias o tecido
conjuntivo mostra expressaio de MMP-9
mais evidente, principalmente nas regides
entre cuspides. Aos 14 dias ja observamos
epitélio reduzido do esmalte e o tecido
conjuntivo assemelha-se as caracteristicas
observadas nos animais de 11 dias. E na
idade de 16 dias as caracteristicas de 14

dias sdo mantidas.
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Figura 03- Expressio de MMP-9 no germe dentario e tecidos circunjacentes. A: Reticulo estrelado aos 04 dias. B: Maior aumento do
reticulo estrelado onde pode-se observar a marcagdo das células do tecido. C: Tecido dsseo aos 06 dias. D: Maior aumento do tecido 6sseo
evidenciando a marcag@o em ostedcitos apontado pela seta. E: Tecido conjuntivo aos 09 dias. F: Maior aumento do tecido conjuntivo (lamina
propria) mostrando a marcagdo em mastocito apontado pela. G Maior aumento do tecido 6sseo coronal mostrando marcacdo em osteoclasto.

H: Quantificagdo de osteoclastos imunomarcados. Imuno-histoquimica. . Escala de 10 e 05 micrometros.



DISCUSSAO

A erupgdo dentdria requer uma intensa
remodelagdo ossea da cripta que envolve o
germe dentario em formagdo. Trata-se de
um processo complexo que envolve uma
séric de alteragdes microscopicas que se

refletem no aspecto da mucosa oral.

Concordando com o trabalho de Wise,
Yao, Henk, de 2007(5), neste estudo foi
possivel observar ativa reabsor¢do 6ssea na
parte coronal para o estabelecimento da via
eruptiva, além de aposicdo Ossea na base
do dente em formagdo, possibilitando o
crescimento ¢ acomodacdo do germe
dentario. Os resultados demonstram que ja
no 9° dia de vida, a reabsor¢do Ossea
comegou a ficar mais evidente na regido
sobre as cuspides dentdrias, reduzindo a
quantidade de osso interposto entre o
germe dentdrio e a mucosa oral. Essa
reabsor¢do foi ainda mais evidente no 14°
dia, sendo esses resultados semelhantes aos
encontrados em estudos de Symons em
2003, Bradaschia-Correa, Massa, Arana-
Chaves em 2007 e Cerri e colaboradores
em 2010 (6,7,8).

Os resultados ainda demostraram que a
lamina  propria  sofreu  alteragdes
estruturais, tendo sido possivel observar
numerosos mastocitos ao longo do
processo  eruptivo, ¢ a  andlise

histomorfométrica realizada revelou o

aumento no numero dessas células até a
idade de 09 dias, quando ocorreu um pico
numérico, ¢ uma queda subsequente deste
nimero nas idades seguintes. O
estreitamento  do  tecido  conjuntivo
interposto entre o epitélio oral ¢ o osso
alveolar foi observado nesse estudo a partir
do 6° dia e tém-se sugerido ser decorrente
da degradacdo da matriz induzida por
MMP-9 (8). A expressdo dessa enzima
pelos mastocitos sinaliza a importancia
dessas células para deflagrar os processos
que culminam na remoc¢do da lamina
prépria na via eruptiva. A consequente
aproximagdo e fusdo do epitélio reduzido
do esmalte com o epitélio oral foram
registradas nesse e em outros estudos,
formando o canal epitelial pelo qual o

dente emerge na cavidade oral (8).

Dada a necessidade de reabsor¢do 6ssea na
parte superior ao germe dentdrio para
possibilitar a erupcdo dentdria, ¢
fundamental a agdo dos osteoclastos (9).
Os resultados da nossa  andlise
histomorfométrica demonstram claramente
um elevado nimero dessas células, que
gradativamente vai sendo reduzido ao
longo do processo eruptivo, a medida em
que o osso coronal vai sendo reabsorvido.
Essa diminui¢do é natural e foi observada
em outros trabalhos que avaliaram o
processo de erupgdo dentaria em molares

de ratos (8).



Com relag¢do a aposicdo Ossea na base do
alvéolo, os resultados foram semelhantes
aos observados em outros estudos (4,9,10).
Estudos de Wise, Yao e Henk em 2007 (5)
afirmaram que o crescimento de tecido
0sseo na base da cripta alveolar se inicia
por volta do 3° dia de idade e termina por
volta do 18° dia de vida, quando o dente
emerge na cavidade oral, sendo de
magnitude suficiente para mover o dente
para a cavidade oral durante a fase intra-
O0ssea. A andlise histomorfométrica
realizada revelou o aumento na éarea de
tecido 6sseo na parte basal do dente com o
passar das idades. Entre 02, 04 e 06 dias
esse aumento na espessura do 0sso na parte
basal fica evidente. Porém entre o 9° e 11°
dias ndo foi observado o aumento na area
Ossea ¢ a mesma apresentou novo aumento
no 14° ¢ 17° dias concordando com o
trabalho de Wise, Yao, e Henk de 2007 (5)
que apresentou resultados semelhantes.
Em estudo anterior de Wise, em 2009, (10)
esta estabilizagdo do processo de aposi¢ao
Ossea na parte basal foi explicada pela
diminui¢do temporaria da expressdo do
gene BMP-2 no foliculo dentario durante
os dias 05 e 07 corroborando assim com 0s
estudos de Marks e Cahill em 1987 (11)
que demonstraram que a remog¢do da
metade basal do foliculo de pré-molares de
caes antes do inicio da erupg¢do inibiu tanto
a formacdo de osso na regido basal quanto

a erupcao dos dentes.

De acordo com estudos de Wise em 2009
(10) observa-se um pico de
osteoclastogénese aos 10 dias de idade,
fato este que pode estar diretamente ligado
ao elevado niimero de mastdcitos no 9° dia
observado em nosso estudo, levando-nos a
sugerir que mastocitos podem estar ainda
atuando no recrutamento dos precursores

de osteoclastos.

Segundo Cerri e colaboradores em 2010
(8) nos ratos de 09 a 11 dias de idade, os
germes dentarios estdo em ativo processo
de erupcao devido a intensa reabsor¢do do
0sso ¢ degradacdo do tecido conjuntivo da
lamina propria que reveste a parte coronal.
Em nosso estudo, nos ratos de 09 dias de
idade a 1amina prépria continha mastdcitos
em namero significativamente maior se
comparados a todas as outras idades,
sugerindo que mastocitos podem ndo
apenas estar envolvidos na degradac¢do do
tecido conjuntivo da lamina propria, mas
também estar envolvidos indiretamente na

reabsor¢ao Ossea.

Estudos tém demonstrado o importante
papel das MMPs na degradagdo de
componentes extracelulares durante a
manuten¢do e remodelacdo tecidual. Ao
analisarmos a expressio de MMP-9 ao
longo do processo eruptivo, foi observada
imunomarcag¢do positiva em  diversos
pontos do germe dentdrio, como nas

células do reticulo estrelado, € em tecidos



circunjacentes. Nas idades de 9 e 11 dias a
imunomarcagdo foi observada em células
ocasionais da lamina prépria, além disso,
uma  evidente  imunomarca¢do  de
osteoblastos e osteocitos foi observada na
parte coronal ao germe dentdrio, dados
estes também encontrados em pesquisa
realizada por Cerri e colaboradores em
2010 (8). Semelhante a achados de outros
estudos, nossos resultados mostram
mastocitos expressando MMP-9 na lamina
propria em diferentes estagios da erupcao
dentaria. Dessa forma, esses achados
constituem um forte indicativo de que
MMP-9  participa no processo de
degradacao dos componentes
extracelulares da lamina préopria durante a

erupcdo dentdria, tendo os mastocitos um

papel relevante nesse processo.

Em conclusdo os resultados indicam que, a
medida que o processo eruptivo avanga, a
superficie dssea sobre o germe dentério vai
sendo reabsorvida, sendo esse processo
mediado por osteoclastos. Estes, por sua
vez, tendem a reduzir em numero,
acompanhando a redugdo da 4rea Ossea
disponivel. Em concomitancia, a area de
superficie 0ssea na base da cripta alveolar
vai sendo formada sugerindo que a forga
motriz da fase intra-6ssea de erupgdo
dentéria se da pela formagao ¢ssea na base

da cripta alveolar.

Mastocitos imunomarcados por MMP-9
estdo presentes na lamina propria da via
eruptiva em molares de ratos, sugerindo
um papel dessas células na degradag¢ao do
tecido conjuntivo. O maior nimero de
mastocitos aos 09 dias, época apontada na
literatura como pico de osteoclastogénese,
sugere uma participagdo pardcrina de
mastdcitos no recrutamento dos
precursores de osteoclastos, necessarios

para a reabsorcdo Ossea e progressdo do

processo eruptivo.

RESUMO

A formacgao dos dentes ¢ resultado de uma
complexa intera¢do entre o epitélio bucal e
do ectomesénquima subjacente. Com o
desenvolvimentos destes elementos ocorre
ossificacdo e remodelagdo do tecido Osseo,
entdo eles acabam rodeados por uma cripta
ossea. O objetivo deste estudo foi realizar
uma analise da remodelacdao do tecido e
expressao de MMP-9 em todo o processo
eruptivo em molares de ratos. Para este
estudo, uma analise histomorfométrica foi
conduzida com a medi¢do de area de
superficie do osso no basal e apical da
cripta Ossea, a quantificagdo  dos
osteoclastos e mastdcitos e a expressao de
MMP-9 no germe dentdrio e tecidos
circundantes . Os resultados demonstraram

uma reducdo de 4area de osso na parte



apical da cripta ossea devido a atividade
osteoclastica, acompanhada por uma
diminui¢do no numero destas células
conforme o osso foi reabsorvido.
Simultaneamente, houve um aumento
progressivo na area de osso na base da
cripta  0ssea. Elevado numero de
mastocitos foram quantificados na lamina
propria nos ratos de 09 dias de idade, e
estas  células  mostraram  expressao
citoplasmatica de MMP-9, sugerindo um
possivel  papel destas células no
recrutamento de  precursores de
osteoclastos, cuja pico de atividade na
mesma idade. O mesmo padrio de
expressao foi também observada em
osteoclastos, osteoblastos e os ostedcitos,
que sugere uma a¢do combinada de células
Osseas ¢ mastocitos nos eventos celulares

que resultam na remodelacdo de tecidos

durante o processo eruptivo.
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Submeter o manuscrito em Word e em PDF, composto pela pagina de rosto, texto,
tabelas, legendas das figuras e figuras (fotografias, micrografias, desenhos

esquematicos, graficos e imagens geradas em computador, etc).

O manuscrito deve ser digitado usando fonte Times New Roman 12, espaco
entrelinhas de 1,5 e margens de 2,5 cm em todos os lados. NAO UTILIZAR negrito,

marcas d'agua ou outros recursos para tornar o texto visualmente atrativo.
As paginas devem ser numeradas sequencialmente, comegando no Summary.

Trabalhos completos devem estar divididos sequencialmente conforme os itens

abaixo:

—

. Pagina de Rosto

N

. Summary e Key Words

w

. Introducao, Material e Métodos, Resultados e Discusséao

4. Resumo em Portugués (obrigatério apenas para os autores nacionais)

(@)

. Agradecimentos (se houver)
6. Referéncias

7. Tabelas

oo

. Legendas das figuras

[(e]

. Figuras

Todos os titulos dos capitulos (Introdugcdo, Material e Métodos, etc) em letras

maiusculas e sem negrito.



Resultados e Discussdo NAO podem ser apresentados conjuntamente.
Comunicagoes rapidas e relatos de casos devem ser divididos em itens apropriados.

Produtos, equipamentos e materiais: na primeira citacdo mencionar o nome do
fabricante e o local de fabricagdo completo (cidade, estado e pais). Nas demais

citacdes, incluir apenas o nome do fabricante.

Todas as abreviacbes devem ter sua descricdo por extenso, entre parénteses, na

primeira vez em que sdo mencionadas.

PAGINA DE ROSTO

A primeira pagina deve conter: titulo do trabalho, titulo resumido (short title) com no
maximo 40 caracteres, nome dos autores (maximo 6), Departamento, Faculdade
elou Universidade/Instituicdo a que pertencem (incluindo cidade, estado e pais).
NAO INCLUIR titulagdo (DDS, MSc, PhD etc) e/ou cargos dos autores (Professor,

Aluno de Po6s-Graduagao, etc).

Incluir o nome e enderego completo do autor para correspondéncia (informar e-mail,

telefone e fax).
A pagina de rosto deve ser incluida em arquivo separado do manuscrito.

MANUSCRITO

O manuscrito deve conter:

A primeira pagina do manuscrito deve conter: titulo do trabalho, titulo resumido

(short title) com no maximo 40 caracteres, sem o nome dos autores.
SUMMARY

A segunda pagina deve conter o Summary (resumo em Inglés; maximo 250
palavras), em redagdo continua, descrevendo o objetivo, material e métodos,

resultados e conclusdes. Nao dividir em tépicos e nao citar referéncias.

Abaixo do Summary deve ser incluida uma lista de Key Words (5 no maximo), em

letras minusculas, separadas por virgulas.



INTRODUCAO

Breve descricdo dos objetivos do estudo, apresentando somente as referéncias
pertinentes. Nao deve ser feita uma extensa revisdo da literatura existente. As

hipéteses do trabalho devem ser claramente apresentadas.

MATERIAL E METODOS

A metodologia, bem como os materiais, técnicas e equipamentos utilizados devem
ser apresentados de forma detalhada. Indicar os testes estatisticos utilizados neste

capitulo.

RESULTADOS

Apresentar os resultados em uma sequéncia légica no texto, tabelas e figuras,

enfatizando as informagdes importantes.

Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto.

Tabelas e figuras devem trazer informagdes distintas ou complementares entre si.
Os dados estatisticos devem ser descritos neste capitulo.

DISCUSSAO

Resumir os fatos encontrados sem repetir em detalhes os dados fornecidos nos

Resultados.

Comparar as observagbes do trabalho com as de outros estudos relevantes,
indicando as implicagdes dos achados e suas limitacbes. Citar outros estudos

pertinentes.

Apresentar as conclusdes no final deste capitulo. Preferencialmente, as conclusdes

devem ser dispostas de forma corrida, isto €, evitar cita-las em topicos.
RESUMO (em Portugués) - Somente para autores nacionais

O resumo em Portugués deve ser IDENTICO ao resumo em Inglés (Summary).
OBS: NAO COLOCAR titulo e palavras-chave em Portugués.
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O Apoio financeiro de agéncias governamentais deve ser mencionado.
Agradecimentos a auxilio técnico e assisténcia de colaboradores podem ser feitos

neste capitulo.

REFERENCIAS

As referéncias devem ser apresentadas de acordo com o estilo do Brazilian Dental
Journal. E recomendado aos autores consultar nimeros recentes do BDJ para se

familiarizar com a forma de citacao das referéncias.

As referéncias devem ser numeradas por ordem de aparecimento no texto e citadas
entre parénteses, sem espago entre os nameros: (1), (3,5,8), (10-15). NAO USAR
SOBRESCRITO.

Para artigos com dois autores deve-se citar os dois nomes sempre que o artigo for
referido. Ex: "According to Santos and Silva (1)...". Para artigos com trés ou mais
autores, citar apenas o primeiro autor, seguido de "et al.". Ex: "Pécora et al. (2)

reported that..."

Na lista de referéncias, os homes de TODOS OS AUTORES de cada artigo devem
ser relacionados. Para trabalhos com 7 ou mais autores, os 6 primeiros autores

devem ser listados seguido de "et al."

A lista de referéncias deve ser digitada no final do manuscrito, em sequéncia
numérica. Citar NO MAXIMO 25 referéncias.

A citacao de abstracts e livros, bem como de artigos publicados em revistas nao
indexadas deve ser evitada, a menos que seja absolutamente necessario. Nao citar

referéncias em Portugués.

Os titulos dos periddicos devem estar abreviados de acordo com o Dental Index. O

estilo e pontuagao das referéncias devem seguir o formato indicado abaixo:



Periddico

1. Lea SC, Landini G, Walmsley AD. A novel method for the evaluation of powered
toothbrush oscillation characteristics. Am J Dent 2004;17:307-309.

Livro

2. Shafer WG, Hine MK, Levy BM. A textbook of oral pathology. 4th ed. Philadelphia:
WB Saunders; 1983.

Capitulo de Livro

3. Walton RE, Rotstein |. Bleaching discolored teeth: internal and external. In:
Principles and Practice of Endodontics. Walton RE (Editor). 2nd ed. Philadelphia: WB
Saunders; 1996. p 385-400.

TABELAS

As tabelas com seus respectivos titulos devem ser inseridas apdés o texto,
numeradas com algarismos arabicos; NAO UTILIZAR linhas verticais, negrito e letras

maiusculas (exceto as iniciais).
O titulo de cada tabela deve ser colocado na parte superior.

Cada tabela deve conter toda a informacdo necessaria, de modo a ser

compreendida independentemente do texto.
FIGURAS

NAO SERAO ACEITAS FIGURAS INSERIDAS EM ARQUIVOS ORIGINADOS EM
EDITORES DE TEXTO COMO O WORD E NEM FIGURAS EM POWER POINT;

Os arquivos digitais das imagens devem ser gerados em Photoshop, Corel ou outro
software similar, com extensao TIFF e resolu¢do minima de 300 dpi. Apenas figuras
em PRETO E BRANCO séo publicadas. Salvar as figuras no CD-ROM.

Letras e marcas de identificacdo devem ser claras e definidas. Areas criticas de

radiografias e fotomicrografias devem estar isoladas e/ou demarcadas.



Partes separadas de uma mesma figura devem ser legendadas com letras
maiusculas (A, B, C, etc). Figuras simples e pranchas de figuras devem ter largura

minima de 8 cm e 16 cm, respectivamente.

As legendas das figuras devem ser numeradas com algarismos arabicos e
apresentadas em uma pagina separada, apos a lista de referéncias (ou apds as
tabelas, quando houver).

Envio de manuscritos

CHECAR OS ITENS ABAIXO ANTES DE ENVIAR O MANUSCRITO A REVISTA
1. Carta de submissao.

2.Pagina de rosto.

3. Manuscrito (incluindo tabelas e legendas).

4. No manuscrito, observar:

- identificacdo dos autores somente na pagina de rosto.

- texto digitado em fonte Times New Roman 12, espago entrelinhas de 1,5 e margem

de 2,5 cm em todos os lados.
- tabelas, legendas e figuras ao final do texto.

5. Os arquivos digitais as figuras em preto e branco, salvas em TIFF, com resolugao
minima de 300 dpi.
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