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6 RESULTADOS

6.1 Dosagem hormonal

A dosagem do teor de 17  estradiol no sangue dos animais tratados com estrégeno
revelou aumento significativo da concentracdo plasmatica do horménio, em ambas
as doses e idades, quando comparados com o grupo controle e o grupo sham.
Animais do grupo controle e do grupo sham também apresentaram indices

hormonais, embora com menor expresséao (grafico 1).

6.2 Anélise morfologica

A andlise morfolégica das laminas mostra que ndo ha diferencas no grau de
desenvolvimento do elemento dentario entre 0os animais dos grupos tratados com
estrogeno e os animais do grupo controle dentro da mesma idade analisada (Figura
6). Comparando o grau de desenvolvimento dentario entre as diferentes idades, a
analise revelou poucas alteracGes entre as idades de 09 e 11 dias em todos os

grupos estudados.

Nos animais de 09 dias de idade, nado tratados e tratados com estrégeno, o elemento
dentario se apresenta em adiantado estagio de desenvolvimento, com os tecidos
mineralizados, esmalte e dentina, ja depositados. Ainda é possivel observar uma
pequena porcdo do reticulo estrelado, principalmente entre as cuspides, além do
foliculo dental, uma faixa de tecido conjuntivo frouxo separando o tecido 0sseo
circunjacente do elemento dentario em desenvolvimento. Os ameloblastos, também
ainda visiveis, apresentam-se polarizados na porcdo mais cervical das cuspides,
indicando a deposicdo de esmalte, e nas demais regides, ja com tamanho reduzido,
demonstrando a diminuic&o da atividade secretora. E possivel observar uma faixa de
tecido 6sseo na regido oclusal, sobre as cuspides que, em alguns pontos, ja aparece
parcialmente reabsorvida, e na regido basal do elemento, que esta sendo
continuamente depositada (figura 6). Uma analise do tecido conjuntivo interposto
entre a superficie 0ssea e 0 epitélio oral revela uma pequena espessura do

conjuntivo, caracterizando sua involugéo durante o processo eruptivo (figura 7).
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GRAFICO 1 - CONCENTRACAO PLASMATICA DE 17 B ESTRADIOL NA CIRCULACAO
SANGUINEA DOS ANIMAIS: concentracdo plasmatica de estradiol de 9.3+3.2 pg/ml para o grupo
controle, 110.8+14.5 pg/ml para o grupo sham, 2448.2+90.6 pg/ml para o grupo tratado com
estrogeno na dose de 62,5ug/100g e 4451.0+134.8 pg/ml para animais do grupo tratado com a dose
de 125ug/100g de estrogeno em animais com 09 dias de idade. Para os animais com 11 dias de
idade os valores encontrados foram, respectivamente, 9.5+3.5 pg/ml, 105.0£16.5 pg/ml, 2414.7+119.5
pg/ml, 4384.0+£181.6 pg/ml. *** p< 0,05.
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FIGURA 6 — Anélise histologica da progressao do processo eruptivo. A, B, C, G, H, |: Observa-
se 0 elemento dentario em adiantado estagio de desenvolvimento, ameloblastos, foliculo dentario,
reticulo estrelado e osso, que em alguns pontos ja aparece parcialmente reabsorvido (estrela).
Coloracdo Hematoxilina e Eosina, barra de escala 100 um. Em D, E, F, J, K, L as mesmas estruturas
em maior aumento. Coloragdo Hematoxilina e Eosina, barra de escala 50um. e (esmalte); d (dentina);
a (ameloblastos); fd (foliculo dentério); re (reticulo estrelado); o (0sso0); eo (epitélio oral).
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FIGURA 7 — Tecido conjuntivo interposto entre a superficie 6ssea e o epitélio oral. Observa-se
pequena espessura do tecido conjuntivo (tc) entre a superficie 6ssea remanescente (0) e epitélio oral
(eo). Em alguns pontos (estrela) apenas tecido conjuntivo esta presente entre o elemento dentéario e o
epitélio oral. A, B, C, G, H, I. Coloracao Tricrdmio de Mallory, barra de escala 100 um. Em D, E, F, J,
K, L as mesmas estruturas em maior aumento. Coloragdo Tricrdmio de Mallory, barra de escala
20pm.
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As caracteristicas morfologicas do elemento dentario nos animais de 11 dias de
idade, em ambos 0s grupos, permanecem praticamente inalteradas se comparadas
aos animais de 09 dias de idade. O elemento dentario apresenta aspecto
morfolégico semelhante ao relatado anteriormente. Contudo, uma caracteristica
antes ndo observada é a mineralizacdo do esmalte nas pontas de cuspides. Nessa
regido o esmalte apresenta-se maduro e, portanto, com alto conteido mineral, o que
leva a sua perda durante o processamento histolégico. Consequentemente, nessas
regibes observa-se apenas 0 espago branco, correspondente ao espago

previamente ocupado pelo esmalte (figuras 6 e 7).

6.3 Quantificacdo de osteoclastos

A andlise histologica revelou a presenca da superficie 6ssea remanescente
interposta entre 0 germe dentario e a mucosa oral em todos 0s grupos estudados

nas idades de 09 dias e 11 dias, como pode ser observado na figura 8.

Foram observados, ainda, células multinucleadas apoiadas sobre a superficie 6ssea,
osteoclastos, em todos os grupos nas idades de 09 dias e 11 dias. Ndo foram
observadas diferencas na morfologia celular dos osteoclastos nos diferentes grupos.
Cortes corados com hematoxilina e eosina exibiram células grandes, multinucleadas
e com presenca de vacuolos seguindo 0 mesmo padrdo no grupo controle, no grupo

sham e nos grupos tratados com estrogeno, em ambas as doses (figura 9).

A andlise quantitativa do numero de osteoclastos mostrou uma aparente reducao
nos grupos tratados com estrogeno quando comparados com o grupo controle e o
grupo sham nas idades de 09 dias (Gréfico 2) e 11 dias (Grafico 3). Entretanto, o
tratamento estatistico dos dados pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney néo
revelou reducgdo estatisticamente significativa (p < 0,05) no nimero de osteoclastos

entre 0s grupos.
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FIGURA 8 - Superficie éssea interposta entre o germe dentario e a mucosa oral. Observa-se o
tecido 6sseo (setas) interposto entre 0 germe dentario e a mucosa oral apresentando o mesmo
aspecto em todos os grupos de estudo, com a presenca de osteoblastos e osteoclastos apoiados
sobre a superficie e ostedcitos incorporados a matriz 6ssea. Coloracdo Hematoxilina e Eosina. Barra

de escala 10 um.
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FIGURA 9 — Osteoclastos apoiados sobre a superficie 6ssea interposta entre o germe dentério
e a mucosa oral. Observar osteoclastos (setas) do grupo sham (A) e dos grupos tratados com
estrégeno (B e C). Coloracdo Hematoxilina e Eosina. Barra de escala S5um.
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GRAFICO 2 — QUANTIFICACAO DE OSTEOCLASTOS EM ANIMAIS COM 09 DIAS DE IDADE:
Valores de 29,33 + 4,61 osteoclastos para o grupo controle, 27,33 + 6,65 para o grupo sham, 26,66 +
5,03 para dose 1 (62,5ug/100g) e de 21,33 + 8,14 para dose 2 (125ug/100g). Valores referentes as
médias e ao desvio padréo. Os valores de p foram > 0,05.
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GRAFICO 3 — QUANTIFICACAO DE OSTEOCLASTOS EM ANIMAIS COM 11 DIAS DE IDADE:
Valores de 28 + 7 para o grupo controle, 27,66 +4,50 para o grupo sham, 21,33 +7,23 para 0s animais
tratados com a dose 1 e 20,33 + 7,76 para dose 2. Valores referentes as médias e ao desvio padréo.
Os valores de p foram > 0,05.
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6.4 Anélise imuno-histoquimica

Andlise qualitativa de laminas processadas pela técnica imuno-histoquimica revelou
a presenca de osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos marcados para o receptor o
de estrogeno em animais do grupo sham e em animais tratados com estrogeno, em
ambas as doses, como pode ser observado nas figuras 10 e 11. As marcacdes
foram observadas no nucleo, no citoplasma e em ambas estruturas
simultaneamente. Marcacdo citoplasmatica associada a marcacdo nuclear foi
observada na maioria dos casos nos trés tipos celulares. Células ndo marcadas

também foram, ocasionalmente, observadas entremeando as células marcadas.

Andlise quantitativa do numero de células marcadas para o receptor de estrégeno
tipo o em osteoclastos revelou um aparente aumento da expressao do receptor em
animais tratados com a dose 01 em comparagdo aos animais do grupo sham,
entretanto, esses valores ndo foram estatisticamente significativos, tanto na idade de
09 dias quanto na idade de 11 dias. Nos animais de 09 dias, quando se compara
animais tratados com a dose 02 com os animais do grupo sham observa-se uma
tendéncia a reducdo nos valores de células marcadas para o receptor do tipo o (p=
0,0556), 0 mesmo pode ser observado quando se compara 0s animais tratados com
a dose 02 com animais tratados com a dose 01 (p= 0,0542), todavia, esses valores
nao foram estatisticamente significativos. Contudo, para a idade de 11 dias, reducao
significativa do numero de células marcadas para o receptor foi observada nos
animais tratados com estrogeno na dose 02 em relagdo aos animais tratados com a
dose 01 (p= 0,0224). Nesta idade, quando se compara animais tratados com a dose
02 e animais do grupo sham, a reducdo ndo se mostrou estatisticamente

significativa. Esses dados podem ser observados nas figuras 10 e 11.

Em relacdo a expressdo do receptor o em osteoblastos foi possivel observar um
pequeno aumento na marcagao em animais tratados em comparacao com o animal
do grupo sham em ambas as idades, todavia, esse aumento nao foi estatisticamente

significativo (figuras 10 e 11).
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FIGURA 10: Imuno-histoquimica para o receptor a de estrogeno em células 6sseas em animais
com 09 dias de idade. A-C - As fotomicrografias das laminas processadas mostram osteoblastos
(ob), osteoclastos (oc) e ostedcitos (ot) na superficie 6ssea oclusal a ser reabsorvida. Observe os
diferentes tipos de marcacao: nuclear, citoplasmatica e ambas. Barra de escala: 5um. D — (Gréfico 4)
Quantificacdo da expresséo do receptor o de estrégeno em osteoclastos em aninais com 09 dias de
idade: Valores de 0.54 £ 0.10 para o grupo sham, 0.71 + 0.14 para os animais tratados com a dose 1
e 0.13 £ 0.0075 para dose 2. Valores referentes as médias e ao desvio padrao. Os valores de p foram
> 0,05. E - (Gréfico 5) Quantificacdo da expressao do receptor a de estrdgeno em osteoblastos em
aninais com 09 dias de idade: Valores de 4.27 + 0.71 para o grupo sham, 5.39 + 0.46 para adose 1 e
5.08 + 0.58 para a dose 2. Valores referentes as médias e ao desvio padrdo. Os valores de p foram >
0,05.
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FIGURA 11: - Imuno-histoquimica para o receptor a de estrogeno em células O6sseas em
animais com 11 dias de idade. A-C - As fotomicrografias das laminas processadas mostram
osteoblastos (ob), osteoclastos (oc) e ostedcitos (ot) na superficie dssea oclusal a ser reabsorvida em
animais com 09 dias. Observe os diferentes tipos de marcacao: nuclear, citoplasmatica e ambas.
Barra de escala: 5um. D - (Gréfico 6) Quantificagdo da expressdo do receptor o de estrégeno em
osteoclastos em aninais com 11 dias de idade: Valores de 0.56 + 0.14 para o grupo sham, 0.78 £ 0.07
para a dose 1 e 0.19 + 0.05 para a dose 2. Valores referentes as médias e ao desvio padrao. * Valor
de p=0,0224. E - (Gréfico 7) Quantificacdo da expressao do receptor o de estrégeno em osteoblastos
em aninais com 11 dias de idade: Valores de 4.45 + 0.56 para o grupo sham, 4.90 + 0.38 para a dose
1 e 495 + 0.66 para a dose 2. Valores referentes as médias e ao desvio padrdo. Os valores de p
foram > 0,05.
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6.5 Exame clinico

Ao exame clinico, a analise intra-oral dos animais de 09 dias de idade injetados com
estrogeno com ambas as doses ndo mostrou variagdes da normalidade quando
comparados com o0s animais de mesma idade nos grupos controle e sham. E
possivel observar, em todos os grupos, o desenvolvimento da mucosa do palato
com a presenca das pregas palatinas transversais, o inicio da erupcéo dos incisivos,
superiores e inferiores, além de uma pequena isquemia na regido dos molares
superiores. Contudo, a erupg¢do dos molares ndo foi observada (dados nao
mostrados).

Também nos animais tratados e sacrificados aos 11 dias de idade, o exame clinico
se mostrou de acordo com os padrdes da normalidade para esta idade. Em todos os
grupos, controle, sham e tratados com estrégeno, foi nitido o crescimento e
desenvolvimento da maxila, o qual pdde ser constatado pelo progresso no
desenvolvimento da mucosa palatina, pela erupcdo dos incisivos superiores e
inferiores e pela presenca de um rebordo alveolar na regido dos molares cada vez
mais evidente e com certo grau de isquemia. A erup¢do dos molares superiores,

entretanto, também néo ocorreu nesta idade (dados ndo mostrados).

Aos 17 dias, os animais do grupo controle apresentaram a maxila bem desenvolvida.
A mucosa do palato apresentou as pregas palatinas transversais bem mais
evidentes, assim como o0s incisivos. Nesta idade é possivel observar a erupcao,
ainda que parcial, dos molares superiores, dada pela exposi¢cao de suas cuspides no
meio oral. Nos animais tratados com estrogeno o desenvolvimento da maxila e a

erupcdo dos molares seguiu 0 mesmo padrao para esta idade (Figura 12 A-C).

Os dados clinicos sao confirmados histologicamente. Aos 17 dias o aspecto
morfologico do elemento dentario apresenta profundas alteracbes quando
comparados aos animais das outras idades. O aspecto dentro da mesma idade nos
diferentes grupos, contudo, permanece inalterado. Nessa idade foliculo dental e
ameloblastos em palicada ndo sdo mais observados e as camadas constituintes do
orgao do esmalte (epitélio externo, epitélio interno e reticulo estrelado), em alguns
pontos, ja reduziram para formar o epitélio reduzido do esmalte. Dentina e esmalte
estdo completamente formados e mineralizados sendo que o que € visto deste

altimo é o espaco negativo. O tecido 6sseo da regido oclusal foi totalmente
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reabsorvido e as cuspides j& iniciaram o rompimento do epitélio oral caracterizando
a erupcdo dentaria. Na regido basal, além da continuidade da formag&o de tecido

0sseo, € possivel observar o inicio do desenvolvimento radicular (Figura 12 D-F).
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FIGURA 12 — Andlise clinica e histolégica do processo eruptivo observado em animais de 17
dias. A-C — Andlise clinica: observa-se o desenvolvimento da mucosa palatina, dos incisivos e o
processo de erupgdo dos molares. Aos 17 dias € possivel observar a presenca dos molares
superiores (setas) na cavidade oral, tanto no animal do grupo controle (A) quanto nos animais
tratados com estrégeno (B e C), todos seguindo o mesmo padrao de desenvolvimento. D-F - Andlise
histoldgica: constata-se histologicamente a erupcao dentaria com as cuspides rompendo o epitélio
oral (cabecas das setas) e inicio da formacao radicular (setas).



58

7 DISCUSSAO

A erupcdo dentaria € o processo através do qual o elemento dentario atravessa
barreiras teciduais e emerge na cavidade oral (NANCI, 2008). Ao longo desse
processo o0 germe dentario sofre uma movimentacdo intra-6ssea, mais lenta,
mediada pela reabsoracdo do tecido 6sseo pelos osteoclastos e uma movimentacao
extra-0ssea, mais rapida, visto que depende apenas da degradacdo do tecido
conjuntivo da mucosa oral e fusdo ao epitélio oral (FERRARIS; MUNOZ, 2006;
CERRI et al., 2010). Visto que a reabsorcdo do tecido 6ésseo interposto entre o
germe dentario e a mucosa oral consiste de uma etapa essencial no
desenvolvimento desse processo, espera-se que a interferéncia na atividade das
células osteoclasticas possa impactar o movimento eruptivo. Dentre os fatores que
vem sendo estudados pela sua capacidade de interferir na acao dessas células esta
0 estrogeno, um hormonio cuja administragdo promove a reducdo do numero de
osteoclastos, seja por inibir sua formacdo e/ou induzir a apoptose dessas células
(VAANANEM, 2005; FALONI; CERRI, 2007). Dessa forma, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar os efeitos do estrégeno sobre o processo de erupcao dentaria,
tendo sido realizados para tanto a administracdo desse hormonio, com posterior
analise clinica, histolégica e imuno-histoquimica. Nossos resultados clinicos
demonstraram que a progressao do desenvolvimento maxilar dos animais tratados
com estroégeno nao sofreu qualquer alteracdo no padrdao de normalidade como efeito
do tratamento hormonal. Aspectos caracteristicos do processo de erupcao dentaria
foram observados em todos 0s grupos, tal qual o padrdo isquémico da mucosa na
regido dos molares superiores notado ja nos animais com 09 dias de idade. Tal
aspecto resulta das alteracdes circulatérias no tecido conjuntivo da mucosa oral,
causadas pela pressao exercida pelo elemento dentario que se move em direcéo ao
epitélio oral (FERRARIS; MUNOZ, 2006). A degradacdo do tecido conjuntivo
interposto entre o epitélio reduzido do esmalte e o epitélio oral é que permite
posteriormente a fusdo desses epitélios possibilitando que a erupcao dentaria ocorra
sem que haja sangramento no ato da perfuracdo da mucosa (FERRARIS; MUNOZ,
2006; CERRI et al., 2010).

A andlise da concentracdo plasmatica de 17 B estradiol no sangue dos animais

utilizados neste estudo confirma a efetividade do tratamento hormonal utilizado em
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nossos experimentos. Animais tratados com estrogeno apresentaram elevados
indices hormonais quando comparados com o0 grupo controle e o grupo sham.
Valores também superiores aos encontrados na literatura para animais fémeas
adultas, com idade de 03 meses, que apresentam concentracdo de estradiol de
98112 pg/ml (GRACELI et al., 2012). A maior concentracdo de 17 3 estradiol foi
observada nos animais que receberam a maior dose do horménio durante o
experimento (125ug/100g), sendo esta o dobro da concentracdo encontrada nos
animais que receberam a metade desta dose, ou seja, que receberam a dose de
62,5u9/100g durante o tratamento experimental. Animais do grupo sham
apresentaram pequeno aumento na concentracao plasmatica de estrogeno quando
comparados com os animais do grupo controle, fato que pode estar relacionado a
administracdo do 6leo de milho. Dados da literatura confirmam que Oleos vegetais,
tais como Oleo de soja e Oleo de gergelim, podem elevar a concentracdo de
estrogeno circulante em ratas ovariectomizadas que receberam dieta rica em 6leo
(HASSAN; ABDEL-WAHHAB, 2012; HASSAN; WAKF; GHARIB, 2012).

Morfologicamente nossos resultados confirmam as alteracdes clinicas, uma vez que
as laminas histolégicas demonstraram, ja aos 09 dias de idade, alguns pontos em
que apenas tecido conjuntivo esta interposto entre o elemento dentario e o epitélio
oral. Aos 11 dias de idade, também é possivel observar essas alteragfes, tanto
clinica quanto morfologicamente, constatando a progresséao do processo de erupcao
nos animais de todos os grupos estudados. A penetracdo das cuspides do elemento
dentario no tecido conjuntivo caracteriza, nessas idades, o inicio da fase de
penetragdo da mucosa, tal qual o relatado por Cerri e colaboradores em 2010. Essa
fase é caracterizada por uma intensa remodelacdo e degradacéo da lamina prépria
durante a erupcdo dentaria através da acdo das metaloproteinases da matriz
(MMPs), sobretudo de MMP-9. MMP-9 é apontada como a principal responsavel
pela degradacao de diversos componentes teciduais como colageno, fibronectina e
elastina. A degradacdo desses componentes € que permite 0 avan¢o do elemento
dentario em direcdo a cavidade oral na fase avancada do estagio de penetracédo da
mucosa (CERRI et al., 2010).

A progressao do processo eruptivo ocorre normalmente nos animais tratados com

estrogeno, em ambas as doses. Nossos dados ndo demonstraram alteracdo nessa
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progressdo visto que em animais com 17 dias de idade foi possivel observar a
erupgao, ainda que parcial, dos molares superiores direitos, da mesma forma como
o relatado na literatura (WISE; FRAZIER-BOWERS; D’'SOUZA, 2002; WISE; KING,
2008; WISE, 2009) em animais que ndo foram submetidos a tratamentos. Fato
constatado clinica e morfologicamente, como pode ser observado nas laminas
referentes aos animais de 17 dias de idade, onde visualizamos a perfuracdo do

epitélio oral, parcialmente, pelas cuspides do elemento dentario.

A velocidade da erupcéo dentaria depende, sobretudo, da reabsor¢cdo do 0sso que
cobre a superficie oclusal do elemento dentario e, em parte, da aposi¢do de tecido
0sseo na base do alvéolo (MARKS; SCHROEDER, 1996; WISE; KING, 2008).
Nossa analise histolégica demonstrou ndo apenas a reabsorcédo da superficie 6ssea
oclusal durante a progressdo do processo eruptivo como também alteracbes na
base do dente em formacé&o. Trabalhos do nosso grupo de pesquisa demonstraram
a referida aposicao 0ssea na base do alvéolo e o inicio da formacao radicular, para
muitos uma consequéncia e ndo uma causa da erupcdo (MARKS; SCHROEDER,
1996; WISE; KING, 2008; WISE, 2009; WANG, 2013), associado ao deslocamento
axial da coroa (FERRARIS; MUNOZ, 2006), visto, principalmente nos animais com
17 dias de idade, em todos o0s grupos estudados.

Em uma analise geral do aspecto morfoldgico, visualizamos o elemento dentario em
adiantado estagio de desenvolvimento. Nos animais de 09 dias e 11 dias de idade,
em todos 0s grupos, a coroa ja esta completamente formada com dentina e esmalte
ja depositados e mineralizados, de acordo com outros dados ja relatados na
literatura (CERRI et al., 2010; WANG, 2013). A maturacdo do esmalte pode ser
observada, principalmente, nos animais de 11 dias de idade em que é possivel
observar o espaco negativo do esmalte, mais precisamente nas porcdes mais
superiores das cuspides, regido onde os ameloblastos encontram-se com tamanho
reduzido, demonstrando a diminui¢cdo da atividade secretora, ao contrario da por¢cao
mais cervical das cuspides, onde essas células encontram-se polarizadas indicando
a recente deposicdo do esmalte (BRADASCHIA-CORREA; MASSA; ARANA-
CHAVES, 2007). A faixa de tecido 0sseo entre o elemento dentario e o epitélio oral
nessas idades ja se encontra reabsorvida em alguns pontos e o tecido conjuntivo ja
se apresenta como uma estreita faixa, o que caracteriza a degradacdao desses

tecidos e a progressao do processo eruptivo. Esses achados concordam com
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resultados publicados por Cerri e colaboradores (2010) que sugerem uma
participacdo ativa de mastocitos e MMP-9 nessa degradacdo tecidual. Também
como relatado por esses autores, a progressao do processo eruptivo culmina, aos
17 dias, com o estagio de penetracdo da mucosa onde as cuspides, com o esmalte
totalmente mineralizado, aparecem rompendo o epitélio oral, caracterizando, de fato,

a erupcao dentéria.

Outras estruturas como foliculo dental, reticulo estrelado e ameloblastos sdo vistos
de forma discreta nas idades analisadas e regredindo a medida que a idade avanca,

constatando a involugcéo dessas estruturas com o progresso do movimento eruptivo.

Os dados histolégicos demonstraram ainda a presenca de osteoclastos na superficie
0ssea oclusal que cobre o elemento dentario em animais de 09 dias e 11 dias de
idade, tanto em animais do grupo controle gquanto nos tratados com estrégeno, tal
qual os achados na literatura (CERRI et al., 2010), indicando o ativo processo de

reabsorcdo 6ssea oclusal nesses animais.

A andlise quantitativa do numero de osteoclastos mostrou uma aparente reducao
nos grupos tratados com estrogeno quando comparados com o grupo controle e o
grupo sham nas idades de 09 dias e 11 dias, podendo isto ser relatado como
resultado de um efeito direto da acdo hormonal sobre a osteoclastogénese e
atividade osteoclastica, concordando com outros trabalhos encontrados literatura
(HUGHES, et al., 1996; KAMEDA, 1997; SRIVASTAVA, et al., 2001; FALONI, et al.,
2007). Entretanto, o tratamento estatistico dos dados pelo teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney nédo revelou reducdo estatisticamente significativa (p < 0,05) no

numero de osteoclastos.

Nossos resultados para contagem de osteoclastos mostram que o estrogeno pode
reduzir o niumero de osteoclastos da superficie 6ssea. Entretanto, tal horménio
parece ndo promover uma reducao significativa dos osteoclastos da superficie 6ssea
oclusal a ser reabsorvida durante o processo de erupgcdo dentaria a ponto de
interferir neste mecanismo. Esse fato pode ser comprovado quando se faz a
correlacdo dos dados histomorfométricos com as analises clinica e histologica dos
ratos tratados com estrégeno, que apresentaram erupcao dentéaria inalterada aos 17

dias de idade, periodo de erupcédo esperado para animais que nao receberam
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qualquer tratamento (WISE; FRAZIER-BOWERS; D’ SOUZA, 2002; WISE; KING,
2008; WISE, 2009).

Nossos dados estatisticos vao de encontro aos achados de Faloni e colaboradores
(2007) que analisaram os efeitos do estrégeno no osso alveolar de ratas tratadas
com estrogeno. O fato de se tratar de regides de andlise diferentes pode explicar tal
discordancia. O o0sso interposto entre os germes dentdrios e a cavidade oral
necessariamente precisa ser completamente reabsorvido por acdo osteoclastica
para garantir o éxito do processo eruptivo (MARKS; SCHROEDER, 1996;
BRADASCHIA-CORREA; MASSA; ARANA-CHAVES, 2007). Vale lembrar que dois
picos de producdo de osteoclastos, controlados pelo foliculo dental através de
interacBes moleculares, sdo observados durante o processo eruptivo em molares de
ratos, aos 03 dias e aos 09-11 dias de idade, para garantir a formacdo do caminho
eruptivo e emergéncia do elemento dentario na boca (WISE; FRAZIER-BOWERS; D’
SOUZA, 2002; WISE; KING, 2008; WISE, 2009). O tratamento hormonal realizado
em nossos experimentos compreende estes dois picos, assim, o efeito inibitério que
a administracdo de estrogeno poderia provocar sobre os osteoclastos da superficie
0ssea oclusal pode ter sido compensado pela alta producdo dessas células nesse
periodo, justificando a reducdo nado significativa do niamero de osteoclastos. Por
outro lado, o 0sso alveolar que circunda dentes ja erupcionados é um tecido sujeito
a constante remodelacdo, como resultado da adaptacdo a demanda funcional
(FERRARIS; MUNOZ, 2006; NANCI, 2008). Apesar disso, ndo esta destinado a
desaparecer, pelo contrario, sua presenca € fator fundamental na manutencéo e
suporte do elemento dentario. Na doenca periodontal, por exemplo, a perda éssea
alveolar decorrente do processo inflamatério pode ocasionar a perda do elemento
dentario (PAGE; KORNMAN, 1997; PIHLSTROM, MICHALOWICZ, JOHNSON,
2005).

Interessante observar que a nao interferéncia do estrdgeno no processo eruptivo
pode também esta relacionado a resposta diferente dos ossos maxilares frente ao
horménio como mostram dados da literatura (BERNICK; ERSHOFF, 1963; YANG,;
PHAM; GRABBE, 2003; EJIRI et al., 2006; BINTE ANWAR et al., 2007;
RAWLINSON et al., 2009; ALMEIDA et al., 2013). Trabalhos em nosso laboratorio ja

estdo sendo conduzidos para investigar possiveis diferencas metabodlicas entre o
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0SSO interposto entre 0 germe dentario e a mucosa oral e 0s 0ssos longos,

sabidamente suscetiveis ao tratamento com estrégeno.

Além disso, vale lembrar que o fenbmeno de reabsorcdo 6ssea para a erupcao
dentaria ndo é um evento isolado, a aposicdo 6ssea na base do dente em formacao
ocorre de forma paralela e trabalhos anteriores ja demonstraram sua importancia
para o éxito do processo eruptivo (CAHILL; MARKS, 1980; MARKS; CAHILL, 1984).
Para alguns autores a formacdo 6ssea apical ao dente seria de tal forma que o
elemento dentario nao teria outra alternativa se ndo seguir o caminho oclusal (WISE;
FRAZIER-BOWERS; D’ SOUZA, 2002; WISE; KING, 2008; WISE, 2009).

E importante observar ainda que a formac&o 6ssea na base do alvéolo fica a cargo
dos osteoblastos, células que, além de exercer essa funcdo formadora, sdo capazes
de produzir muitas moléculas que interferem na formacdo de osteoclastos de
maneira inibitoria, tais como OPG e TGF-B. Recentes estudos tém mostrado também
gue sobre os osteoblastos o estrogeno tem um papel inverso ao observado em
osteoclastos, a presenca de estrogeno exerce um efeito antiapoptético em
osteoblastos (CRUZOE-SOUZA; SASSO-CERRI; CERRI, 2009). Somado a esse
mecanismo, 0 estrogeno € capaz também de induzir a liberacdo de fatores
moleculares, que interferem na osteoclastogénese (HUGHES et al., 1996; CRUZOE-
SOUZA; SASSO-CERRI; CERRI, 2009). Esse efeito do estrogeno em osteoblastos
pode ser justificado pela presenca de receptores especificos para esse horménio
nesse tipo celular (BORD et al., 2001; MICHAEL et al., 2005). De acordo com a
literatura, efeito semelhante ao observado em osteoblastos é encontrado em
ostedcitos. Sobre estas células o estrogeno também exerce um efeito preventivo na
apoptose, bem como induz a producdo de TGF-B que, como ja visto, inibe a
reabsorcdo Ossea por osteoclastos (MICHAEL et al., 2005). Dessa forma, com o
objetivo de investigar se a super-expressado de estrogeno modularia a atividade de
osteoblastos foi realizada uma analise imuno-histoquimica para a detec¢do da
expressdo de receptores de estrogeno nessas células, também realizada para os

osteoclastos.

A expressdo do receptor o de estrégeno em osteoblastos e ostedcitos parece ser
bem sedimentada na literatura (BORD et al., 2001; MICHAEL et al., 2005) e nossos

achados confirmam esses relatos. O que ainda gera controvérsias € a presenca
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desse tipo de receptor em osteoclastos. Alguns estudos apontam a presenca de
receptor a em osteoclastos (KAMEDA et al., 1997; BORD et al., 2001; MICHAEL et

al., 2005), enquanto outros afirmam que apenas o0 receptor  esta presente em
osteoclastos maduros (S@RENSEN et al., 2006; CRUZOE-SOUZA; SASSO-CERRI;
CERRI, 2009). Nossa analise imuno-histoquimica encontrou células multinucleadas,

osteoclastos, marcadas para o receptor . como ja demonstrado.

Uma especulacdo a mais sobre a presenca de receptores de estrogeno em
osteoclastos ainda pode ser pertinente. Dados da literatura afirmam que
osteoclastos maduros apresentam somente o receptor . Entretanto, os osteoclastos
encontrados na superficie éssea oclusal a ser reabsorvida durante o processo
eruptivo sdo células recém-formadas o que pode justificar a marcacdo encontrada

nessas células em nossas analises.

Andlise quantitativa de osteoclastos marcados para o receptor o de estrégeno
mostrou uma expressao aparentemente maior nos animais tratados com a dose 01
em comparacdo com animais do grupo sham, em ambas as idades, embora néo
significativa. Esse aumento aparente poderia ser explicado, visto que a presenca de
um determinado hormdnio pode induzir a um aumento do nimero de receptores
(RHOADES; TANNER, 1995 apud CRUZOE-SOUZA; SASSO-CERRI; CERRI,
2009). Ainda sobre esses dados verificou-se reducdo na expressao do receptor ao
comparar animais tratados com a dose 01 para a dose 02, fato que pode ser
justificado por uma possivel dessensibilizacédo do receptor, sobretudo na idade de 11
dias, onde esta queda mostrou-se estatisticamente significativa. Dessensibizacéo
significa diminuicdo do nimero ou afinidade de receptores que ocorre, por exemplo,
guando altas concentracbes de um hormdnio, entre eles os esterbides, séo
administradas resultando numa diminuicdo do numero desses receptores e
provocando, consequentemente, reducdo da resposta da célula ou do tecido alvo
(CARVALHO, 2011). Para a idade de 09 também foi observado uma forte tendéncia
na reducdo da expressdo da menor dose para a maior dose, embora nao
estatisticamente significativa, tendéncia também observada comparando animais do
grupo sham com animais tratados com a dose 02 nesta idade. Esses dados podem

ser relacionados com a redugdo ndo significativa do numero de osteoclastos
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observada em nossas andlises, tendo em vista que a dessensibilizagdo do receptor
pode ter reduzido a disponibilidade dessas moléculas para a a¢do do estroégeno.

Para os osteoblastos, a analise quantitativa da expressdo do receptor o de
estrogeno ndo revelou alteracdes significativas. Assim, o estrégeno pode néo ter
sido capaz de promover um efeito estimulador sobre os osteoblastos e,
consequentemente, ndo ter levado a uma acédo inibitdria sobre os osteoclastos
(HUGHES et al.,1996; VAANANEM, 2005), contribuindo, dessa forma, para a
manutencdo do numero de células clasticas possibilitando que a erup¢do dentaria
tenha ocorrido no tempo esperado em animais tratados da mesma forma que em
animais que nao recebem qualquer tipo de tratamento (WISE; FRAZIER-BOWERS;
D’SOUZA, 2002; WISE; KING, 2008; WISE, 2009).

Marcacgao citoplasmatica associada a marcacdo nuclear foi o padrédo de marcacgéo
observado na maioria dos casos e de acordo com a literatura € uma resposta
esperada. Como ja relatado, receptores para estrégeno séo levados para dentro do
ndcleo apés a ligagdo ao estrogeno, entretanto, uma marcacao de receptores ainda
nao associados ao horménio pode ocorrer no citoplasma (VIDAL; KINDBLOM,
OHLSSON, 1999; CRUZOE-SOUZA; SASSO-CERRI; CERRI, 2009). Outros
trabalhos, in vivo e in vitro, ttm demonstrado ainda que a estimulacdo com
estrogeno aumenta significativamente a expressdo do receptor o no nucleo
tornando-a também detectavel no citoplasma e em regiées da membrana celular e
proximas a ela, neste Ultimo caso através de interacdes com outras moléculas
(SONG et al., 2004; KUMMER et al.,, 2011). Estimulacbes prolongadas com
estrogeno aumentam ainda mais a quantidade do receptor o no citoplasma enquanto

gue a nuclear se mantém inalterada (KUMMER, et al., 2011).

Quantificacdo de osteoclastos e células marcadas para o receptor a de estrogeno
também foram realizadas separando os animais utilizados neste estudo por sexo.
Entretanto, os dados n&o trazem informagdes adicionais (dados ndo mostrados),
possivelmente porque os animais utilizados nesse estudo sdo recém-nascidos e,
portanto, muito distantes da maturidade sexual, onde um efeito adicional do
estrogeno natural do organismo poderia ser observado. Ndo podemos descartar,
todavia, a possibilidade de animais do sexo feminino terem uma pré-disposi¢ao

genética de reagirem positivamente ao tratamento com estrégeno, mesmo que muito
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jovens. Nossos resultados ndo apontaram para essa hipotese, sendo assim, outros

estudos sdo necessarios para comprova-la.
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8 CONCLUSAO

ApoOs a inducdo do aumento da concentracdo de estrégeno na circulacao de ratos,
Nossos experimentos nao revelaram alteracdées no mecanismo da erupc¢ao dentaria

decorrente da alta concentragcédo desse hormonio.

A analise histologica do germe dentério e progressdo do processo eruptivo mostrou
o elemento em adiantado estagio de desenvolvimento, mas ndo revelou grandes
alteracbes entre 0s grupos estudados. Animais injetados com estrogeno
apresentaram progressao do mecanismo eruptivo e desenvolvimento dentario dentro

dos padrbes de normalidade para cada idade analisada.

Andlise histomorfométrica revelou a presenca de osteoclastos apoiados sobre a
superficie 6ssea oclusal a ser reabsorvida durante o processo eruptivo nos animais
de todos os grupos estudados. Animais tratados com estrégeno mostraram uma
aparente reducdo do numero dessas células, entretanto, essa reducdo ndo se

mostrou ser estatisticamente significativa.

Reac¢Bes de imuno-histoquimica para o receptor o de estrégeno confirmaram a
presenca desse tipo de receptor em osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos
comprovando o efeito do horménio nas células 6sseas. Contudo, essa expressao
ndo foi alterada com a administracdo de estrégeno. Esses dados podem estar
relacionados a reducdo ndo significativa do nimero de osteoclastos da superficie

0ssea oclusal.

O aspecto geral da lamina propria mostrou-se inalterado frente a administracéo de
estrogeno. A degradacao do tecido conjuntivo interposto entre o elemento dentario e
0 epitélio oral seguiu 0 mesmo padrdo em todos os grupos analisados.

De acordo com o exame clinico intra-oral, ndo foram observadas alteragbes do
padrdo de desenvolvimento clinico nos animais tratados com estrégeno em

comparacao com 0s animais que nao receberam tratamento hormonal.

De acordo com a metodologia utilizada nesse trabalho, nossos dados em conjunto

sugerem que a administracdo de estrégeno ndo interfere com o processo eruptivo,
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uma vez que a erupc¢do dentaria em animais tratados deu-se no tempo normal, ndo

havendo, portanto, atraso nesse processo.
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