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Resumo

O objetivo deste estudo, foi analisar, por meio da técnica de
imunohistoquimica, a distribuicdo do EGF, EGFr, TGF-p1, IL-1a € CSF-1, em 3
diferentes regides dos incisivos inferiores de ratos, em condigbes funcionais
normais e alteradas. Cinquenta animais, tiveram seus incisivos inferiores
esquerdos, seccionados na altura da papila interdental, permanecendo fora de
oclusdo, sendo considerados hipofuncionais (Ho), seus contralaterais, em
sobrecarga de funcdo foram chamados hiperfuncionais (Hr). Vinte e cinco destes
animais, sofreram a intervencdo apenas uma uUnica vez, sendo sacrificados 8
horas apds, os outros vinte e cinco animais, sofreram a intervengao a cada 2 dias,
sendo sacrificados no 8° dia de desoclusdo. Dez animais pertencentes ao grupo
controle (c), tiveram seus incisivos mantidos em condigdes funcionais normais de
erupcao. As hemimandibulas de todos os animais foram fixadas em Karnovsky
(com 0,1% de glutaraldeido), descalcificadas em EDTA 4,13%, subdivididas
transversalmente em 5 regides e incluidas em paraplast. Cortes transversais, com
4 um de espessura de cada pega foram coletados em laminas silanizadas e
submetidos a técnica de imunohistoquimica. O foliculo dental e o ligamento
periodontal, mostraram variagées nas intensidades de marcacdo, com todos os
anticorpos, entre as diferentes regides e entre o0s grupos analisados.
Aparentemente, no entanto, os tecidos periodontais dos incisivos, apos 8 dias de
hipofungdo, mostraram imunoreatividade mais forte, particularmente com o CSF-1,
quando comparados com 0s incisivos, em condi¢des funcionais normal e alterada.
Os resultados parecem sugerir, que a “cascata” formada por essas moléculas,
pode estar relacionada com a ampliacao da via eruptiva do incisivo, que cresce

por um periodo prolongado da vida do animal.
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Abrstract

The aim of this study, was to analized, using immunohistochemical
technique, the distribution of EGF, EGFr, TGF-B1, IL-1a. e CSF-1, in periodontal
tissues of three regions of rat lower incisors, in normal and altered functional
conditions. Fifty animals, had their left lower incisors, cut at the level of the
interdental papilla. Becoming out occlusion, they are considered hipofunctional
teeth. The contralateral incisors, attrited with both upper incisors are considered
hiperfunctional teeth. Twenty-five of these animals were killed 8 hours after. In the
order twenty-five animals, the shortening was repeated every second day, and
killed 8 days after. Ten animals were kept in normal functional conditions. The
hemimandibules of all animals were fixed in Karnovsky (with 0,1% of
glutaraldehyde), demineralized with EDTA, subdivided in five transversal regions
and embedded in paraplast. Cross sections, 4 um-thick were collected in glass
slides coated with silane. The antibodies were developed with DAB plus H2O,. The
dental follicle and the periodontal ligament showed variation in the staining
intensities, for all antibodies used, among the different regions and groups
analyzed. Apparently, however, the periodontal tissues of the incisors, after eight
days of hipofunction, showed stronger immunoreactivity, particularly with CSF-1,
as compared with incisors under normal and hiperfunctional conditions. The results
suggest that this molecular “cascade”, may be related with the enlargement of the
rodent incisor eruptive pathway, since these teeth grow for a long period of

animal’s life.
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1 Introducao

A erupcgao dental € o movimento fisiologico do dente em direcdo axial, no
qual o 6rgao migra do local onde é formado, para a cavidade bucal. O mecanismo
do processo eruptivo ainda é desconhecido, mas admite-se que seja multifatorial,
envolvendo a geracao de forca, a translacdo desta forca em movimento, a
resisténcia dos tecidos de sustentacdo e a remodelagdo dos tecidos periodontais
para a manutencao da integridade do sistema (Moxham & Berkovitz, 1995).

A maior parte dos estudos sobre erupcao dental esta voltada para elucidar
0 mecanismo gerador da forgca eruptiva e também na identificacdo dos tecidos ou
estruturas destes tecidos envolvidos no processo. Os modelos experimentais mais
usados tém sido dentes que apresentam crescimento e erupgado continua, como
os incisivos de roedores e logomorfos (Moxham & Berkovitz, 1995), e dentes de
crescimento e erupgao limitada, como molares de caes e roedores (Cahil & Marks,
1980, 1982; Wise et al., 1992).

Experimentos de resseccado da porcao odontogénica de incisivos de ratos
de crescimento continuo, ou de sua transec¢do em duas por¢des incisal e apical,
mostraram que dentes amputados erupcionavam normalmente sugerindo que 0s
tecidos periodontais seriam 0s responsaveis pela erupcao, pois eram 0s Unicos a
permanecer viaveis apos a cirurgia (Berkovitz & Thomas, 1969; Berkovitz, 1971;
Moxham & Berkovitz, 1974).
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Pesquisas utilizando pré-molares de cachorro, dentes de crescimento e
erupcao limitados mostraram o papel do foliculo dental no processo eruptivo em
sua fase intra-60ssea. Removendo-se a coroa recém formada do dente sem
prejuizo do foliculo, formou-se um caminho eruptivo. A coroa reimplantada sem o
foliculo, ndo erupcionou. Mantendo-se o foliculo e substituindo-se a coroa por uma
réplica de metal ou silicone, a réplica erupcionou. Concluiram, assim que o foliculo
dental seria 0 responsavel pela erupcao coordenando a atividade polarizada de
reabsorcao e neoformagado 6ssea ao redor do dente em erupcao (Cahil & Marks,
1980, 1982; Marks & Cabhil, 1984). Posteriormente verificaram que além do foliculo

havia a participacdo de todo ou parte do érgao do esmalte (Gorkl & Marks, 1992).

Em estudos para identificar os fatores relacionados ao processo, Wise & Lin
(1995) postulam que uma cascata de sinais moleculares seja a responsavel pela

iniciacao da erupcao dos dentes na fase intra-éssea, criando a via eruptiva.

Osso Alveolar Osteoclasto
f fusio
R —»( Monécito autdcrina
E
R \| v
U recrutamento
Foliculo Dental 7 EGF 4 CSF-1 «——— CSF-1 RNAm
fd A up regula A
E M A
x 0 IL-1a receptor e
[e) 1 L
? F I
[ amplifica F
C T
Ay i
Reticulo Estrelado TGF-p1 RNAm
i amplifica
— ] TGF-p1 IL-1a RNAm — 3 IL-1a




Distribuicdo do EGF, EGFr, TGF-B1, IL-1a. e CSF-1 no Periodonto de Incisivos Inferiores de ratos, em condi¢des funcionais normal e alterada.
Estudo Imunohistoquimico.

Um dos primeiros fatores desta cascata é o EGF, descoberto por Cohen em
1962. Ele observou que a injecdo deste fator no animal promove a erupcao

precoce dos incisivos.

Além de discutir o eventual papel do EGF na erupgao dental (Thesleff,
1987; Partanen & Thesleff, 1987) parecem ter sido as primeiras a evidenciar a
abundancia do EGF no foliculo dental de incisivos e molares de camundongo. Em
molares de ratos, num periodo de 0 a 10 dias, pesquisadores observaram que o
EGF e seu receptor sofrem uma modulagéo no foliculo, diminuindo sensivelmente
aos 10 dias. Mostram ainda a presenca destes fatores no reticulo estrelado, polpa
dental, ameloblastos e osso alveolar (Wise et al, 1992).

Nos incisivos inferiores de ratos, a presenca do receptor do EGF foi
evidenciada por meio de radioautografia, em varias células do érgao dental, mas
com maior predominancia nas células da camada papilar e ameloblastos de borda
pregueada da zona de maturagdo do esmalte (Martineau-Doizé et al., 1987); por
sua vez foi demonstrada ainda em fibroblastos do ligamento periodontal e pré-
oesteoblastos de molares (Cho et al., 1988 a e b) e incisivos (Thopan et al., 1988).
O EGFr foi evidenciado na papila adjacente ao sitio de produgédo de dentina e
células da papila externa em dentes desimpedidos (hipofuncionais) (Shore et al.,
1992).

O receptor do CSF-1 parece estar presente em todas linhagens de células
de macréfagos/mondcitos (Nicola, 1987); no foliculo dental sua expressao maxima
se da aos 3 dias de vida, seguido por um declinio do nivel de seu RNAm (Wise et
al., 1997). Ratos osteopetroticos possuem dentes formados, mas que nao
erupcionam. Estes ratos mutantes sdo deficientes em CSF-1, e se este fator for
administrado ao animal, havera um aumento no numero dos osteoclastos
promovendo a reabsorcao 0ssea e consequientemente a erupcao (Marks et al.,
1992).
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O TGF-B1 é relatado em embrides de ratos recém-nascidos e amplamente
expresso em diferentes compartimentos teciduais das coroas dos dentes molares
em desenvolvimento (D’souza et al, 1990; Symons et al., 1996), seu RNAm é
localizado em odontoblastos e fibroblastos do ligamento periodontal (Thesleff et
al,, 1991; Gao et al., 1996). Na fase pré-eruptiva € acumulado no foliculo dentério,
e também encontrado no reticulo estrelado nos dois primeiros dias de vida (Wise
& Fan, 1991).

A IL-1a promove a reabsorcdo éssea estimulando a diferenciacdo dos
osteoclastos (Pfilschifter et al., 1989). Os receptores da IL-1 sdo detectados nos
osteoclastos presentes no osso alveolar (Xu et al.,, 1996; Xu et al., 1998). A
presenga da IL-1a também foi detectada nos osteoclastos e odontoclastos em
reabsorgao ativa, nos osteoblastos em sitios de formagédo dssea, fibroblastos da
regido apical do desenvolvimento dos dentes, fibroblastos periodontais e células
mononucleares nos espacos medulares do 0sso alveolar em dentes de gatos com
3,5 a 5,5 meses (Davidovitch et al.,, 1988), e no reticulo estrelado dos molares de
ratos nos dez primeiros dias de vida, sendo mais intensa nos dois primeiros dias
(Wise et al., 1995).

Os incisivos de roedores apresentam a superficie labial e parte da distal
recobertas por esmalte e sobre este temos o periodonto relacionado ao esmalte,,
formado por tecido conjuntivo muito vascularizado, derivado do foliculo dental e o
o6rgdao do esmalte ou dental em sucessivos estdgios de seu ciclo vital. As
superficies lingual, mesial e parte da distal do dente séo recobertas por cemento e
somente nelas aparece o ligamento periodontal com suas fibras colagenas
inseridas no osso alveolar e cemento. Como uma das teorias atribui a
concentracao dos fibroblastos ou sua agao sobre as fibras colagenas, o ligamento
periodontal é considerado por muitos autores como o tecido responsavel pelo
processo eruptivo (Moxham & Berkovitz, 1995).
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O tecido periodontal relacionado ao esmalte ou que corresponde a parte
coronal do foliculo dental de dentes de crescimento limitado, parece também ter
um papel no estagio supra-ésseo da erupgdo, que é continuo em dentes como
incisivos de roedores, uma vez que lesdes parciais provocadas nestes tecidos
levam a um retardo e, as vezes, até a paralisagao temporaria da erupgao (Merzel
et al, 2000b). Por outro lado, lesdes analogas no ligamento periodontal nao
alteram a taxa de erupgéo do incisivo de rato e em experimentos de transecgéo e
resseccao, a erupcao cessa quando a base do dente ultrapassa a crista alveolar
do lado labial (quando desaparece o periodonto relacionado ao esmalte) e ainda
resta o ligamento periodontal das faces lingual e mesial do dente (Merzel et al,
2000b). Outros fatores que se contrapdéem ao papel atribuido por muitos autores
ao ligamento periodontal no processo eruptivo, sdo erupgcdo de dentes apds a
amputacao da(s) raiz(es) (Gowgiel, 1961; Cahil & Marks, 1980) ou a erupcao de
réplicas de coroa onde nem raiz e nem ligamento periodontal sdo formados (Marks
& cahil, 1984).

Nos dentes de crescimento limitado, o foliculo dental na parte coronaria
desaparece apds a erupgdo e o da parte radicular, da origem ao ligamento
periodontal. Nos dentes de crescimento continuo, a parte coronaria do foliculo é
permanente. Por outro lado, uma das vantagens destes dentes é que a erupgao
pode ser experimentalmente alterada. Como nao encontramos nenhum estudo
sistematico sobre a distribuicdo do EGF, EGFr, TGF-B1, IL-1a e CSF-1, nos
tecidos periodontais de incisivos de ratos, o objetivo deste estudo € analisar, por
meio da técnica de imunohistoquimica, a distribuicdo destas moléculas em

incisivos de ratos, em condi¢cdes normal e alterada de erupgéo.
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2 Revisao da Literatura

2.1 O DENTE

Segundo Shour & Massler (1971), o dente é mais que um 06rgao
mastigatério. Suas propriedades peculiares sdo um valioso indicador biolégico que
reflete e registra, durante o seu desenvolvimento, as condigbes metabdlicas do
animal. Estes registros, diferentes daqueles em ossos, ndao sao transitérios, mas
sdo permanentemente gravados no esmalte e dentina, nos quais nao ocorre
reabsorcado. Os ratos sdo monofiodontes (G. monos: Unico, phyo: crescer, odous —
odont: dente), portanto apresentam uma unica denticao. O arco dental consiste de
um incisivo e trés molares em cada hemimandibula e nos maxilares,
compatibilizando dois tipos de dentes. Nos maxilares o incisivo esta localizado
anteriormente aos molares, estendendo-se na mandibula, abaixo e além dos
molares.

Os incisivos crescem, mineralizam-se e erupcionam continuamente por toda
a vida do animal, demonstrando com isso, 0 completo ciclo vital do dente em
desenvolvimento (a cada 40 ou 50 dias), desde o estagio mais incipiente até a
maturacdo. Estes dentes sdo também continuamente desgastados na borda

incisal pela atricao a que foram submetidos.
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O incisivo consiste de uma coroa poderosa que pode ser dividida em duas
partes: uma anterior (labial) ou convexa, e um remanescente posterior (lingual) ou
cbncavo e porcoes laterais. As superficies labial e parte da distal sdo recobertas
por esmalte e sobre este, o periodonto relacionado ao esmalte formado por tecido
conjuntivo muito vascularizado derivado do foliculo dental e o érgdo do esmalte ou
dental em sucessivos estagios de seu ciclo vital. As superficies lingual, mesial e
parte da distal do dente sdo recobertas por cemento e somente nelas é que
aparece o ligamento periodontal com suas fibras colagenas inseridas no 0sso
alveolar e cemento. A borda incisal do dente aparece na cavidade bucal
aproximadamente no oitavo dia de vida do animal, e este se desenvolve a partir de
uma bainha eliptica denominada epitélio odontogénico, localizado na base (regido
intra-6ssea), e inclui o tecido conjuntivo da polpa primitiva. Este epitélio determina,
em cortes transversais, 0 tamanho e contorno do futuro dente, proliferando

durante toda a vida do animal.

Muitas teorias tém implicado varios tecidos adjacentes ao dente, como
mediadores do processo de erup¢ao. Teorias tentam explicar a erupgao por meio
do crescimento da raiz, proliferacdo de células da polpa e a pressao do fluido
tecidual, pressao vascular ou hidrostatica nos tecidos periodontais e remodelagéao
do osso alveolar.

Como uma das teorias da erupgao atribui a concentracao dos fibroblastos
ou sua acao sobre as fibras colagenas, apesar de controverso, o ligamento
periodontal é considerado por muitos autores como o tecido responsavel pelo
processo eruptivo (Moxham & Berkovitz, 1974).

Experimentos de resseccdo da porcao odontogénica de incisivos de ratos
de crescimento continuo, ou de sua transecgdo em duas por¢des incisal e apical,
mostraram que dentes amputados erupcionavam normalmente sugerindo que 0s
tecidos periodontais seriam o0s responsaveis pela erupcao, pois eram os Unicos a
permanecerem viaveis apds a cirurgia (Berkovitz & Thomas, 1969; Berkovitz,

1971; Moxham & Berkovitz, 1974), estes resultados excluem as teorias dos
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mecanismos como o crescimento da raiz, a proliferacao de células da polpa e a
presséao do fluido tecidual.

Dentes de crescimento e erupcao limitados, erupcionam até mesmo na
auséncia da raiz, ou seja, também do ligamento periodontal, como nos caso de
Displasia Dentinéaria tipo | (Gorski & Marks, 1992; Marks & Schoroeder, 1996).
Lesdes localizadas no ligamento periodontal relacionado ao esmalte podem
causar um variavel periodo de retardo da erupcdo, e em alguns casos cessar
temporariamente o movimento eruptivo (Merzel et al., 2002). Essas observacoes
levam a conclusdo de que o foliculo dental tem um papel essencial no processo
eruptivo, ndo somente na fase intra-0ssea, mas também na fase supra dssea, a
qual é continua em incisivo de roedores, devido a presenca de seu 6rgao
odontogénico (Marks et al., 1987; Merzel et al., 2000).

A importancia do foliculo dental foi demonstrada por Cahil e Marks (1980) e
Marks e Cahil (1984), num estudo com caes, onde mostraram que, a remocao do
foliculo dental preveniu a erupcdo, mas a substituicao do dente por um objeto

inerte, com o foliculo dental preservado, resultou na erupcao do objeto.

Outra hipdtese relaciona a forga eruptiva a remodelacdo do osso alveolar.
Reabsor¢cao e formacao 6ssea concentram-se ao redor dos tecidos do dente em
erupcao, e dependem da atividade metabdlica do foliculo dental (Marks et al.,
1994). A necessidade de reabsorcdo do osso para a erupgcdo acontecer, foi
observada em animais osteopetréticos (com deficiéncia em osteoclastos e CSF-1,

possuem os dentes formados, mas que n&ao erupcionam)

2.2 FATORES DE CRESCIMENTO - GFs

Peptideos de fatores de crescimento foram inicialmente descobertos por

suas habilidades em estimular mitose continua de células quiescentes num meio
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nutricional completo que necessita de soro; isto distinglie GFs de elementos
essenciais, cofatores e nutrientes que sao utilizados num processo metabdlico,
mas que nao sao suficientes para iniciar mitose destas células quiescentes. Estes
fatores de crescimento sao sintetizados e secretados por muitos tipos de células
envolvidas em tecidos de reparo, incluindo plaquetas, células inflamatérias,
fibroblastos, células epiteliais e células endoteliais vasculares, podem agir sobre a
célula produtora: estimulacao autdcrina, células adjacentes: paracrina, ou células
distantes: estimulacao endocrina (Bennett & Schultz, 1993).

Todos os peptideos de GFs iniciam seus efeitos pela ligacdo e atividade
especifica a proteinas receptoras de alta afinidade, localizadas na membrana
plasmatica de células alvo (Adamsom, 1990).

Varios sdo os fatores de crescimento, como: PDGF (fator de crescimento
derivado de plaquetas); TGF-p1 (fator transformador do crescimento), EGF (fator

de crescimento epidermal), FGF (fator de crescimento de fibroblastos) e outros.

2.3 FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMAL — EGF e RECEPTOR
PARA FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMAL - EGFr

EGF é um polipeptideo de massa molecular de 6045 KDa e 53
aminoacidos. Foi descoberto inicialmente pela habilidade de induzir a abertura
precoce das palpebras e erupcao do dente incisivo de rato; isolado de extratos de
glandula submandibular de ratos machos (Cohen, 1962; Cohen & Savage, 1974).

E também encontrado em diferentes tecidos (rim, pulmé&o, dente), e fluidos
corpéreos (saliva, urina, leite, etc.). Este fator de crescimento estimula a
proliferacdo de células epiteliais e mesenquimais, e a diferenciacdo de ambas,
promove a sintese de varias macromoléculas e reabsorcao do osso (Carpenter &
Cohen, 1979).

Segundo Benett & Shultz (1993), a familia do EGF inclui: EGF (fator de

crescimento epidermal), TGF-B1 (fator transformador do crescimento), AR
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(anfiregulina) e HBEGF-EGF (fator de crescimento epidermal ligado a heparina).
Estes peptideos sédo similares na estrutura, ligam-se a mesma célula receptora de
membrana, mas tém efeitos bioldgicos diferentes. O EGF € sintetizado como uma
grande molécula precursora, uma proteina transmembrana de 1207 aa, que é
proteoliticamente clivada para liberar este fator de crescimento, ou seja, um

pequeno fragmento de 54 aa biologicamente ativo.

O EGF ¢ dobrado sobre si em 3 voltas, ligados por pontes de dissulfeto.
Esta estrutura de tripla volta é exigida para a atividade bioldgica e distingue todos
os membros da familia do EGF de outras familias de fatores de crescimento.

Resultado de numerosos estudos com cultura de células estabeleceram
que o EGF é um potente mitégeno para muitos tipos de células de origem
ectodérmica, mesodérmica e endodérmica (Carpenter & Cohen, 1979; Shour &
Massler, 1971). Também estimula a proliferacao de células embrionarias em
cultura e durante os eventos morfogenéticos (Partanen & Thesleff, 1987; Shour &
Massler, 1971).

O modo pelo qual o EGF interage com as células alvo € se ligando ao seu
receptor (EGFr), localizado na membrana celular. O receptor do EGF é uma
glicoproteina transmembrana de 170 KDa e 1186 aa. (Benett & Schultz, 1993).

O EGFr € composto por 3 regides: dominio extracelular com 621 aa, que
apresentam os sitios de ligagdo para o fator de crescimento; dominio
transmembrana, com 23 aa, que consiste de aminoacidos hidrofobicos; e dominio
citoplasmatico, com 542 aa, que contém uma proteina tirosinoquinase especifica,
ativada pela ligacdo do EGF no dominio extracelular. Células normais possuem
aproximadamente 20.000 receptores cada (Partanem, 1990).

Quando o EGF se liga no sitio do dominio extracelular, induz a alteragdo na
conformacéo do receptor, que promove sua dimerizacdo e ativa a tirosinoquinase
no dominio citoplasmatico, resultando na ligacdo de uma molécula de ATP e
finalmente na autofosforilacdo do receptor (transferéncia de um grupo fosfato do
ATP para as cadeias laterais selecionadas de tirosina no proprio receptor). Apés a
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ligacdo do EGF ao seu receptor, o complexo EGF/EGFr € internalizado na célula,
isto é, este complexo é transportado por uma rede de tubulos e vesiculas
chamadas endossomos, em seguida o EGF e seu receptor sdo degradados nos
lisossomos; isto desencadeia uma cascata de fosforilacdo de outras proteinas
intracelulares, resultando assim, em determinada resposta celular que
eventualmente induz as células a migrarem ou se dividirem (Benett & Schultz,
1993; Thesleff, 1987; Bruce et al., 1991; Raymond et al., 2000). O EGF, assim
como outros fatores de crescimento, exercem seus efeitos bioldgicos,
principalmente por mecanismo paracrino (age sobre células vizinhas) e autocrino

(age sobre a célula produtora) (Thesleff, 1987).

O desenvolvimento do dente € um bom exemplo para a morfogénese e
diferenciacdo de um orgéo epitélio-mesénquima.
Varios estudos relataram a presenca do EGF e de seu receptor — EGFr nas

células do drgéao dentario.

Segundo Thesleff (1987), o indice da erupgdo dentaria é anormal em
diversas condi¢des patologicas e sindromes, e estas anormalidades podem ser
alteradas experimentalmente em animais. A erupcao € acelerada em pacientes
com hiperfuncdo de varias glandulas endécrinas, e o atraso na erupgcdo esta
associado ao hipofuncionamento das glandulas tiredide, hipofise e adrenal.
Estudos confirmaram que o EGF esta envolvido na mediagdo dos efeitos dos
hormdnios tireoidiano, horménio do crescimento, insulina e corticosteréides. O
horménio tireoidiano aumenta a concentracao deste fator de crescimento na urina
e em varios tecidos do rato, incluindo a glandula submandibular, olho, pele e
dente. O mecanismo pelo qual este horménio aumenta a capacidade do EGF nos
tecidos ndo é conhecido, mas ha ao menos trés possibilidades:

1-) O nudmero de EGFr pode ser aumentado.
2-)  Asintese do EGF pode ser estimulada, local ou sistematicamente.
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3-) A degradacao pode ser lenta, é evidente, pois o hormdnio tireoidiano afeta
os niveis do EGFr nas glandulas mamarias e figado.

Como o hormonio tireoidiano afeta o dente, ainda nao esta esclarecido.

Martineau-Doizé et al., (1987) mostraram por meio de radioautografia, que
no 6rgdo do esmalte de incisivos inferiores de ratos, os sitios especificos de
ligacdo do EGF estdo presentes no tecido conjuntivo adjacente ao osso alveolar
(tecido conjuntivo derivado do foliculo dental), reticulo estrelado e estrato
intermédio das zonas pré e secretdrias; também nas células da camada papilar da

zona de maturacdo e nos ameloblastos com borda em escova (ruffle-ended).

Rihtniemi & Thesleff (1987), fizeram estudos com ratos recém-nascidos,
para saber a acdo do EGF. Observaram que nos animais tratados, os incisivos
inferiores irromperam 3 dias antes que os do grupo controle. Isto mostra que este
fator induziu a erupgdo precoce do incisivo, pela estimulagdo da proliferacéo
celular. Os pré-ameloblastos e pré-odontoblastos associados com o aumento de
mitoses foram os responsaveis pelo crescimento do dente. Este estudo sugere
que o ligamento periodontal ou o foliculo dental pode ter papel central no controle

da erupcao, talvez pelo controle da reabsorcao e formacao éssea.

Ainda em 1987, Partanen & Thesleff estudaram a localizagdo do '*I-EGF
no germe dentario do molar de camundongos, em diferentes estagios do
desenvolvimento, e também durante o desenvolvimento embrionario de outros
orgaos, tais como, rim, pulmao, pele e glandula submandibular, que sao formados
de componentes epiteliais e mesenquimais, Em todos os tecidos examinados,
ocorreu alta intensidade de marcagéo nos estagios de maior atividade proliferativa
de cada 6rgao. Por outro lado, a distribuicdo dos sitios de ligacdo do EGF foi
alterada dramaticamente durante o desenvolvimento. Isso sugere que o EGF atua
na organogénese desses 6rgaos, como estimuladores da proliferacdo epitelial
durante os estagios iniciais e também na progressao da morfogénese. Os autores
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concluiram, que a distribuicdo dos receptores nos diferentes tecidos e a resposta
ao EGF estdo sob controle local, sendo especificas do estagio do

desenvolvimento de cada érgéo, ndo estando relacionada a idade do embrido.

Snead et al.,, (1989), observaram quais grupos de células produzem o
precursor do EGF durante o desenvolvimento de o6rgaos dependentes de
interacbes epitélio-mesénquima, tais como o 6rgao dentario de camundongos. A
andlise realizada detectou a presenca do RNAm do precursor do EGF no epitélio
dentario interno, estrato intermédio, reticulo estrelado e nas células
ectomesenquimais da papila dentaria do germe dentario de molares no 17° dia
pos-nascimento. O RNAm do precursor do EGF, também se mostrou presente na
cartilagem de Meckel e na periferia dos centros osteogénicos da mandibula; estas
ultimas estruturas também mostraram a presenca de receptores para o EGF.
Sendo assim, durante o desenvolvimento mandibular, os locais de producédo do
EGF coincidiram com células ricas em EGFr, sugerindo que estas regides

contribuem para o desenvolvimento mandibular.

Cam et al., (1990) descreveram o padrao de distribuicdo do EGFr, utilizando
a técnica de imunofluorescéncia durante os eventos que levam a amelogénese do
12 molar inferior de camundongos. Durante a histomorfogénese (13° ao 17° dias
pré-natal) o EGFr estava localizado nos epitélios dentarios, primeiramente no
epitélio dentario interno e mais tardiamente no epitélio dentario externo. Apos este
periodo, a expressao do EGFr nestas estruturas diminuia, enquanto no reticulo
estrelado se mantinha com alta intensidade até o 20° dia pré-natal.
Adicionalmente, no 0 dia pds-natal foi encontrada alta intensidade de marcacao
para o EGFr nas células do mesénquima apical. Esses resultados sugeriram que o
EGF participa na cito e hisotodiferenciagdo durante o inicio da odontogénese, e
que macromoléculas da matriz extracelular podem estar envolvidas nesse

processo.
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Martineau-Doizé et al., (1991) estudaram a localizagdo do '*I-EGF no
orgao dentario de incisivos de ratos, durante a amelogénese. Na zona pré-
secretdria foram observados sitios de ligacdo do '?°I-EGF nas células do epitélio
dentario externo e zona secretoria; a expressao ocorreu nas células da camada
papilar e extrato intermédio. Em ambas as zonas, pré-secretéria e secretoria, foi
encontrada fraca, porém especifica marcacao sobre os ameloblastos. Na zona de
maturagdo foi encontrada uma alta afinidade do EGF marcado nas células da
camada papilar e nos ameloblastos de superficie estriada. Os ameloblastos de
borda lisa mostraram poucos receptores para o EGF. Os ameloblastos modulam
sua morfologia de borda estriada para lisa e vice-versa, em aproximadamente 2
horas, indicando que a modulacdo dos ameloblastos é mais rapida que a meia
vida dos receptores. Isto sugere a apreensao dos receptores nos ameloblastos de
borda lisa e sua exteriorizacdo nos ameloblastos de borda estriada,
demonstrando, que os receptores se reciclam durante a modulagdo entre os dois
grupos de ameloblastos. Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais, para
avaliar as relagbes moleculares funcionais entre o EGF, modulagédo dos

ameloblastos e a mineralizagdo do esmalte.

Cobo et al., (1992) estudando a imunomarcacgao para o EGF em embrides
de ratos com idade entre 16 e 21 dias pré-natal, encontraram um padrao similar na
distribuicdo do EGF e de seu receptor. Observaram fraca marcacao nas células do
germe dentéario nas fases de botdo, capuz e campanula. Durante a formacao dos
tecidos dentéarios (20 e 21 dias pré-natal), moderada marcagao nos odontoblastos,
ameloblastos e epitélio dental interno, porém forte marcacdo na dentina.
Adicionalmente, a presenca do EGF e do EGFr foi observada nas células do
tecido 6sseo que circunda o germe dental. Os resultados sugeriram que o EGF
tem moderada participagdao durante os periodos iniciais da diferenciagdo do dente,
e, provavelmente, esta mais envolvido com a producao da dentina. Além disso, o
EGF e seu receptor participam da diferenciacdo e maturacao de outros tecidos,
tais como, o SNC e o o0sso.
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Shore et al., (1992), verificaram que o EGFr estava presente no érgao
dentario do esmalte e papila dentaria, na regido odontogénica de incisivos de ratos
jovens. As células da papila dentaria, pré-ameloblastos e pré-odontoblastos
apresentaram fraca marcacgao para o EGFr, enquanto durante o estagio secretorio,
0os ameloblastos mostraram forte intensidade na marcacéo, sugerindo que estas

células utilizam o EGF durante a secrecao da matriz do esmalte.

Wise et al., (1992), mostraram em molares de ratos de 0 a 10 dias pds-
nascimento, que a imunolocalizacdo do EGF e de seu receptor, apresentaram um
padrdao similar na marcacéo, observados nas células do érgdo do esmalte e do
foliculo dentario, sendo que o EGF foi mais intenso no foliculo dentério,
ameloblastos e osso alveolar até o 4° dia, diminuindo a intensidade nos dias
subsequentes; no reticulo estrelado, a marcacao foi fraca do 2% ao 10° dia; ja
odontoblastos e polpa dental tiveram moderada intensidade de marcagcao em
todos os periodos estudados. Para o EGFr, o foliculo dentario também mostrou
forte marcacdo do 0 ao 8° dia, diminuindo no 9° dia; pré-osteoblastos e
osteoblastos do osso alveolar mostraram marcagao menos intensa, enquanto que
ameloblastos e odontoblastos marcacdo mais fraca. A imunolocalizagédo do EGF
nos ameloblastos foi mais intensa que para o EGFr. Assim, concluiu-se que a
localizagao do EGF nas células do érgao do esmalte e do foliculo dentério durante
o periodo critico da erupcao dentaria, pode exercer um papel importante nos
eventos iniciais desta erupcao, por meio de um efeito autocrino e/ou paracrino
sobre o foliculo dentario, estando assim envolvido na regulacdo do

desenvolvimento dos dentes.

Em 1995 Davideau et al., investigaram, em molares de ratos, o
envolvimento do EGF na formacdo dos tecidos mineralizados por meio de
hibridizacao in situ e imunohistoquimica. O EGFr foi detectado no diafragma
epitelial, bainha epitelial de Hertwig e células formadoras do osso alveolar com
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forte intensidade de marcacéao, sugerindo a participacao do EGF na proliferacao e

diferenciagéo celular dos tecidos mineralizados do dente

Tanikawa e Bawden (1999) estudaram , em molares de ratos no 5° dia pos-
natal, a localizacdo e possiveis efeitos bioldgicos do EGF em células do érgao
dentario durante os eventos que levam diretamente a formagéo do esmalte Por
meio da imunohistoquimica, localizaram sitios de ligacdo para o EGF nos
ameloblastos pré-secretérios, nas regides distal e proximal dos ameloblastos
secretérios, nos odontoblastos e no estrato intermédio, sugerindo que o EGF

exerce papel importante na diferenciagéo e secregéo dos ameloblastos.

Adicionalmente, outras células expressam o EGF. Araudjo et al., (2003)
avaliaram a expressao do EGF e de seu receptor nas células epiteliais da gengiva
normal e de pacientes com fibromatose gengival hereditaria. O estudo revelou o
mesmo padréo de distribuicdo para o EGF e EGFr. Estes foram localizados na
camada basal, com maior intensidade de marcagao, diminuindo progressivamente
nas camadas espinhosa e granulosa. Esses dados indicaram que a sintese do
EGF ocorre nas células basais do epitélio oral. O EGF e EGFr, também foram
encontrados com forte marcacdo, na regido basal das papilas epiteliais
hiperplasicas dos pacientes com fibromatose gengival hereditaria, sugerindo o
envolvimento do EGF na proliferagao celular. Outro estudo, também mostrou forte
expressao do EGF no epitélio oral préximo ao dente em desenvolvimento € na
epiderme de camundongos (Gresik et al., 1998).

2.4- FATOR TRANSFORMADOR DO CRESCIMENTO - TGF-p1

A superfamilia do TGF-B inclui fatores transformadores do crescimento
(TGF-Bs), activina e proteina 6ssea morfogenética (BMPs); € uma grande familia
de moléculas sinalizadoras, que regulam muitos aspectos da funcao celular e

consequentemente tém diversos efeitos sobre uma variedade de tipos celulares e
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tecidos (Kingslei, 1994; Yingling et al, 95). Os membros da superfamilia do EGF-
exercem seus efeitos pela ligacdo aos receptores de superficie celular.
Receptores tipo | e Il para TGF-Bs, activinas e BMPs sao quinases serina/treonina
transmembrana (Wrana et al., 1992; Attisano et al., 1996).

Uma caracteristica distinta da familia de proteinas do TGF-B é sua
habilidade de reversibilidade para inibir 0 crescimento de varios tipos celulares,
particularmente células derivadas do ectoderma, como queratinécitos e leucécitos
(Olashaw et al., 1986). TGF-Bs sao sintetizados por uma ampla variedade de tipos
celulares, incluindo plaquetas, macrofagos, linfécitos, fibroblastos, células 6sseas
e queratinécitos. Quase todas as células possuem receptores para TGF-p. Assim,
os fatores transformadores do crescimento s&o, provavelmente, 0s mais
amplamente atuantes de todas as familias de fatores de crescimento (Bennett NT
& Schultz GS, 1993)

Nos mamiferos, a familia de TGF-p consiste de 3 proteinas relacionadas,
TGF-p1, TGF-p2 e TGF-B3. Estas 3 isoformas compartilham de 70 a 80% de
homologia na seqiiéncia dos aa, quase 100% conservado entre as espécies, e
mostram fungdes similares in vitro (Massague et al., 1992; Kingsley, D. 1994). Ha
um grau notavel de identidade entre as seqiéncias maduras do TGF-B de
diferentes espécies. Por exemplo, as sequiéncias do TGF-1 maduro de origem
humana, suina, simia e bovina sao idénticas.

TGF-B1 foi inicialmente isolado e seqiienciado a partir de plaquetas. E uma
proteina homodimérica, de peso molecular de 25Kda. Cada subunidade do TGFp1
é inicialmente sintetizada como uma molécula precursora inativa com 390 aa,
proteoliticamente processada para gerar um fragmento da porcdo C-terminal do
seu precursor com 112 aa. Contudo, em muitas células, a por¢ao N-terminal da
molécula precursora permanece associada a proteina TGF-1, formando um
complexo latente ou inativo. Nas plaquetas, uma terceira proteina, chamada
proteina latente de ligacao ao TGF-B, se liga e estabiliza o complexo (Miyazono,
et.al.,1991).
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No contexto da reparacdo tecidual, duas das mais importantes agdes dos
TGF-Bs sdo suas habilidades para estimular a quimiotaxia de células inflamatérias
e para estimular a sintese de matriz extracelular (Bennett & Schultz, 1993).

Fatores transformadores do crescimento, sdo reguladores multifuncionais
de acdo autécrina e paracrina do crescimento e diferenciacdo celular,
morfogénese, angiogénese, adesao, quimiotaxia, resposta imune e formacéo da
matriz extracelular. Anormalidades em muitas destas funcbes podem estar
relacionadas com o desenvolvimento de céancer. (Contudo, as isoformas sao
diferencialmente expressas espacialmente e temporalmente in vivo, durante a
embriogénese (Pelton et al.,, 1991), reparacao tecidual e carcinogénese (Levine et
al., 1993; Gold et al., 1994)).

O Fator transformador do crescimento tipo 1 tem despertado interesse,
devido a sua forte localizagdo em tecidos mineralizados (Syedin et al., 1985). Em
embrides e logo apdés o nascimento, este tem sido reportado como sendo
amplamente expresso em varios compartimentos da coroa de molares de ratos em

desenvolvimento (D Souza et al., 1990; Symons et al., 1996).

Cam et.al,. (1990), estudaram a imunolocalizacado do TGF-B1 em incisivos
inferiores e 1° molar de embrides e recém-nascidos de ratos. O TGF-p1 foi
detectado no reticulo estrelado dos incisivos de 13 e 16 dias e no reticulo
estrelado nos 12° molares do 172 ao 20° dia. O mesénquima dental de incisivos e
molares com 14 dias e mesénquima peridental dos molares em estagio de botédo e
capuz, também apresentaram marcagdo. A expressao mais precoce no reticulo
estrelado dos incisivos que nos molares, nao reflete o conhecido atraso de 1,5 dia
entre a polarizacdo dos odontoblastos nos incisivos e 1°° molares inferiores de
ratos. Os resultados obtidos sugerem que as células do epitélio dental interno e
externo sintetizam e secretam TGF-B1, portanto os receptores do TGF-B1

poderiam estar localizados nas células do mesénquima dental e reticulo estrelado,
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e participariam na regulacdo da proliferacao celular nos estagios iniciais da

odontogénese (< 162 dia) e diferenciacdo num estagio posterior (< 17° dia).

Vaahtokari et al.,, (1991), estudaram a expressdao do RNA do TGF-p1
durante o desenvolvimento do dente. Analises mostraram o aspecto da expressao
local do RNA do TGF-B1 no epitélio dental no estagio de botdo (embrides de 13
dias). Pouco antes da transicdo para o estagio de capuz, a expressao aumentou
no botéo epitelial e no mesénquima dental condensado. No estagio de capuz (14 —
15 dias pré-natal), houve intensa expressdo na alga cervical morfologicamente
ativa do epitélio dental. No inicio do estagio de sino (embrides de 16 — 17 dias pré-
natal), houve expressédo no epitélio dental interno, que desapareceu no 18° dia.
Apbs o nascimento, os transcritos do TGF-B1 apareceram transitoriamente nestas
células, quando estavam se diferenciando em ameloblastos, e desapareceram
quando estes se tornaram secretores (4 dias pds natal), mas a expressao
continuou nos ameloblastos das cuspides, nas areas livres de esmalte. Expressao
transitéria do RNA do TGF-p1, também foi detectada nas células do estrato
intermediario, e odontoblastos expressaram altos niveis de TGF-B1 em todos os
estagios, incluindo odontoblastos da raiz dos incisivos.

Os autores sugeriram que o TGF-B1 pode regular a diferenciacao terminal
e, ou as fungdes secretoras dos ameloblastos; que nos odontoblastos, o TGF-1
pode agir como um fator autocrino que regula sua prépria sintese, e a formacéao da
matriz da dentina. As mudancas em estagios especificos na distribuicdo do RNA
do TGF-B1 no desenvolvimento dental, sugerem que o TGF-B1 possui multiplos
papéis na odontogénese. Ao que parece, o fator transformador do crescimento
tipo 1 age como um fator paracrino e autoindutor, e também participa de

interacdes epitélio-mesénquima.

Wise & Fan (1991), estudaram a localizacdao do TGF-f1 em molares de

ratos de 1 a 7 dias pds-natal. Os resultados indicaram que o TGF-B1 exibe uma
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localizagéo espacial e temporal. Nos ratos de 1 e 2 dias de vida, o reticulo
estrelado marcou fortemente, mas foliculo dental, ameloblastos e estrato
intermediario ndo apresentaram marcagao. Nos dias subsequentes (até o 7° dia),
a marcagao desapareceu do reticulo estrelado e se manteve ausente nos outros
tecidos.

Os pesquisadores concluiram, que por ser um evento critico no molar de
rato, o influxo de monécitos no foliculo dental antes da erupcao (32 dia), e como a
marcacao do TGF-pf1 no reticulo estrelado precedeu este evento do
desenvolvimento (12 e 22 dia), este influxo de mondcitos se junta ao fato de que
capilares fenestrados sdo abundantes no foliculo dental adjacente ao reticulo
estrelado, sugerindo que o TGF-B1 poderia ter um papel na atracdo de mondcitos
do sangue periférico para o foliculo dental e este influxo também poderia contribuir
para um aumento paralelo dos osteoclastos, necessarios a formacao de uma via

eruptiva (reabsorgcao 6ssea), para que o dente chegue a cavidade bucal.

Lin & Wise (1993), estudaram a imunolocalizacdo do TGF-p1 e EGFR e a
acao do EGF sobre o TGF-B1 nas células do reticulo estrelado do 1° e 2° molares
de ratos com 6 e 8 dias pds-natal.

Os resultados mostraram que as células do reticulo estrelado respondem a
incubagao com EGF, pois houve um aumento no nivel de expressao do RNAm do
TGF-B1. Ao que parece, o efeito do EGF sobre as células do reticulo estrelado, é
estimular a expressdao do RNAm do TGF-B1. A imunohistoquimica mostrou que a
maioria das células contém as proteinas TGF-$1 e EGFr.

Os autores concluiram que, como o EGF estimula a erupg¢ao prematura dos
dentes, seu efeito sobre a regido do reticulo estrelado, poderia ser para estimular
a sintese de RNAm do TGF-B1, que ao contrario, conduziria a0 aumento da
sintese do TGF-B1 por estas células; entdo o TGF-B1 sintetizado exerceria seu
efeito sobre o foliculo dental adjacente, sendo que um ou outro iniciaria os eventos

celulares da erupgao dental.
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Izeki et. al., (1995), investigaram o padrédo de localizacdo dos receptores
para TGF-p tipo | e tipo Il (TBR-1 e TBR-II), durante a organogénese, em embrides
de ratos de 12 a 16 dias.

Os resultados mostraram marcagao para os receptores tipo | e Il em varios
orgados em desenvolvimento como, 0sso, dentes, cartilagem de Meckel e tecidos
neurais, onde a expressao de seus ligantes ja tinha sido reportada. Durante os
estagios estudados, a expressdo do TBR-I foi mais evidente que o TBR-Il. O TBR-II
foi localizado preferencialmente nas células mesenquimais indiferenciadas, que
subsequentemente se diferenciaram em o0sso. No sistema nervoso central houve
intensa marcacao somente para o receptor tipo |. Na regido da mandibula de
embrides com 13 a 15 dias, observou-se marcagao para ambos os receptores na
cartilagem de Meckel. Marcacao dispersa foi detectada no epitélio oral,
mostrando-se mais intensa nos sitios de invaginacdo do broto dental e glandula
submandibular. No 132 dia, a lamina dental estava se invaginando no mesénquima
condensado, TPR-1 e Il se localizaram no epitélio em invaginacdo. Esta co-
localizacdo dos receptores no broto dental foi observada até o 16° dia, mas
subsequientemente se tornaram limitadas ao reticulo estrelado.

Na conclusdo, os autores sugeriram que os receptores tipo | e Il sdo os
principais mediadores dos efeitos dos TGF-fs, e que estes TGF-Bs possuem
multiplos papéis importantes durante o desenvolvimento do vertebrado. A co-
localizacdo dos receptores no broto dental levou os autores a especular que,
ambos os receptores TPR-I e TBR-Il poderiam ser necessarios para a dinamica

epitelial da morfogénese.

Gao et. al., (1998) observaram a expressao e imunolocalizacdo do TGF-B1
no periodonto de ratos (cemento, ligamento periodontal e osso alveolar) com idade
de 3, 6 e 12 semanas (raizes de molares em erupgcao e raizes completamente
formadas de molares erupcionados). Os resultados revelaram que o TGF-p1 foi

expresso no 0sso alveolar em desenvolvimento, ligamento periodontal e cemento,
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em todos os estagios estudados. Durante o desenvolvimento da raiz, marcagao
positiva para o TGF-p1 foi observada nos tecidos do ligamento periodontal, osso e
cemento em todos os estagios. A distribuicdo do TGF-B1 nos fibroblastos do
ligamento periodontal foi mais fraca que o observado nos osteoblastos e
cementoblastos; o endotélio dos vasos sanguineos também foi imunopositivo para
o TGF-p1. A intensidade da expressao do TGF-B1 nos ostedcitos, localizados no
0sso alveolar que envolve a raiz, variou com a idade dos animais; as células no
0sso alveolar maduro demonstraram uma diminuigéo na intensidade de marcagéo.
Osteoclastos, na superficie 6ssea em reabsorcao, adjacente a porcao cervical da
raiz nos ratos de 6 semanas, também expressaram positiva marcacao.

Os resultados da hibridizacao in situ, mostraram a expressdao do RNAm do
TGF-B1 nos ostedcitos, cementoblastos e fibroblastos, tanto na porcao cervical
como na porcao apical do periodonto em desenvolvimento em todas as idades
estudadas. Os transcritos para o TGF-B1 foram localizados no citoplasma e
ocasionalmente no nucleo destas células. Fibroblastos do ligamento periodontal
expressaram RNAm do TGF-B1 nas porcdes apical e cervical da raiz. Na maior
parte dos ostedcitos e células endoteliais dos vasos sanguineos, ndo foram
detectados sinais de RNAmM do TGF-B1. Na medula 6ssea adjacente ao apice da
raiz, muitas células mononucleares expressaram RNAm para o TGF-p1.

Ao que parece, o TGF-pB1 esta associado ao desenvolvimento do ligamento
periodontal, cemento e osso alveolar, em todos os estagios do desenvolvimento
da raiz, apés o nascimento. Cementoblastos, osteoblastos e fibroblastos do
ligamento periodontal, podem ser a principal fonte de producdo do TGF-g1. O
TGF-B1, na matriz extracelular, pode ser benéfico para a propria reparagao
tecidual, podendo ser liberado dos sitios locais de armazenamento, seguindo para
os tecidos danificados. Portanto, os autores concluiram que o TGF-f1 tem um
importante papel na modulagdo da formacdo tecidual e desenvolvimento do
periodonto.
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Sloan & Smith (1999), estudaram os efeitos das isoformas do TGF-Bs (TGF-
B1, TGF-B2 e TGF-B3) sobre a resposta do complexo dentina-polpa de incisivos de
ratos com 28 dias de vida. Para o TGF-f1, os resultados mostraram, que apés a
aplicacdo do mesmo, a maior parte das culturas foi afetada Eles foram fortemente
associados aos sitios de aplicacao inicial das gotas de agarose; odontoblastos e
células da camada sub-odontobléstica subjacente foram afetadas. O localizado
aumento no espessamento da pré-dentina, foi observado nos sitios de aplicacao
das gotas de agarose, quando comparado as areas da mesma cultura longe da
gota e com as culturas controles. Observou-se ainda um aumento no nimero das
células da camada sub-odontoblastica, nos sitios de aplicacdo do TGF-B1, quando
comparado a areas e culturas controles. Em geral, todos os efeitos biolégicos
mostraram gradientes de intensidade, como distancia do sitio de aplicacao
aumentado. O TGF-B3 estimulou ainda um aumento local na secrecao da pré-
dentina, nos sitios de aplicacdo quando comparados a culturas controles. O TGF-
B2 teve um efeito minimo sobre as culturas; nenhuma mudanga significante no
espessamento da pré-dentina ou densidade das células sub-odontoblasticas
ocorreram nas areas associadas com as gotas de agarose, quando comparados
as areas controles. Os resultados demonstraram que TGF-B1 e TGF-f3 podem,
localmente estimular efeitos dentinogénicos nos odontoblastos, quando aplicados
sobre gotas de agarose. Estas isoformas tém efeitos mitogénicos sobre a
populacdo de células sub-odontoblasticas. Assim, os pesquisadores concluiram
que os resultados fornecem suportes evidentes para o envolvimento do TGF-B nos
eventos da dentinogénese, permitindo comparacées de tais eventos nos tecidos
em desenvolvimento e maduros, com 0s processos de reparagcdo no complexo

dentina-polpa apéds injaria tecidual.
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2.5- INTERLEUCINA-1a - IL-1c

A IL-1a, assim como outras citocinas, € um potente fator, que demonstra
atividade mesmo em baixas concentracdes (Oppenheim et al., 1986). No osso,
estimula os osteoclastos aumentando a reabsorcao 6ssea (Thomson et al., 1986).
A producao da IL-1 tem sido freqlientemente associada a condi¢des patoldgicas e
sua atividade é modulada por outras substancias (Shirakawa et al., 1988; Smith et
al., 1987).

Em animais osteopetroticos, a reabsorcdo ossea é defeituosa e o dente
ndo erupciona. Ao que parece, o metabolismo dsseo local envolve a produgéo de
citocinas como a IL-1a; a produg¢do desta citocina pelos tecidos dentais durante a

erupcado pode ser fundamental para o movimento do dente (Symons et al., 1995).

Davidovitch et al., (1988) estudaram a imunolocalizagdo de interleucinas em
células dentais e paradentais, durante a erupcao e reabsorcdo da raiz, em
mandibulas de gatos com 3,5, 45 e 55 meses. Os resultados mostraram
imunoreatividade positiva para a IL-1a. em osteoclastos e odontoclastos em ativa
reabsorcao, osteoblastos em sitios de ativa formacao 6ssea, fibroblastos da polpa
da regiao apical dos dentes em desenvolvimento, fibroblastos do ligamento
periodontal e células mononucleadas dos espacos medulares do osso alveolar.
Com os resultados os autores concluiram, que interleucinas, principalmente IL-1a,
esta presente nas células de dentes em erupgcao e em reabsorcao. Portanto essa
citocina pode ser reguladora das atividades fisiologicas destas células. Como
muitos tipos celulares foram implicados no processo de erupcao dental e
reabsorcdo da raiz, pode ser concebivel postular, que a IL-1a € um importante

regulador endbégeno da erupgao e reabsorgao.
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Symons et al., (1995), estudaram a bioatividade da IL-1a, por meio de
cultura dos primeiros molares inferiores de ratos com falha na erupg¢do dental
(defeito na reabsorcdo 6ssea) e ratos normais, com 3 a 13 dias de vida poés-
nascimento. Os resultados mostraram que dentes molares de ratos normais
secretam mais IL-1a que dentes de animais em estado patoldgico, refletindo a
diferenca no tamanho dos animais; ratos normais apresentaram maior peso e
dentes molares maiores; os niveis detectados da IL-1- secretada pelos dentes
aumentaram progressivamente com a idade dos animais.

Os pesquisadores concluiram que a quantidade da IL-1a secretada pelos
dentes em desenvolvimento pode resultar de tecidos normais em desenvolvimento

e diferenciacdo e/ou ocorrer em resposta ao metabolismo 6sseo local.

Wise et al., (1995), estudaram a imunolocalizagao da IL-1a no 12 molar de
ratos de 0-12 dias pés-nascimento, mostrando a localizacdo desta proteina no
reticulo estrelado, adjacente ao foliculo dental. A marcacao no reticulo estrelado
foi mais proeminente logo apés o nascimento, tornando-se ausente no 11¢ dia.
Injecdes de EGF em ratos com 0 dia, aumentou grandemente a intensidade de
marcacgao da IL-1a no reticulo estrelado, e a expressdo do gene para a IL-1a. em
células do mesmo tecido (in vitro). Os resultados deste estudo sugerem uma
traducdo aumentada do RNAm da IL-1a no reticulo estrelado, apds injegdes de
EGF. A IL-1a pode exercer seu efeito sobre as células do foliculo dental,
adjacente ao reticulo estrelado, porque o EGF também aumenta a expressao do
RNAm do receptor tipo | da IL-1a em cultura de células do foliculo dental, como
também aumentando sua expressao in vivo. Pelo fato de que, injecdo de EGF
estimula a erupgao precoce dos dentes, seu estimulo sobre a sintese da IL-1a no
reticulo estrelado, pode ser o mecanismo pelo qual o EGF inicia os eventos da

cascata molecular, sinalizando o inicio da erupcao dental.
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Wise & Zhao (1997), estudaram por meio de imunohistoquimica, a presenca
do receptor tipo | (IL-1R1) para IL-1a, em fibroblastos do foliculo dental de molares
de ratos.

Os resultados mostraram que o receptor tipo | da IL-1a € primariamente
localizado no foliculo dental, com uma marcacdo muito intensa logo apds o
nascimento e marcagdo muito reduzida ao 10 dias de vida do animal. Em
conjungao com este resultado, moléculas que aumentam a expressao do gene da
IL-1a,, 0 EGF e 0 TGF-B1 também mostraram que amplificam a expressao do IL-
1RIl, mas a IL-1a ndo aumenta a expressdo de seu receptor. Apds injecées do
EGF, em diferentes tempos apds o nascimento, observou-se um aumento do
RNAm do receptor da IL-1a se comparado com o controle. Entre 0 2° e 0 5° dia
houve uma diminuigdo do RNAm do receptor da IL-1a no foliculo dental.

Segundo os autores, a combinacado dos resultados, sugere que, como a
expressao da IL-1a € aumentada no reticulo estrelado pelo EGF ou TGF-p1, estas
duas moléculas também poderiam aumentar a expressao do receptor tipo | da IL-
1o no foliculo dental, ja que mais receptores estariam disponiveis para responder
ao aumento da IL-1a secretada. A presengca méxima dos receptores (IL-1RI) no
foliculo dental logo apds o nascimento, seguido de seu declinio, é paralelo ao
aumento e queda do CSF-1 no foliculo. Assim, a regulacao do IL-1RI e do gene do

IL-1RI, poderia ser o meio de regular as mudangas no foliculo dental.

Wise (1998) estudou o efeito da IL-a sobre a expressao do gene do CSF-1
nas células do foliculo dental de molares de ratos com diferentes idades (apds o
nascimento).

Os resultados demonstraram que injegcbes de IL-1o aumentaram a
expressao do gene do CSF-1 in vivo no foliculo dental aos 3, 7 e 10 dias pos-
nascimento, sugerindo, que a IL-1a pode ter um papel na cascata de sinalizagao

molecular que inicia a erupg¢ao, pelos seus efeitos sobre o gene do CSF-1.
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2.6- FATOR ESTIMULANTE DE COLONIAS - CSF-1

Fatores estimulantes de colénias (CSFs), sao fatores de crescimento
hematopoiéticos, que estimulam o crescimento e diferenciacdo de células de
linhagens granulécitos e macréfagos. Ha pelo menos 4 subclasses conhecidas,
cada uma exibindo diferentes propriedades fisicas (Stanley, 1979; Stanley, 1981).

Fator estimulante de col6nias tipo 1 (CSF-1) é uma glicoproteina, que
estimula especificamente a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacao de células
da linhagem mononuclear fagocitica (Das & Stanley, 1982; Heyworth et al., 1990).
Seus efeitos bioldégicos sdo mediados por receptores especificos de superficie
celular, e ocorrem exclusivamente em células mononucleares fagociticas. (Das &
Stanley, 1982).

O fator estimulante de colbnias tipo 1 — CSF-1, tem sido amplamente
estudado, pois, ao que parece também participa do processo de erupcdo dental,
atraindo mondcitos, que se transformardo em osteoclastos e que, por sua vez
promoverao a reabsor¢cdo do 0sso alveolar, formando uma via eruptiva para que o

dente chegue a cavidade bucal.

Wise e Lin (1994), estudaram a regulacao e imunolocalizacdo do RNAm do
CSF-1 em culturas de células do foliculo dental (fibroblastos) do 12 e 2% molares
de ratos, 6 e 7 dias pdés-nascimento, tratados com IL-1a e o proprio CSF-1.

Os resultados mostraram que as células do foliculo dental expressam
RNAm para o CSF-1 e células tratadas com o proprio CSF-1, resultaram no
aumento do produto do PCR- CSF-1. A imunoperoxidase para a proteina do CSF-
1 mostrou que o seu RNAm parece ter sido traduzido, isto porque o citoplasma
destas células marcou para o CSF-1. Células tratadas com IL-1a também
mostraram amplificacao na expressao do CSF-1.

Os resultados sugeriram, que a expressao do RNAm do CSF-1 na cultura

de células do foliculo dental e 0 aumento de sua transcricao pela IL-1a, pode ser
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fator causal na iniciagcdo e ou regulacdo de alguns dos eventos celulares
observados no foliculo no tempo certo da erupcéo; também, que o proprio CSF-1
pode ser produzido in vivo, pelas células do foliculo dental para recrutar os
mondcitos para a formacao de osteoclastos, levando a formacdo de uma via

eruptiva no osso alveolar.

Cielinski et al., (1994), utilizando ratos normais e mutantes osteopetréticos,
estudaram a acdo do CSF-1 sobre a erupcédo dental do 1° molar. Parte dos
animais foi tratada com inje¢des de CSF-1 a partir do nascimento até o 18° dia. Os
resultados mostraram, que nos animais normais sem tratamento a erupg¢ao do 1°
molar aconteceu entre o 17° e 18° dia; animais normais tratados com CSF-1
tiveram seus molares erupcionados entre o 132 e 142 dia; nos animais mutantes
sem tratamento, os dentes ndo erupcionaram e nos animais mutantes tratados
com CSF-1, os molares erupcionaram entre o 20° e 22° dia. Animais normais nao
tratados, apresentaram um pico de populagdo de células mononucleares no
foliculo dental e de osteoclastos no osso alveolar no 3° dia apds o nascimento, e 0
mesmo foi observado nos animais normais tratados, mas a quantidade destas
células foi muito maior. Nos animais mutantes osteopetréticos tratados, observou-
se um dramatico influxo de células mononucleares no foliculo dental, com um pico
maximo no 7° dia; também o numero de osteoclastos aumentou, alcancando o
pico maximo no 5° dia; animais mutantes ndo tratados apresentaram poucas
células mononucleares e osteoclastos; assim, o CSF-1 acelera a erupcao, pelo
aumento no numero de osteoclastos e de seus precursores € promove a erupgao,
mesmo atrasada, em animais mutantes. Portanto, o CSF-1 parece ter um papel
importante nos eventos reguladores da erupgéo dental, e a administragédo local do

CSF-1, pode ser clinicamente util no movimento e erupcao dos dentes.
Wise et al., (1995), examinaram a localizacdo do CSF-1 e de seu RNAm,

nos tecidos dentais de molares de ratos, num periodo cronolégico de 0 a 10 dias
pés-nascimento. Os resultados mostraram que o RNAm para o CSF-1 esta
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presente in vivo no foliculo dental do 1° molar do rato; a expressdo maxima do
RNAmM ocorreu no 3° dia. A imunomarcacgao revelou que o RNAm do CSF-1 é
traduzido, mostrando forte marcacdo no foliculo dental nos primeiros dias e
estando ausente no 9° dia. Fraca marcacao foi observada no osso alveolar,
ameloblastos e porcao apical dos odontoblastos. Pelas observacdes de que ha um
influxo de monécitos no foliculo dental no 3° dia ap6s o nascimento, influxo este,
que aumenta o numero de osteoclastos necessarios para a erupg¢ao, os autores
sugerem que a expressao maxima do RNAm do CSF-1 no 3° dia, contribue para
este influxo de mondcitos e estabelecem, que a relagdo entre a molécula CSF-1,

0s monacitos e o foliculo dental, possam ter um papel principal na erupgéo dental.

Cielinsky et al., (1995), sabendo que o EGF e o CSF-1 aceleram a erupcao
de dentes de roedores, examinaram e compararam os efeitos de injecées de CSF-
1 e EGF, sozinhos ou em combinacao, sobre os dentes: incisivo e 12 molar de
ratos recém-nascidos.

Os resultados mostraram que o EGF acelerou a erupgao dos incisivos, mas
nao teve efeito significante sobre os 1% molares. CSF-1; ao contrario, acelerou a
erupcao mais do molar que do incisivo; CSF-1 também aumentou o numero de
células mononucleares (mondcitos) no foliculo dental e osteoclastos na superficie
do osso alveolar adjacente ao redor do 1° molar, que levou a um aumento da
reabsorcdo do osso alveolar. Os resultados demonstraram efeitos potentes do
CSF-1 exégeno sobre o recrutamento e funcdo dos osteoclastos e apdiam o
conceito de que, a reabsorcdo déssea € o principal componente do processo
eruptivo. As observacbes de que o EGF acelerou a erupcao dos incisivos, mas
nao dos molares, enquanto que o CSF-1 teve efeito oposto, sugere que a erupgao
de incisivos e molares em roedores pode preferencialmente responder a

reguladores moleculares diferentes.

Wise et al., (1997), estudaram a imunolocalizacao e expressdao do CSF-1
receptor, nas células do foliculo dental dos 1° e 2° molares de ratos, logo apés o
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nascimento. Intensa marcagcao para o CSF-1 receptor foi observada no foliculo
dental do 12 molar até o 5° dia, diminuindo drasticamente do 6° ao 10° dia. O osso
alveolar mostrou variavel marcacdo neste periodo; ja os ameloblastos e
odontoblastos marcaram suavemente. A andlise para se determinar se o efeito
autécrino do CSF-1, inibido pelo CSF-1 receptor, revelou que altas concentragcoes
desta citocina reduziram a expressao do seu receptor. A molécula que amplifica a
expressao do gene para CSF-1 (IL-1a), ndo teve efeito sobre os niveis do RNAm
do CSF-1 receptor. Os resultados sugerem que a inibicao do feedback, do efeito
autécrino do CSF-1 sobre sua propria expressao, é devido ao efeito do CSF-1 que
inibe a tradugdo e transcricdo do seu receptor. Em troca, estas interacdes
moleculares, possivelmente regulam os eventos celulares que ocorrem no foliculo

dental, antes e durante a erupcao dental.

Ainda em 1997, Que & Wise, utilizando células do foliculo dental de molares
de ratos recém-nascidos, determinaram que a MCP-1 (proteina quimiotatica de
mondcitos tipo 1) e 0 CSF-1 sozinhos ou em meio condicionado, sao quimiotaticos
para mondcitos, demonstrando, que tanto o CSF-1 quanto a MCP-1, produzidos
pelo foliculo dental, podem ser os responsaveis pelo influxo de mondcitos no

foliculo dental, necessarios para iniciar a erupcao.

Wise et al., (1999), estudaram a expressao do RNAm do CSF-1 no foliculo
dental do 12 molar de camundongos, com 1 a 12 dias pds-nascimento, mostrando
que o CSF-1 (quimiotatico para células mononucleares), foi expresso em todas as
idades, mas que o pico maximo de expressao ocorreu no 5° dia, concluindo, que o
resultado obtido corrobora com outras pesquisas, mostrando que neste mesmo
tempo ha um influxo de células mononucleares também no foliculo dental (Rolins
et al, 1988), células estas importantes para a formacdo de osteoclastos,

necessarios a formagéao de um caminho eruptivo (Grier & Wise, 1998).
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3 Proposicao

Este estudo teve como objetivo, analisar a distribuicdo do EGF, EGFr, TGF-
B1, IL-1a e CSF-1 no periodonto de incisivos inferiores de ratos (dentes modelo de
crescimento e erupgao continuos), em condigdes funcionais normal e alterada,

empregando a técnica de imunohistoquimica.
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4 Materiais e Metodos

4.1 Animais:

Para o desenvolvimento deste trabalho, o projeto de pesquisa foi
submetido & aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Campinas. Para o estudo foram utilizados 60 ratos
(Rattus norvegicus, Albinus, Wistar) machos, com peso médio de 250 gramas,
sendo os mesmos procedentes do Biotério Central da UNICAMP. Todos os
animais foram mantidos, desde as fases de pré-tratamento até o sacrificio, em
gaiolas de policarbonato, em local com temperatura e umidade controladas, com
um ciclo alternado de 12 horas claro-escuro. A alimentacao dos animais constou

de ragao balanceada padréo e agua “ad libitum”, diariamente.

4.2 Grupos experimentais:

A amostra foi dividida, de forma aleatéria, em trés grupos experimentais:
grupo controle, grupo de 8 horas de desimpedimento e grupo de 8 dias de
desimpedimento. O grupo controle foi composto por 10 animais enquanto 0s

demais grupos foram compostos por 25.
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4.3 Grupo tratado ( 8 horas e 8 dias) e grupo controle:

Cinglienta animais, pertencentes ao grupo tratado, tiveram, sob anestesia,
seus incisivos inferiores esquerdos seccionados na altura da papila interdental,
com uma broca diamantada montada em alta rotacdo. Estes dentes
permaneceram fora de oclusao, sendo considerados em condi¢cdes hipofuncionais,
enquanto os incisivos direitos (contralaterais) permaneceram em oclusédo, e
estando em sobrecarga, foram considerados em condigdes hiperfuncionais. Vinte
e cinco destes animais sofreram esta intervengdo apenas uma unica vez, sendo
sacrificadas oito horas apds, enquanto os outros vinte e cinco animais tiveram
seus dentes seccionados a cada dois dias e permaneceram fora de oclusdo por
oito dias. Dez animais, pertencentes ao grupo controle, tiveram seus incisivos

mantidos em condi¢des normais de erupgao (Fig. 1 e 2)

Fig. 1: grupo tratado (8 dias e 8 horas) Fig. 2: grupo controle
Dente hipofuncional (Ho) — seta azul dentes normofuncionais (C) -
Dente hiperfuncional (Hr) — seta amarela setas laranja
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4.4 Coleta do Material:

Para a retirada dos incisivos, os animais foram anestesiados com injecéao
intramuscular contendo Ketamina (Francotar) 1 ml/kg de peso do animal,
associado ao relaxante muscular Cloridrato de Xylazina (Virbraxyl), 0,1 mil/kg de
peso corporal do animal e sacrificados por perfusdo intracardiaca com uma
solucao fixadora segundo KARNOVSKY (1965) contendo 0,1% de glutaraldeido.
O tempo de perfusdo para cada animal foi de 10 min. As mandibulas foram
dissecadas, separadas em hemimandibulas e apds a remoc¢éao de todo o tecido
mole externo, foram imersas durante 6 horas na mesma solugcdo fixadora, em
seguida a lavadas em tampao PBS (3x por 10 min), e descalcificadas com EDTA a
4,13 %, a temperatura ambiente por cerca de 40 dias, com trocas diarias do
descalcificador. Ap6s a descalcificacao, as hemimandibulas foram divididas em 5
regidbes no sentido transversal ao corpo da mandibula, correspondendo
respectivamente: R1 da crista alveolar a face mesial do 1% molar, R2 regidao do 1°
molar, R3 regiao do 2° molar, R4 regido do 3° molar e R5 regiao odontogénica
(Esqg. 1). Para este estudo foi estipulada a utilizagao das regides R1, R3 e R5. Em
cada regidao da hemimandibula fez-se uma referéncia para que as pegas fossem
incluidas de modo que os cortes fossem sempre obtidos no sentido apico-incisal
do incisivo. As pegas foram entdo lavadas em tampao PBS (3x por 10 min),
desidratadas em uma série crescente de alcool (50%, 70%, 90% e absoluto),
diafanizadas com xilol, infiltradas com paraplast a 59 °C e incluidas no mesmo

material.
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Esq. 1. Representagéo das 5 regides do incisivo

4.5 Preparo das Laminas para Imunohistoquimica

1- As laminas (Knitel Glasser, fosca) foram mergulhadas em uma
solucao de HCI (Merck) 1N durante 20 minutos,

2- Enxaguadas em agua destilada e secas na estufa a 60 °C.

3- imersas em uma solucdo 3:1 de etanol absoluto (Merck) e
acido acético (Merck) por 20 minutos, sem enxagle as

laminas foram secas na estufa a 60 °C.

Apés este pré-tratamento, as laminas foram silanizadas seguindo o
protocolo:

1- 04 banhos rapidos em uma solucdo de 3

Aminopropyltriethoxy-silano a 6% - organosilano (Sigma
Chemical Co St. Louis, USA);
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2- 04 banhos rapidos em acetona pura (Merck) e 2 banhos
rapidos em agua destilada e em seguida foram secas na
estufa a 60 °C.

4.6 Microtomia:

Cortes com 4 um de espessura obtidos em um micré6tomo automatico (RM
2155 Leica) foram coletados em laminas silanizadas (02 cortes por lamina) e
levados a estufa por 48 horas, para perfeita adesao dos mesmos.

4.7 Reacao Imunohistoquimica:

Para a imunohistoquimica, utilizamos o método indireto com sistema de
amplificacao (peroxidase, streptavidina e biotina), que € extremamente sensivel,
podendo ser utilizadas concentragdes mais baixas do anticorpo primario.

Em uma cubeta de vidro com capacidade para 8 laminas, os cortes foram
desparafinizados com xilol 2x por 5 minutos a temperatura ambiente, hidratados
com uma série decrescente de alcool (absoluto, 80 %, 70%, 50 %) e agua por 2
min cada. Em seguida mergulhados em H>O, 20V (2x por 5 min) para inativar a
atividade de peroxidase enddgena existente no tecido. Apos enxaglie com agua
destilada por 2 minutos, todos os cortes foram tratados com uma solucdo de
tampéao PBS contendo leite Molico (Nestlé) a 10% e BSA 2% (Sigma Chemical Co
St. Louis, USA) para o bloqueio de outras proteinas presentes no tecido,,
diminuindo a reacdo de fundo (marcagado inespecifica) durante as reacbes de
imunohistoquimica.

Para a IL-1a. e TGF-B1, antes do bloqueio da peroxidase enddgena, os
cortes foram submetidos a digestao enzimatica com pepsina 0,4% em solucao de
glicina num pH 2,2 por 10 e 15 minutos a 37 °C, para a melhor exposicdo dos
sitios antigénicos do tecido.
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Para a imunolocalizacdo, os anticorpos primarios utilizados, todos
policlonais produzidos em coelho foram os seguintes:

Anti-EGF (Sigma) na diluicdo 1:250 uL em PBS/BSA a 1%

Anti-EGFr (DAKO) na diluigao 1:280 ul em PBS/BSA a 1%

Anti-TGF-p1 (DAKO) na diluigao 1:2800 ul em PBS/BSA a 1%

Anti-CSF-1 (Sigma) na diluicdo 1:150 ul em PBS/BSA a 1%

Anti-IL-1a (Sigma) na diluigao 1:160 ul em PBS/BSA a 1%

Os cortes foram incubados com os anticorpos primarios por 16 horas a 4
°C; em seguida lavados em PBS (3x por 5 min) e submetidos ao “Kit” LSAB - HRP
(DAKO system) de amplificacdo, composto pelo anticorpo secundario biotinilado
(reagente amarelo) por 30 minutos a temperatura ambiente e streptavidina e
antiglobulina de coelho ligada a peroxidase (reagente vermelho) também por 30
minutos a temperatura ambiente. Ap6s cada reagente os cortes foram lavados em
PBS 3x por 5 minutos. As reacdes foram reveladas durante 5 min. a 37 °C com
DAB (3,3 diaminobenzidina — Sigma Chemical) 60 mg/80mL de PBS adicionado
de 1 mL de H,O2 a 3% e 1 mL de DMSO (dimetilsulfoxide), (a revelacao se da pela
reacao quimica entre o DAB, a peroxidase do anticorpo secundario e o peréxido
de Hidrogénio adicionado na solucdo de revelacdo, formando um precipitado
marrom, insoluvel e permanente), seguido de exaustiva lavagem em agua
destilada e contra-coloragdo com Hematoxilina de Meyer por 30 seg. Apds
desidratacao, as laminas foram montadas com permount.

Para confirmacdo dos resultados, alguns cortes foram submetidos ao
mesmo tratamento omitindo-se somente os anticorpos primarios: estes cortes

serviram como controle negativo das reacgdes.
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4.8 Analise dos resultados:

Foram analisadas as seguintes estruturas:

Periodonto: ligamento periodontal e foliculo dental.

Dois observadores examinaram separadamente as laminas (com
identificagcdo disfargcada), avaliando a intensidade de marcacao (precipitado
marrom) de cada reacdo, adotando o mesmo critério utilizado por WISE et al.,
(1992):

* Auséncia de marcacao (-)

* Fraca intensidade de marcacao ( +)

* Moderada intensidade de marcacao ( ++ )

* Forte intensidade de marcacao ( +++)
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5 Resultados

A localizagdo dos marcadores foi evidenciada pela coloracdo marrom,
resultado da reacdo quimica entre a peroxidase conjugada ao anticorpo, o

peroxido de hidrogénio e o DAB (diaminobenzidina).

Nos tecidos analisados, entre estruturas, regides e grupos, houve variacdo
nao uniforme na intensidade de marcacdo com o0s varios anticorpos, 0 que
dificultou uma andlise quantitativa mesmo subjetiva. Exemplos de variagdo:
foliculo dental (FD) na regidao R3 (Fig. 1 — g, i, j); ameloblastos (A) das regides R3,
R5 (Fig3—-geh;keo).

A descricdo que segue focalizou os aspectos mais nitidos, demonstrada
nas Figs. de 1 a 10.

5.1 Imunolocalizacao do EGF- Fator de Crescimento
Epidermal

Foliculo Dental:
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Forte intensidade de marcacao foi observada nos grupos: C — nas regides
R1, R3, R5 (Fig 1- a, f, h); Ho 8h — nas regides R1, R3 (Fig 1- b, g) e Ho 8d — nas
regides R1, R3 (Fig 1- c, h).

Ainda no foliculo dental, moderada imunoreatividade foi observada nos
grupos Ho 8h e 8d — na regiao R5 (Fig 1- I, m); Hr 8h — nas regides R1, RS, R5
(Fig 1-d, i, n), Hr 8d — nas regides R1, R3, R5 (Fig 1- e, j, 0).

Forte intensidade na marcacao também foi encontrada no foliculo dental da
regiao do forame apical — regido R5 do grupo: C (Fig 2- k) e moderada nos grupos:
Ho 8h e 8d e Hr 8h e 8d (Fig 2- I, m, n, 0), sendo que ao redor dos vasos

sanguineos a intensidade sempre se mostrou mais forte.
Ligamento Periodontal

De modo geral todos os grupos apresentaram imunoreatividade moderada,
porém, ao redor dos vasos sanguineos a marcacao se mostrou mais intensa
(forte): C — nas regides R1, R3 (Fig 2- a, f), Ho 8h e 8d — nas regides R1, R3 (Fig
2-b,c, g, h)eHr8he8d-nasregides R1, R3 (Fig 2-d, e, i, j).

5.2 Imunolocalizacao do EGFr — Receptor do Fator de
Crescimento Epidermal

Foliculo Dental

Forte marcacao foi observada nos grupos: C — nas regides R1, R5 (Fig 3- a,
k), Ho 8h — na regiao R5 (Fig 3- I), Ho 8d — nas regides R1, R3, R5 (Fig 2- ¢, h, m)
e Hr 8d — nas regides R1, R3, R5 (Fig 3- e, j, 0). Ainda analisando o foliculo dental
a marcacao diminuiu para moderada nos grupos: C — na regiao R3 (Fig 3- f), Ho
8h —na regido R1 (Fig 3- b), Hr 8h — na regido R3 (i), e para fraca intensidade nos
grupos: Ho 8h — R3 (Fig 3- g) e Hr 8h — R1 (Fig 3- d).
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No foliculo dental da regido de forame apical (regiao R5), forte intensidade
também foi observada nos grupos: C — (Fig 4- k), Ho 8h — (Fig 4- 1), Ho 8d (fig 4-
m), Hr 8h (Fig 4- n) e Hr 8d (Fig 4- 0).

Ligamento Periodontal

VariagOes de intensidade entre fraca e moderada foram observadas nos
grupos controle (C) e tratados (Ho e Hr — 8h e 8d).

Moderada intensidade de marcagéao foi encontrada nos grupos: Ho 8d — nas
regides R1, R3 (Fig 4- c, h), Hr — nas regiées R3 8h e 8d (Fig 4- i, j) enquanto que
nos grupos: C — nas regides R1, R3 (Fig 4- a, f), Ho 8h — nas regides R1, R3 (Fig
4- b, g), Hr 8h — na regido R1 (Fig 4- d) e Hr 8d — na regido R1 (Fig 4- e) foi
observada fraca intensidade.

5.3 Imunolocalizacao do TGF-$1 — Fator Transformador

do Crescimento [1

Foliculo dental

Forte marcacéo foi observada nos grupos: C — na regiao R3 (Fig 5- f), Ho
e Hr 8d — na regido R1 (Fig 5 — h, j), Ho 8h — na regido R5 (Fig 5 —1) e Ho 8d — na
regido R5 (Fig 5 — m). A imunoreatividade diminuiu para moderada na regido R1,
nos grupos: C (Fig 5 — a), Ho e Hr 8h (Fig 5 — b, d), Ho e Hr 8d (Fig 5 — ¢, e),
também na regidao R3, nos grupos: Ho e Hr 8h (Fig 5 - g, i) e regidao R5, nos
grupos: C (Fig 5 —k), Hr 8h (Fig 5—n), Hr 8d (Fig 6 — 0).

O foliculo dental na regidao do forame apical — R5 apresentou forte

imunoreatividade nos grupos: C (Fig 6 — k), ho 8d (Fig 6 — m), moderada nos
grupos: Ho 8h e 8d (Fig 6 — 1, 0) e Hr 8d (Fig 6 —n).
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Ligamento periodontal

Forte intensidade foi observada no grupo Ho 8d — na regiao R3 (Fig 8- h),
moderada intensidade nos grupos: C, na regiao R1 e R3 (Fig 8 — a, f) Ho e Hr 8h
na regiao R1(Fig 8 - b, d), Hr 8h e 8d na regidao R1 (Fig 8 - c, €) e na regido R3,
nos grupos: Ho e Hr 8h (Fig 8 — g, i), Hr 8d (Fig 8 -))..

5.4 Imunolocalizacao da IL-1« - Interleucina 1«

Foliculo dental

Marcacao forte foi observada na regidao R3, nos grupos: C — R3 (Fig 7 — f),
Ho e Hr 8d (Fig. 7 — h, j).

Moderada intensidade foi observada nos grupos: Ho 8h e Hr 8h — nas
regides R1, R3, R5 (Fig 7-b, g,1,d,i,n), Hr 8d —naregidao R1 (Fig7 —e) e na
regidao de forame apical do grupo Ho 8h (Fig 8 — ). Nos grupos: C — na regiao R5
(Fig 7 — k) e Hr 8d na regiao R1 (Fig 7 — e) a marcacao diminuiu para fraca
intensidade.

No foliculo dental da regido de forame apical (regido R5), forte intensidade
também foi observada nos grupos: C — (Fig 8 — k) e Ho 8d (Fig 8 — m); moderada
intensidade nos grupos: Ho e Hr 8h (Fig 8 — 1, n) e Hr 8d (Fig 8 — 0).

Ligamento Periodontal
Todos os grupos controle e tratados apresentaram moderada intensidade
de marcacéo.

Grupos: C — regides R1, R3, R5 (Fig 8 — a, f, k), Ho 8h e Hr 8h — nas
regides R1, R3, R5 (Fig8Db, g,1,d, i, n), Ho 8d e Hr 8d (Fig. 8 —c, h, m, e, j, 0).
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5.5 Imunolocalizacao do CSF-1 — Fator Estimulante de
colbnias

Foliculo Dental

Forte imunoreatividade foi observada nos grupos: C nas regides R1, R3 (Fig
9 —a, f), Ho 8d — nas regides R1, R3, R5 (Fig 9 — ¢, h, m), Hr 8d na regiao R5 (Fig
9 - 0), a mesma intensidade foi encontrada na regido de forame apical R5 nos
grupos: Ho 8d e Hr 8d (Fig 10 — n, 0), ja os grupos: C — na regido R5 (Fig. 9e 10 —
k), Ho 8h — na regidao R5 (Fig 10 — I) e Hr 8d — nas regidées R1, R3 (Fig 9 — e, j)

apresentaram moderada intensidade na marcacgao.
Ligamento Periodontal

Tanto o grupo controle quanto os tratados 8h e 8d, apresentaram moderada
intensidade de marcacao.

Grupos: C — regides R1, R3, R5 (Fig 8 — a, f, k), Ho 8h e Hr 8h — nas
regides R1, R3, R5 (Fig8Db, g,1,d,i,n), Ho 8d e Hr 8d (Fig. 8 —c,h, me e, |, 0).

Embora ndo tenham sido o foco deste estudo, as mesmas variagcoes de
intensidade das imunomarcacgdes, entre regides e grupos, foram observadas e
documentadas em varias imagens das Figs. 1 a 10, em relacdo as estruturas do
orgdo do esmalte: ameloblastos, estrato intermédio, reticulo estrelado e camada
papilar. Umas poucas imagens retratam odontoblastos e polpa, e igualmente o
exame das laminas mostrou variagdes semelhantes. Como os dados da literatura,
em relacdo a deteccao imunohistoquimica dos fatores de crescimento e citocinas
aqui analisados sao abundantes, eles servirdo para eventuais comparagdes com

os resultados aqui descritos.
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6 Discussao

Os efeitos do EGF sobre a erupgao dental tém sido estudados, desde que
Cohen (1962) constatou que a injecao deste fator em ratos recém-nascidos
causava a erupgao precoce dos dentes incisivos e a abertura das palpebras. O
EGF estimula a proliferacao e a diferenciacao de células epiteliais e mesenquimais
(Carpenter &Cohen, 1979; Carpenter, 1985), também afeta a reabsor¢cdo O6ssea
(Hata et al., 1984), exerce sua acao, pela ligacdo a um especifico receptor
transmembrana, o EGFr, assim somente células que expressam estes receptores,
respondem ao EGF (Rihtniemi & Thesleff, 1987).

Varios estudos comprovaram a importancia do foliculo dental sobre a
erupcdo (a remogdo do FD previne a erupgdo, deixando o FD intacto e
substituindo o dente por um objeto inerte, este erupciona) (Marks et al., 1980;
Marks et al., 1984), outros estudos demonstraram a presenca do EGF e de seu
receptor neste tecido, no inicio do desenvolvimento do dente, indicando que o
mesmo seja importante para o processo eruptivo (Thesleff et al., 1987; Marks et
al., 1988; Partanen & Thesleff, 1987). Ao que parece os niveis fisiolégicos do EGF,
estimulam ou sinalizam a erupcgéo dental, e como o foliculo dental € necessario
para a erupcao, sugerindo que o EGF exerce seu efeito sobre o foliculo,
aumentando a sintese ou expressao de outras moléculas importantes para o

processo eruptivo, como o TGF-B1 e IL-1a (Wise et al., 1992).
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O TGF-B1, no molar de ratos em desenvolvimento, esta presente no reticulo
estrelado (Wise & Fan, 1991), possui acao quimiotatica sobre os mondcitos do
sangue circulante (Wiseman et al.,, 1990), atraindo-os pelos capilares fenestrados
do foliculo dental, aonde vao se fusionar para formar osteoclastos, abrindo um
caminho para o dente erupcionar (Lin & Wise, 1993), o recrutamento dos
mondcitos, provavelmente ndo € a unica funcdo do TGF-1 nos dentes em erupgao,
também promove a proliferacdo de osteoblastos e conseqglientemente a formacéao
Ossea, caracteristica de dentes em erupcado (Wise & Fan, 1991); estimula os
fibroblastos (em cultura) a secretarem mais proteinas da matriz extracelular,
contribuindo para a formagéao do tecido conjuntivo denso do ligamento periodontal,
também amplifica no reticulo estrelado, a expressao do RNAm da IL-1a, molécula

também importante para o processo de erupcao dental (Wise et al., 1992).

A citocina IL-1ac € importante para a erupcao dental, pois possui a
capacidade de estimular os osteoclastos e aumentar a reabsorcao Ossea
(Thomson et al., 1986), tem efeito mitogénico sobre os fibroblastos da regido
apical do ligamento periodontal, sugerindo, a0 menos em parte, que esta regiao é
reguladapela IL-1a (Shimidt ef al., 1982), é localizada no reticulo estrelado (Wise
et al., 1995a), ela pode desencadear o processo de erupgdo, pela sua difuséo
para o foliculo dental, aumentando a sintese do RNAm do CSF-1 pelas células do
foliculo dental (Wise & Lin, 1994).

O CSF-1 tem acao quimioatrativa para mondécitos, é produzido e secretado
pelas células do foliculo dental (Wise et al., 1995; Que & Wise, 1997), parece ser
indispensavel para erupcado dental, estudos realizados com ratos osteopetréticos
(animais deficientes em CSF-1, possuem os dentes formados, mas que nao
erupcionam), mostraram que apés administracio do CSF-1, os animais
osteopetroticos, tiveram seus dentes erupcionados (lizuka et al., 1992), e animais
normais tiveram a erupcao acelerada (Cielinski et al., 1994). Injecées do CSF-1
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aumenta os eventos celulares da erupc¢ao, isto €, aumenta o influxo de mondcitos
no foliculo dental, conseqlientemente, aumenta o numero de osteoclastos
necessarios para a reabsorcao 0ssea, e formacao da via eruptiva para o dente.

Os resultados observados neste estudo mostram que tanto o foliculo dental
quanto o ligamento periodontal apresentaram marcacdo em maior ou menor
intensidade para todos os anticorpos analisados. Aparentemente ha uma diferenca
quando se compara dentes controle e hipofuncionais (principalmente de 8 dias),
(ex: Fig. 9 —f, g; Fig. 10 — k, m), mas devido as diferengas de intensidades, tornou-
se dificil a comprovacdo dos dados. Também ndo conseguimos determinar se
houve diferencas na distribuicdo das moléculas analisadas, nas diferentes regides

do dente que correspondem aos estagios de seu desenvolvimento.

No presente estudo, a presenca do EGF foi detectada no foliculo dental e
ligamento periodontal, em todos os grupos e regides. A localizagcao nao s6 do EGF
como de seu gene, também foi relatada em varios outros estudos em dentes de
ratos e camundongos, s6 que num periodo de tempo curto (logo apdés o
nascimento dos animais), como por exemplo, os estudos de Thopan et al., (1987),
que observaram por meio da radioautografia, especifica ligacdo do EGF no foliculo
dental de incisivos de camundongos recém nascidos, Martineau-Doizé (1987)
também por radioautografia, mostraram ligacdo do EGF no foliculo dental de
incisivos inferiores de ratos; Partanen & Thesleff (1987); Thesleff (1987) e Thesleff

et al., (1987), reportaram forte ligacdo do I —

EGF no mesénquima do foliculo
dental de dentes molares em desenvolvimento e Wise et al. (1992) observaram no
foliculo dental de molares de ratos, forte marcacao para os EGF (até o 4° dia),
diminuindo nos dias subsequentes, e Shoroff et al., (1996), observaram que o EGF
€ expresso na porcdo coronal do foliculo dental, em estagios especificos do
desenvolvimento do dente e da erupcdo. Também foi relatado sua presenga no
foliculo dental de pré-molares de cachorros com 16 semanas (Marks et al., 1988)

e em pré-molares humanos aos 11 anos (Thesleff et al., 1987).
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A descricao da presenca do EGF no ligamento periodontal esta de acordo
com os achados de Cho et al., (1988), Thopan et al., (1988) e Cho & Garant
(1996), que reportaram a ligacdo do EGF nos fibroblastos do ligamento periodontal
de incisivos e molares.

Tanto no foliculo dental, como no ligamento periodontal e também polpa, foi
observado aumento significativo na intensidade de marcag&o no tecido conjuntivo
perivascular, este resultado corrobora com os achados de Thesleff (1987), que
reportou em seu estudo, que as células do musculo liso dos vasos e artérias do
foliculo, ligamento e polpa, apresentam grande quantidade de EGF ao seu redor.

Outras estruturas como, camada papilar, reticulo estrelado, estrato
intermédio e ameloblastos, também se apresentaram imunoreativos para o EGF,
corroborando com os achados de Martineau-Doizé et al., (1987; 1991); Thesleff
(1987); Partanen & Thesleff (1987); Cobo et al., (1992); Wise et al., (1992) e
Tanikawa e Bawden (1999) que também reportaram a presenca do EGF em

molares e incisivos de ratos

O receptor para o0 EGF — EGFr, também foi localizado no foliculo dental e

ligamento periodontal em todos os grupos e em todas as regides.

Wise et al., (1992) observaram no foliculo dental de molares de ratos, forte
marcacao para o EGFr até o 8° dia de vida; Shoroff et al. (1996), mostraram a
expressao do EGFr na porcao coronal do foliculo dental do 12 molar de rato, em
estagios especificos do desenvolvimento do dente; Cho et al, (1991),
demonstraram que fibroblastos do ligamento periodontal e foliculo dental de
molares de ratos, expressam grande numero de EGFr; Cho et al., (1988)
observaram a presenca do EGFr nos fibroblastos do ligamento periodontal e Cho
& Garant (1996), mostraram numerosa quantidade de receptores para o EGF, ndo
somente nas células mesenquimais perifoliculares em diferenciacdo, como
também nos fibroblastos maduros do ligamento periodontal, em ativa funcao
sintética, e que desaparecem quando estas se diferenciam em osteoblastos e
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cementoblastos. Assim como o EGF, a imunolocalizagdo do EGFr, também se
mostrou mais intensa na regido perivascular do foliculo dental, ligamento

periodontal e polpa concordando com os resultados de Thesleff (1987).

Era esperado encontrar marcacao do EGF e de seu receptor nas mesmas
estruturas, pois como o EGF exerce suas acgdes pela ligagdo a um receptor
especifico de superficie de membrana, somente células que expressam estes
receptores (EGFr), respondem ao EGF (Rihtniemi & Thesleff, 1987; Shroff et al.,
1996).

Os resultados para o TGF-B1, também mostraram que as células do foliculo
dental e ligamento periodontal, ndo marcaram uniformemente. O padrao de
marcagao tendeu a se localizar no citoplasma das células e ocasionalmente nos

nucleos, isto se deve ao fato de ter sido utilizado anticorpo policlonal.

Nao foi encontrada na literatura, descricido da presenca do TGF--1 no
foliculo dental, mas sua presenca em outros tecidos, foi relatada em molares de
ratos, em periodos muito curtos de tempo (em embrides, ou animais recém-
nascidos), talvez esta disparidade seja explicada pela diferenca de dentigdo
utilizada. Ja& no ligamento periodontal, a literatura descreve a presenca desta
proteina pela imunohistoquimica e também a expressdo do RNAm do TGF-B1
(Gao et al., 1998; Gao et al., 1998)

Marcacao em outros tecidos como, na camada papilar, reticulo estrelado e
estrato intermédio, foi observada no presente trabalho, e estd de acordo com a
literatura, que também demonstrou a presenga do TGF--1 nestes tecidos, mas
principalmente no reticulo estrelado (Cam et al., 1990; Wise & Fan, 1991;
Vaahtokari et al., 1991, Lin & Wise, 1993; Gao et al., 1998;).

Mesmo o TGF-B1 ndo sendo produzido pelo foliculo dental (é sintetizado
pelas células do reticulo estrelado), parece exercer seu efeito, no foliculo dental

que se situa adjacente ao reticulo, para iniciar os eventos celulares da erupcao, ou
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para aumentar a secrecao de proteinas da matriz extracelular pelo foliculo, para a
formacao do ligamento periodontal (Lin & Wise, 1993). Ao que parece, também a
morfologia do foliculo, permitiria a entrada do TGF-B1 no sangue circulante para
atrair mondécitos, para posterior formacdo de osteoclastos. Os capilares
fenestrados do foliculo, adjacente ao reticulo, € separado deste, somente por uma
lamina basal. Como os capilares fenestrados sdo sempre encontrados onde é
necessario, para facilitar o transporte de moléculas do sangue (ex: glandulas
enddcrinas), sua presenca na interface do reticulo estrelado e foliculo dental, pode

promover a entrada de moléculas na circulacao (Wise & Fan, 1991).

Para a IL-1a, os resultados da imunohistoquimica, também demonstraram
no foliculo dental, variacao de intensidade, ja o ligamento periodontal apresentou a
mesma intensidade em todos os grupos e regides.

A literatura ndo apresenta relatos da presenca da proteina da IL-1a no
foliculo dental, mas seu receptor IL-1RlI, foi descrito no foliculo dental de molares
de ratos, logo apdés o nascimento (Wise & Zhao, 1995), no entanto a IL-1a €
localizada no reticulo estrelado, adjacente ao foliculo dental do 12 molar de rato,
logo apds o nascimento (Wise et al, 1995). A expressdo da IL-1o. e de seu
receptor pode ser aumentada pela administragdo do EGF e do TGF-B1, entao é
provavel que quanto mais IL-1a € produzida pelo estimulo destas duas proteinas,
mais receptores estejam disponiveis para se ligarem a maior quantidade de IL-1a

produzida.

Segundo Wise (1998) a IL-1a encontrada no reticulo estrelado, também
pode amplificar a expressao do CSF-1 nas células do foliculo dental. Os autores
comprovaram esta possibilidade, por meio da administracao da IL-1a para ratos
de diferentes idades. E observaram os resultados positivos nos 12° molares dos
animais, segundo os autores, a IL-a pode participar da cascata de sinais

moleculares que iniciam a erupcéo, pelos seus efeitos sobre o gene do CSF-1.
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A presenca da IL-1a no ligamento periodontal, também ¢é relatada por
outros autores, como Davidovitch et al, (1988), que descreveram a
imunolocalizagcédo da IL-1a nos fibroblastos do ligamento periodontal de dentes de
gatos com 3,5, 2,4, e 5,5 meses de vida. Lossdorfeer et al., (2002), mostraram a
localizacdo do RNAm da IL-1a nos fibroblastos do ligamento periodontal de
molares de ratos. A IL-1a possui agdo mitogénica (Shimidt et al, 1982),
possivelmente estd envolvida na regulacao da proliferacdo dos fibroblastos do
ligamento periodontal, provavelmente em sinergismo com outros fatores

sistémicos locais (Dewhirst et al., 1987)

Semelhante aos outros marcadores, os resultados para o CSF-1 mostram
imunoreatividade variavel no foliculo dental ao longo de todo o dente e entre os
grupos analisados e moderada intensidade de marcacao nas células do ligamento
periodontal.

Varios autores relataram logo apds o nascimento, a presenga do CSF-1, de
seu receptor e de seu RNAm, nas células do foliculo dental de molares de ratos,
sendo que a localizacdo ou expressdao do CSF-1 atinge um pico no 3° dia apo6s o
nascimento em molares de ratos e no 5 em molares de camundongos, diminuindo
nos dias subsequentes (Wise et al., 1995; Wise & Lin, 1995; Que & Wise, 1997;
Wise et al., 1997; Wise et al., 1999). No incisivo de rato a marcacgao foi observada
em todas as regides, esta diferengca provavelmente se deve ao tipo de denticao
utilizada, no incisivo de rato, talvez o CSF-1 ndo desaparega porque deve manter
sua funcdo de atrair mondcitos, ndo para abrir uma via eruptiva, mas sim para
manter ou aumentar 0 espaco para o dente, uma vez que este aumenta em
didmetro com o decorrer da idade.

O CSF-1 parece ser necessario para o processo eruptivo, porque ratos
osteopetréticos, deficientes em CSF-1, apresentam dentes que nao erupcionam,
mas que podem ser induzidos a erupcionar com administracao exdgena deste

fator (lizuka et al.,, 1992). O fato de que as células do foliculo dental possam
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secretar moléculas (CSF-1) quimiotaticas para mondcitos do sangue circulante,
reforca sua importancia na erupc¢ao, pois os mondcitos se fundem para formar
osteoclastos que reabsorvem o o0sso alveolar criando uma via eruptiva para o
dente (Wise et al., 1985; Marks et al., 1994).

Cielinski t al., (1995), demonstraram a acao exdégena do EGF e do CSF-1
no 12 molar e em incisivo de ratos normais e osteopetréticos, e observaram que os
incisivos de animais tratados com EGF erupcionaram mais rapidamente que os
molares, e o0 inverso aconteceu a animais tratados com CSF-1, dentes molares
erupcionaram mais rapidamente que os incisivos. A diferenca na a¢ao do CSF-1 e
EGF sobre o molar e incisivo, sugere que uma cascata molecular distinta pode ser
requerida para dentes de erupgao continua (incisivos) e dentes de erupgao
limitada (molares).

O EGF que também acelera a erupcdo, ndao aumenta a expressao do
RNAm do CSF-1, pode indiretamente estimular a expressdo do gene do CSF-1.
Em particular, o EGF aumenta in vitro a expressdo do RNAm da IL-1- nas células
do reticulo estrelado (Wise et al., 1994a), aumenta também no mesmo tecido, a
imunomarcagéao para a IL-1a in vivo (Wise & Lin, 1994). .Assim, a IL-1a pode se
difundir do reticulo estrelado para o foliculo dental e estimular a expressédo do

gene para o CSF-1, iniciando os eventos celulares da erupcao (Wise, 1998).

Nao foi encontrada na literatura citacao a respeito da presenca do CSF-1,
de seu receptor ou de seu RNAm, no ligamento periodontal, camada papilar e
estrato intermédio, no entanto alguns autores relatam a presenga (Wise et al.,
1997; Otsuji et al., 1999) ou total auséncia do CSF-1 e ou de seu receptor nas
células reticulo do estrelado (Wise et al., 1997), e nos ameloblastos sua presenca
é sutil (Wise et al., 1997; Otsuiji et al., 1999).
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Os resultados aqui apresentados, mostram que os fatores de crescimento
(EGF, EGFr, TGF-p1 e CSF-1) e citocina (IL-1a) estudados, foram evidenciados
em toda a extensao dos tecidos periodontais de incisivos de ratos. Sua localizagao
preferencial foi no tecido conjuntivo perivascular, e de um modo geral, com maior
intensidade no foliculo dental.

Nao foi possivel fazer uma quantificacdo confiavel da intensidade da
imunomarcacao, de modo a detectar diferencas entre as varias regides do dente
estudadas. Contudo, aparentemente, houve um aumento na imunomarcacao de
todas as moléculas analisadas no foliculo dental, particularmente do CSF-1, em
incisivos apds 8 dias de hipofuncao.

Na cascata de moléculas proposta por Wise & Lin (1995), o CSF-1 é o
ponto terminal para estimular a migracado de mondcitos do sangue para o tecido
conjuntivo. Estas moléculas dariam a origem aos osteoclastos que promoveriam a
reabsorcdo 6ssea necessaria para a formagdo da via eruptiva. Nos incisivos de
ratos, a face do alvéolo relacionada ao esmalte (faces labial e parte da distal)
apresenta-se forrada com osteoclastos (células positivas ao TRAP (fosfatase
acida resistente ao acido tartarico) (lrie & Ozawa, 1990). Esta face é
continuamente reabsorvida no lado interno e neoformada no lado externo e esta
remodelacao se acentua nos alvéolos de incisivos hipofuncionais (Gerlach et al.,
2002). E como se a via eruptiva dos incisivos de crescimento continuo
necessitasse de uma ampliacdo continua. Com efeito, os incisivos de ratos
crescem tanto em comprimento, como em diametro durante a vida do animal
(ratos machos, entre 100 e 400g de peso corporal, os incisivos inferiores
aumentam em aproximadamente 90% seu comprimento e didmetro; de 400 a
500g tal crescimento praticamente cessa e ha uma significativa reducdo do
namero de células TRAP-positivas na parede labial interna do alvéolo — Merzel,
2005 informacéao pessoal). Em incisivos, cujo crescimento e erupgdao em direcao).
incisal foram interrompidos por 18 dias por meio de contengdo, a reabsorgcao
0ssea na face labial interna, foi substituida por neo-formagéo éssea e osteoclastos

deram lugar a osteoblastos (Salmon, 2004).
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Em incisivos desimpedidos, além da duplicacdo da velocidade de erupcao,
0 volume do espaco alveolar aumenta em 29% apds 3 meses de hipofuncgao,
aumento que nao foi significativo com 3 semanas de hipofuncao (Steigman et al.,
1989).

No ligamento periodontal, onde as moléculas analisadas tém presenca
constante (também no ligamento periodontal dos molares — observagdes nao
descritas), é possivel que a referida cascata desempenhe as mesmas fungdes em
relacdo a remodelacdo Ossea que ocorre nas faces do alvéolo relacionadas
(Gerlach et al., 2002).

Em relacdo ao EGFr, que é uma glicoproteina fucolisada, Duarte (2003)
mostrou que houve um aumento da incorporacdo de >H-fucose no tecido
conjuntivo perivascular de incisivos de camundongos apés 8 dias de hipofuncao,
aumento que nao ocorreu apos 8 horas e nem na condi¢ao de hiperfuncao. Além
da participacao desse receptor na cascata relacionada a reabsorcao 6ssea, Cho &
Garant, 1996 lhe atribuem a funcdo de manutencao do fenétipo de fibroblastos
perivasculares, possiveis células tronco do ligamento periodontal. O aumento
dessa proteina na condicdo hipofuncional poderia estar relacionado com o
aumento na proliferacdo de fibroblastos que ocorre nessa condicdo (Michaeli et
al., 1988).

Sera, pois, importante analisarmos em futuros experimentos, o
comportamento das moléculas em estudo em condicbes extras, como tempos
mais longos de hipofungdo, de contencdo do crescimento do incisivo e em
incisivos de animais idosos. Por outro lado, deveremos implementar a metodologia
usada que permita uma quantificacdo segura, como 0 uso de imunomarcagao em

microscopia eletrénica e de “Real time PCR”.
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7 Conclusoes

Um provavel aumento das moléculas, principalmente do CSF-1, ocorreu no

grupo de 8 dias de hipofuncao (Ho 8d).

O papel dessa “cascata” pode estar relacionado com a ampliacdo da via
eruptiva do incisivo, que cresce por um periodo prolongado da vida do animal.
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