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RESUMO
ABSTRACT



Este estudo visou localizar o Fator de Crescimento Epidermal -
EGF , que & um dos fatores que participa do processo de erupgao
dentaria, em 5 diferentes regides de dente com erupcdo continua
(incisivo), utilizando a técnica de imunohistoquimica. Para a realizacao
deste trabalho foram utilizados os incisivos inferiores de 09 ratos
Wistar adultos. Ficou evidente que este fator de crescimento se
encontra disperso nas regidoes destes dentes, distribuido em
diferentes tecidos. A maior intensidade de marcacao do EGF foi
encontrada no Foliculo dental externo; seguida pela polpa/papila,
camada papilar, ameloblastos, foliculo adjacente a camada papilar e
ligamento periodontal. Osso alveolar e odontoblastos nao
apresentaram marcacao. A maior concentracao do EGF no foliculo
dental sugere que este tenha um papel fisiolégico na erupcao dentaria.

O dente incisivo de rato, por ser um dente de crescimento
continuo, € o modelo ideal para um estudo da interacao dos tecidos,
diferente dos outros dentes, pois todos o0s estagios de

desenvolvimento estao presentes simultaneamente.



ABSTRACT

The study aimed, basically, to identify, through the specific
immunohistochemical technique, the epidermal growth factor, that is
one of the features that effectively contributes on the tooth appearance
process. Due to its continuous growing this experiment was performed
using the lower incisors teeth of adults Wistar rats. It was clearly
proved that this growth factor was spread in these teeth area in
different tissues. The greatest intensity of EGF marking was found on
the external dental follicle, followed by dental pulp, papillar layer,
ameloblasts, follicle and periodontal ligament. Alveolar bone and
odontoblasts did not register marking areas. The greatest EGF
concentration on the tooth follicle external zone, suggested its
physiological role in tooth eruption.

The incisor tooth of the rat, due to its continuously growing, is a
good model for an interactive study of periodontal tissues, where

developmental stages are simultaneously present.
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O fator de crescimento epidermal - EGF & um polipeptideo de 53
aminoacidos e massa molecular de aproximadamente 6,045 kD, o qual
foi primeiramente isolado de glandulas submandibulares de ratos
machos, depois os achados mostraram que injetando-se o fator de
crescimento epidermal, este antecipava a abertura das palpebras e
erupcao prematura dos dentes incisivos de rato (COHEN, 1962;
COHEN & SAVAGE, 1974).

A partir destes achados, tem sido feito muitos estudos usando o
EGF para determinar onde no dente ele aparece. Este fator de
crescimento € também encontrado em uma variedade de tecidos (rim,
pulmao, pele etc.) e fluidos corpéreos (saliva, leite, urina).
Originalmente estimula a proliferacdo de células epiteliais e
mesenquimais e a diferenciacao de ambas; promove a sintese de
varias macromoléculas e reabsorcdo do osso (CARPENTER &
COHEN, 1979), além de possuir inumeros efeitos biolégicos e ter um
papel importante no desenvolvimento embrionario normal (COHEN,
1986).

Conhecer quais células e tecidos que sao requeridos para que a

erupcao dentaria aconteca € importante, pois pode ajudar a estimular



INTRODUCAO

dentes que apresentam dificuldades para erupcionar, como em
algumas sindromes que estao associadas a dentes impactados.

A presenca do EGF e seu receptor nos dentes deciduos e
permanentes sao encontrados nas diferentes espécies de mamiferos,
incluindo o homem (THESLEFF et al., 1987).

Nos ultimos anos estudos tém demonstrado que o EGF esta
envolvido na regulagcao do desenvolvimento dos dentes e sua erupcao,
baseados na presenca do receptor do fator de crescimento epidermal,
no desenvolvimento dos dentes e na sua capacidade para estimular
ou inibir a proliferacéo de diferentes células dentais. (THOPAN et al.,
1988; COBO, 1992).

Em dentes de erupg¢ao continua como incisivos de rato, o EGF
esta presente principalmente no foliculo dental na parte mais
adjacente ao 0sso alveolar, e a regulacao por ele mediada na matriz
extra celular do foliculo pode ser a chave do evento da iniciacao da
erupcao dos dentes (SHOROFF et al., 1996). E encontrado também
nos ameloblastos e camada papilar (MARTINEAU-DOIZE et al., 1991).
No 1° molar, até o 10° dia pés-natal esta presente no foliculo dental,

reticulo estrelado, polpa dental, ameloblastos, odontoblastos e osso



INTRODUCAO

alveolar e sua presenca diminui com o0 desenvolvimento do dente
(WISE et al., 1992).

O objetivo deste estudo € verificar a presengca do EGF em
diferentes regides do incisivo, a partir da regiao odontogénica em

direcao a incisal.
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INCISIVO DO RATO

Segundo SCHOUR & MASSLER (1971) o dente é mais que um
orgao mastigatorio; suas propriedades peculiares sdao um valioso
indicador biologico que reflete e registra, durante o seu
desenvolvimento, as condicdes metabdlicas do animal. Estes registros,
diferentes daqueles em 0ssos, nao sao transitérios, mas €
permanentemente gravado no esmalte e dentina nos quais nao ocorre
reabsorcao. Os ratos sao 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 € erupcionam
continuamente por toda a vida do animal demonstrando, por isso, o
completo ciclo vital do dente em desenvolvimento ( a cada 40 ou 50
dias), desde o estagio mais incipiente até a maturacao. Estes dentes

sao também continuamente desgastados na borda incisal pela atricao
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a que sao submetidos.

A forma do incisivo do rato € analoga a um segmento de uma
espiral logaritmica tosquiada lateralmente. Consiste de uma coroa
poderosa que pode ser dividida em duas partes: uma anterior (labial)
ou convexa, revestida por esmalte e um remanescente posterior
(lingual) ou cdncavo e porcdes laterais recobertas por cemento.

A borda incisal do dente aparece na cavidade bucal
aproximadamente no oitavo dia de vida do animal e o dente
desenvolve-se a partir de uma bainha eliptica denominada epitélio
odontogénico, localizado na base (regido intra-6ssea), € que inclui o
tecido conjuntivo da polpa primitiva. Este epitélio determina, em cortes
transversais, o tamanho e contorno do futuro dente, proliferando
durante toda a vida do animal.

MOXHAN & BERKOVITZ em 1983, descreveram a erupcao
como sendo um processo multifatorial no qual a causa e o efeito nao
sao facilmente separados, como a forgca geradora do movimento, a
translacdo desta forca em movimento, a sustentacao do dente em
cada nova posicdo e a remodelacdo dos tecidos periodontais

relevantes no movimento eruptivo.

12
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FATORES DE CRESCIMENTO - GFs

Peptideos de fatores de crescimento foram inicialmente
descobertos por suas habilidades em estimular mitose continua de
células quiescentes num meio nutricional completo que necessita de
soro; isto distingue os 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,
celulas inflamatorias, fibroblastos, células epiteliais e células
endoteliais vasculares; podem agir sobre a célula produtora:
estimulacdo autocrina, células adjacentes: paracrina, ou ceélulas
distantes: estimulacao endécrina (BENNETT & SCHULTZ, 1993).

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

Varios sado os fatores de crescimento, como: PDGF (fator de

crescimento derivado de plaquetas, TGF-3 (fator de crescimento
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transformante tipo B); EGF (fator de crescimento epidermal; FGF (fator

de crescimento de fibroblastos) e outros.

FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMAL - EGF

EGF € um polipeptideo de massa molecular de 6,045 kD e 53
aminoacidos. Foi primeiramente isolado de extratos da glandula
submandibular de ratos machos e foi descoberto inicialmente pela sua
habilidade de induzir a abertura precoce das palpebras e erupcao do
dente incisivo de rato (COHEN, 1962; COHEN & SAVAGE, 1974).

E também encontrado em diferentes tecidos (rim, pulmao,
dente), e fluidos corpoéreos (saliva, urina, leite, etc.). Originalmente
estimula a proliferacdo de células epiteliais e mesenquimais e a
diferenciacao de ambas, promove a sintese de varias macromoléculas
e reabsorcao do osso (CARPENTER & COHEN, 1979).

Segundo BENETT & SCHULTZ, (1993). a familia do EGF inclui:
EGF, TGF-B — fator de crescimento transformante , AR - anfiregulina e

HBEGF - EGF ligado a heparina. Estes peptideos s&o similares na

14
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estrutura, se ligam a mesma célula receptora de membrana, mas tém
efeitos biologicos diferentes. O EGF é sintetizado como uma grande
molécula precursora, uma proteina transmembrana de 1207
aminoacidos que € proteoliticamente clivada para liberar este GF, que
e um pequeno fragmento de 53 aa biologicamente ativo.

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

Resultado de numerosos estudos com cultura de células
estabeleceu que EGF &€ um potente mitdgeno para muitos tipos de
células de origem ectodermal, mesodermal, e endodermal
(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).

Os efeitos biolégicos das proteinas da familia do EGF sao
mediados sobre células alvo por uma unica glicoproteina

transmembrana de 170 kD e 1186 aa com um grande segmento extra-

13
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celular que fixa este GF, chamado EGFr (receptor do fator de
crescimento epidermal) . (BENETT & SCHULTZ, 1993).

Segundo BRUCE et al. (1991) o primeiro receptor protéico
reconhecido como sendo uma proteinoquinase especifica de tirosina
foi o receptor do EGF.

Este receptor tem 3 regides principais: dominio extracelular
(621aa), que tém os sitios de ligacdo do fator de crescimento; o
dominio transmembrana (23aa) que consiste de aminoacidos
hidrofébicos; e o dominio citoplasmatico (542aa), que contém uma
proteina tirosinoquinase especifica que é ativada pela ligacao do EGF
para o dominio extracelular. Células normais tém aproximadamente
20.000 cada (PARTANEM, 1990).

Quando o EGF se liga no sitio do dominio extracelular, induz a
alteracao na conformacao do receptor que promove sua dimerizagao
e, finalmente ativa a tirosinoquinase no dominio citoplasmatico. A
dimerizagao do receptor do EGF permite aos dois dominios
citoplasmaticos fosforilarem um ao outro (proteinas celulares
especificas) em multiplos residuos de tirosina, induzindo uma resposta

celular, esta fosforilacao cruzada é chamada de autofosforilacao,

16
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porque ocorre no dimero que constitui o receptor. Apés a ligacao do
EGF ao seu receptor, 0 complexo receptor € internalizado na célula, e
é finalmente degradado nos lisossomos, isto inicia uma cascata que
eventualmente induz as células a migrarem ou dividirem. (BENETT &
SCHULTZ, 1993; THESLEFF, 1987; BRUCE et al., 1991).

Uma alta densidade de receptores para EGF €& encontrada nas
partes apical e coronal do foliculo dental do incisivo de rato
(THESLEFF, 1987).

O desenvolvimento do dente € um bom exemplo para
morfogénese e diferenciacao de um orgao epitelial-mesenquimal.

Segundo THESLEFF (1987) indice da erupcao dentaria é
anormal em diversas condicoes patologicas e sindromes e estas anor-
malidades podem ser alteradas experimentaimente em animais. A
erupcao € acelerada em pacientes com hiperfungcdo de varias
glandulas endocrinas, € o atraso na erupgcao esta associado com
hipofuncionamento das glandulas tiredide, pituitaria e adrenal. Estudos
confirmaram que o EGF esta envolvido na mediacao sobre os efeitos
dos hormodnios tireoidiano, hormdénio do crescimento, insulina e

corticosteroides. O horménio tireoidiano aumenta a concentracao de

17



REVISAO DE LITERATURA

deste fator de crescimento na urina e em varios tecidos do rato,
incluindo glandula submandibular, olho, pele e dente. O mecanismo
pelo qual o hormonio tireoidiano aumenta a capacidade deste fator nos
tecidos nao € conhecido mas ha ao menos trés possibilidades:
1-) O numero de EGFr pode ser aumentado.
2-) A sintese do EGF pode ser estimulada local ou
sistematicamente.
3-) A degradacao pode ser lenta, € evidente que o hormédnio
tireoidiano afeta os niveis do EGFr nas glandulas mamarias e figado.
Como este horménio afeta o dente ainda nao esta esclarecido.
Estudos realizados por MARTINEAU-DOIZE et al. em 1987 com
utilizacao de radioautografia em ratos de 100gr., mostraram que no
orgao do esmalte de incisivos inferiores, os sitios especificos de
ligagao do EGF estao presentes: no tecido conjuntivo adjacente ao
0sso alveolar que para estes pesquisadores é um tecido derivado do
foliculo dental, reticulo estrelado e estrato intermediario das zonas pré
e secretorias; também nas células da camada papilar da zona de
maturacao, graos de prata foram encontrados nos ameloblastos com

borda em escova “ruffle-ended”.
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RIHTNIEMI & THESLEFF (1987) fizeram estudos com ratos
recém-nascidos utilizando a técnica de radioautografia, injetando o
EGF marcado. Nos animais tratados os incisivos inferiores irromperam
3 dias antes que os do grupo controle. Isto mostra que este fator
induziu a erupgao precoce do incisivo, associado com a estimulacdo
da proliferacéo das células. Os pré-ameloblastos e pré-odontoblastos
associados com o0 aumento de mitoses foram responsaveis pelo
crescimento do dente. Estes estudos sugerem que o ligamento
periodontal ou o foliculo dental tenham um papel central no controle da
erupcao, talvez pelo controle da reabsorcao e formacao éssea.

WISE et al em 1992 mostraram através de estudo
imunohistoquimico em molares de ratos de 0 a 10 dias pés-natal, que
o EGF esta presente no foliculo dental, intensamente até o 4° dia; no
9° e 10° dia, fracamente; no reticulo estrelado de 0 dia, ausente; e do
2° ao 10° dia, muito fraco; nos ameloblastos e osso alveolar, de 0 ao
4° dia, houve intensa marcacao, seguida de uma diminuicdo, média; a
polpa dental e odontoblastos também tiveram suas marcacdes

semelhantes: média intensidade durante todo o experimento.
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THESLEFF em 1987 diz que varias sao as teorias para o
mecanismo de erupcao, mas sabendo-se que existem 4 tecidos
principais no dente e ao seu redor: 0s mais importantes sitios de
atividade durante a erupcao sao sugeridos em 4 teorias:

Foliculo dental: a hipotese de que o EGF pode afetar o foliculo €

suportado por diferentes observagoes. Estimula a reabsorcao do osso
em cultura, e também afeta a diferenciacéao de osteoclastos, assim
pode estar envolvido na remodelacao ossea.

Raizz 0 EGF pode controlar o crescimento da raiz. E um
mitdgeno para muitos tipos de células e estudos do desenvolvimento
de incisivos, sugeriram que a proliferacao de células foi estimulada na
raiz, de animais tratados com este fator.

Vasos sanguineos: 0os vasos sao também um alvo potencial para

EGF. Mudancas na pressao vascular (fluxo sanguineo) e tecidos foi
sugerido como geradores da forga eruptiva.

Ligamento periodontal: o ligamento € frequentemente sugerido

como sendo um sitio gerador da for¢a eruptiva, suas fibras colagenas,

células e vasos sanguineos podem gerar esta forga.
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Seus estudos mostraram que as células do musculo liso das
arteriolas, foliculo e polpa sao particularmente enriquecidos por EGFr

e EGF.



PROPOSICAO



O objetivo deste estudo foi verificar em que regides dos incisivos
de ratos, a presenca ou nao do fator de crescimento epidermal e a
intensidade de marcacao, se tornam mais evidentes a partir da regiao
odontogénica em direcao a incisal, pela reacao da imunohistoquimica
(imunolocalizacdo), sabendo-se que nos molares este fator de
crescimento praticamente desaparece durante o desenvolvimento do

dente.
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1- COLETA DE MATERIAL

Para obtencao dos incisivos, 09 ratos Wistar adultos com uma
media de peso de 370g., foram anestesiados com Hidrato de Cloral,
400mg/kg de peso corporal do animal, sacrificados por perfusao
intracardiaca com uma solugao fixadora segundo KARNOVSKY
(1965). Para nosso estudo modificamos a concentracao do
glutaraldeido da solucao para 0,5% pois a concentracao preconizada
por KARNOVSKY (1965) poderia interferir na reacao
imunohistoquimica. O tempo de perfusao para cada animal foi de 10
min. As mandibulas foram removidas, separacdas em hemimandibulas,
e todo o tecido mole presente foi retirado, e estas ficaram imersas por
mais 6 horas na mesma solucao fixadora, em seguida foram lavadas
com tampao PBS (3x por 10 min), colocadas no descalcificador EDTA
5% sob agitacdo a temperatura ambiente por 30 dias com trocas
diarias. Apos a descalcificacao as hemimandibulas foram divididas em
5 regides no sentido transversal ao corpo da mandibula, conforme o
esquema da Fig. 1, correspondendo respectivamqpte: R 1: da crista

alveolar a face mesial do 1° molar, R2: a regiao do 1° molar,
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R 3: a do 2° molar, R 4: a do 3° molar, R 5: a regiao odontogénica. No
término da descalcificacao as pecas foram lavadas em tampao PBS
(3x por 10 min) e em seguida bloqueadas com cloreto de améneo por
30 min, novamente lavadas com tampao PBS (3x por 10 min). Para
comparacao e interpretacao dos resultados foi retirada uma glandula
submandibular de trés animais que serviram como controle positivo
da reacao pela certeza da presenca do EGF neste tecido. Estas
glandulas sofreram os mesmos procedimentos, s6 nao passando pelo
descalcificador. Em cada regiao da hemimandibula foi feito uma
referéncia para que fossem incluidas de modo que os cortes sempre
fossem feitos no sentido apico-incisal. As pecas foram desidratadas e

incluidas em paraplast.

2- PREPARO DAS LAMINAS

1- As laminas (Knitel Glasser, fosca) foram mergulhadas em
agua contendo detergente por 1 h, em seguida enxaguadas

exaustivamente com agua corrente e secas na estufa a 60°C;
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2- Depois de secas foram mergulhadas numa solucéo de HCI
(Merck) 1N durante 20 min; enxaguadas com agua deionizada
rapidamente com 3 trocas e novamente secas na estufa;

3- ApoGs a secagem, ficaram imersas numa solucao 3:1 de etanol
absoluto e acido acético (Merck) por 20 min, e levadas a estufa para

secar.

Solugédo de Organosilano:
Esta solucao serviu como cola para aderir os cortes nas laminas,
impedindo que saissem durante a reacdao imunohistoquimica e sem

provocar reagdes de fundo.

1)  Quatro mergulhos rapidos uma a uma em uma solugao a
2% de Organosilano em acetona (3 Aminopropyltriethoxy-silano —
Sigma Chemical CO. St. Louis, USA),

2)  Quatro mergulhos rapidos em Acetona pura (Merck),

3) Agua deionizada, 2 mergulhos rapidos, secas em estufa a
60°C
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As laminas foram envolvidas com papel toalha uma a uma até o

momento do uso.

3- MICROTOMIA

As diferentes regides das hemimandibulas incluidas em
paraplast, foram seccionadas num micrétomo automatico (RM 2155 -
Leica) para obtencao dos cortes com 3 um de espessura que foram

coletados em laminas previamente preparadas com organosilano.

4- IMUNOHISTOQUIMICA

Para a imunohistoquimica, testamos varios protocolos e
alterando alguns passos, criamos um protocolo adequado ao nosso
experimento utilizando método indireto com sistema de amplificacao
ABC (Peroxidase, Biotina e Estreptavidina) que €& extremamente
sensivel, podendo ser utilizadas concentragcdes muito baixas do

anticorpo primario. Previamente os cortes foram desparafinizados com
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xilol 30 min a 37°C e 20 min a temperatura ambiente, hidratados com
alcool absoluto, 80%, 50%, e agua, 2 min cada, mergulhados em H,O,
a 3% - 10v (peroxido de Hidrogénio), 5 trocas de 5 min cada para
inativar a peroxidase endogena do tecido apés o que, foram
enxaguados com agua corrente por 2 min, mergulhados numa
solucao de glicina/pepsina/HCI pH 22 a 37°C para que se
processasse a digestao enzimatica do tecido, digestao esta que
expdem os sitios de ligacao que podem ficar “mascarados” durante a
fixacao e inclusao das pecas e nos quais o anticorpo primario se liga,
em seguida enxaguados com agua por 2 min. Posteriormente 0s
cortes foram incubados com o anticorpo primario (anti-EGF
desenvolvido em coelho) (Sigma Chemical CO, St. Louis, USA),
1:4500 em PBS/BSA1% “overnigth”.

Apos este periodo, as laminas foram lavadas com PBS (pH 7 ,4)
3 trocas de 5 min. Como anticorpo secundario foi utilizado o Kit Strept
ABC ComplexYHRP Duet, Mouse/Rabbit (Dako Corporation).
Primeiramente foi empregado o reagente C (anticorpo produzido em
cabra anti-coelho/rato IgG, associado a moléculas de Biotina): 1:500

em PBS/BSA 1% por 30min a 37°C, em seguida as laminas foram la-

29



MATERIAL E METODOS

vadas com PBS 3 trocas de 5 min, e incubadas com a mistura dos
reagentes A e B (estreptavidina e moléculas de peroxidase
conjugadas com biotina) 1:500 em PBS/BSA 1% por 30 min a 37°C.
Novamente as Iaminas foram lavadas com PBS 3 trocas de 5 min, em

seguida reveladas com uma solucao de DAB (3,3’ Diaminobenzidina —
Sigma) com peroéxido de hidrogénio e DMSO por 5 min a 37°C, foi feito
uma coloracao de fundo com Hematoxilina de Mayer por 28 s, e apos
desidratacao com alcool, montadas com balsamo do Canada. Como
controle positivo foram utilizados cortes de glandula submandibular
dos mesmos animais.

* Ao microscopio de luz a avaliacao foi feita observando-se
as diferentes intensidades de marcacao (coloracao) de cada estrutura
e cada regiao e a presenca ou nao do EGF.

Dois examinadores observaram as laminas separadamente,
avaliando cuidadosamente cada item, em diferentes aumentos,
adotando os critérios utilizado por WISE et al. (1992) : na auséncia de
marcacao ( - ); intensidade fraca ( + ); média intensidade ( ++ ) e

marcacao forte ( +++ ).
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Os resultados obtidos na localizagao imunohistoquimica do EGF
no incisivo de rato, através do sistema de amplificacdo ABC foi
excelente, tornando possivel a utilizacao de baixa concentracao do
anticorpo primario (1:4500), proporcionando uma visao limpa, sem
reacdes de fundo (background), mostrando claramente os pontos onde
ocorreu a ligagao do anticorpo com o antigeno neste caso
representado pelo (EGF) presente no tecido. A marcacao €
representada pela coloracao (precipitado insoluvel) marrom da
associacdo entre a peroxidase que esta conjugada ao anticorpo, 0
peroxido de hidrogénio e o revelador Diaminobenzidina — DAB, estes
dados estao representados na (tabela 1).

A glandula submandibular utilizada como controle positivo para
comparagao e interpretacao dos resultados mostra intensa marcacao
e seu controle negativo (omissao do anticorpo primario), total auséncia
de marcacdo. (Figs. 2 e 3). Na Fig. 4 temos a visao panoramica de
todas as regides do incisivo: da R 5: odontogénica a R 1: da crista
alveolar a face mesial do 1° molar, onde observamos as diferentes

intensidades de marcacao em suas diversas estruturas.
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Podemos notar que nas regidoes 1 e 2, temos apenas a imagem
negativa do esmalte, o qual foi perdido durante a descalcificagao,
vemos também que o volume da polpa diminuiu com O
desenvolvimento, e a espessura da dentina aumentou.

A técnica nos forneceu portanto diferentes intensidades na
marcacao (isto significa maior ou menor concentracao do EGF). Em
todas as regides o foliculo externo (adjacente ao osso alveolar)
apresentou a maior intensidade de marcacao — forte (Figs. 5 e 6);
seguido pela papila dental - R 5 (Fig. 7); nesta regiao 5, considerada
regiao odontogénica, encontramos acima dos ameloblastos, o estrato
intermédio e reticulo estrelado que nas regides mais desenvolvidas se
unem e passam a receber o nome de camada papilar, 0s ameloblastos
e estrato intermédio nao mostraram marcacao e o reticulo estrelado
marcou fracamente (Fig. 8). A polpa presente partir da R 4 (Fig. 9)
mostrou uma média intensidade, este tecido € bastante vascularizado,
e ao redor destes vasos encontramos uma marcacao mais intensa. A
camada papilar e ameloblastos, da regiao 1 a 3 também mostraram
uma média marcacdo (Fig. 10). Na regiao 4 a intensidade de

marcacao da camada papilar diminuiu para fraca ( Fig. 11 ). Ainda
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nesta regiao 4 observamos que os ameloblastos nao marcaram, o
osso alveolar também nao marcou, exceto em algumas células e
vasos sanguineos com fraca intensidade; o foliculo mais externo
apresentou-se fortemente marcado; o foliculo interno, préximo a
camada papilar apresentou fraca marcagao; a polpa mostrou uma
média marcacao; observamos também a presenca de esmalte jovem-—
matriz do esmalte, composta principalmente pelas proteinas
amelogenina e enamelina, e esta matriz de esmalte apresentou uma
marcacao fraca. O corpo dos odontoblastos e a dentina nao marcaram
(Fig. 12); ja nos prolongamentos odontoblasticos e/ou na pré dentina
uma suave marcacao foi observada (Fig. 13).

O ligamento periodontal se encontra presente até a regiao 4, e
de modo geral apresentou fraca intensidade de marcacgao, exceto ao
redor de vasos sangiiineos adjacente ao 0sso, onde a marcacao foi

bastante forte (Fig. 14).
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Tabela 1-

RESULTADOS

Imunolocalizacao do EGF em incisivos inferiores de rato Wistar

Regidao 1 | Regiao 2 | Regido 3 | Regiao 4 | Regido 5

Polpa / Papila dental 4 b e ++
Odontoblastos & " - - -
Ameloblastos e + + - -
Estrato intermédio ’
Reticulo estrelado +
Camada papilar ++ ++ ++ +

Foliculo o tacie e +4+ +++ oot
Ligamento periodontal + + 4 + +

Osso alveolar

Intensidade de marcacao:
(-)ausente/ (+)fraco/ (++)médio/ (+++) forte




FIGURAS



Fig. 1- Esquema mostrando a hemimandibula do rato, indicando as

divisbes das 5 regides no sentido transversal ao dente.
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Fig. 2 - Glandula submandibular de rato (controle positivo)

mostra a intensa marcacao para EGF (416x).
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Fig. 3 — Glandula submandibular de rato (controle negativo)
mostra a completa auséncia de marcacao para EGF (416x).
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FIGURAS

Fig. 4 — Imunomarcacéo do dente incisivo em suas fases de

desenvolvimento, R5, R4, R3, R2, R1 mostra a presenca do EGF em
diferentes intensidades (26x)



Fig. 5 — Parte superior da papila - R 5, Foliculo (F) intensamente
marcado, portanto maior concentracao do EGF, presenca de vasos
sanglineos (VS), papila dental (PaD) com intensidade média de
marcacao, variacdes ou auséncja de marcacao nas outras estruturas:
osso alveolar (OA), reticulo estrelado (RE), estrato intermédio (EI),
ameloblastos (A), odontoblastos (O)  (104x)
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Fig. 6 — R 5: Foliculo adjacente ao osso alveolar (F) — intensa

ligacéo do anticorpo ao tecido demonstrado pelo precipitado marrom
da marcacéo, observar a auséncia de marcacao no 0sso alveolar (OA)
(416x)

45
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Fig. 7 — Parte inferior da papila — R 5: a papila dental (PaD)
apresenta-se pouco vascularizada, com média intensidade de
marcacao, observar o foliculo (F) e uma fina camada de osso alveolar
(OA)  (104x).
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Fig. 8 = R 5: Ameloblastos (A) e estrato intermédio (El) nao
marcam. Reticulo estrelado (RE) marca fracamente, observar a forte
marcacao do foliculo (F), odontoblastos (O) sem marcacéo e papila
dental (PaD) com intensidade média de marcacao  (416x).

149



FIGURAS

Fig. 9 =R 2 (sup.) e R 1(inf.) Polpa dental (PoD) — mostra média
intensidade, notar aumento na marcacdo ao redor dos vasos
sangtiineos (VS) (416x)
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Fig. 10 — Camada papilar (CP) — R 2, mostra uma intensidade
média de marcacao, que diminui em direcao a regido odontogénica,
observar também ameloblastos (A) e foliculo (F)  (416x).
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Fig. 11 = Camada papilar (CP) — R 4, a intensidade da marcagéo
diminuiu para fraca, assim como no foliculo (F) adjacente a camada
papilar, ameloblastos (A) sem marca¢do, observamos também a
matriz do esmalte (ME) com fraca marcacgao e o foliculo (F) adjacente
ao osso alveolar fortemente marcado  (416x)
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Fig. 12 — R 4: Osso alveolar (OA), nao marca, exceto fraca
marcacao em algumas células isoladas e ao redor de vasos
sanguineos (VS) (seta); foliculo mais externo (F) (forte), camada
papilar (CP) mostra fraca marcacao. Observar a presenca da matriz do
esmalte (ME) com marcacao fraca; ameloblastos (A), odontoblastos
(O) e dentina (D) sem marcacgao, polpa dental (PoD) média marcacao
(104x)
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Fig. 13 = R 4: corpo dos odontoblastos (O) ndo marcam. Notar
nos prolongamentos odontoblasticos (PO) e/ou na pré-dentina (PrD)
(seta), a presenca de fraca marcacdo para EGF; observar dentina (D)
sem marcacao e polpa (PoD) com média marcacao ( 416x, 1040x)
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Fig. 14 - Ligament? pénodontal (LP 1(sup.) e4 (inf.), mostra
fraca marcagao, exceto adjacente ao osso alveolar (AO) e ao redor
dos vasos sanguineos (VS) onde a marcagao aumenta para forte;

dentina (D) sem marcacao  (416x).
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Por ser a erupcao dentaria um processo complexo, muitos
estudos tém sido feitos para se conhecer quais os fatores e tecidos
envolvidos neste processo.

Um dos fatores mais recentemente estudado é o fator de
crescimento epidermal, através de sua presenca nos tecidos dentais, e
sua modulacao durante as fases de desenvolvimento do dente.

O EGF & um mondmero (polipeptideo de 53 aa), que induz a
proliferacdo de muitos tecidos epiteliais, endoteliais e fibroblastos. E
encontrado em diferentes tecidos, fluidos corporeos e plaquetas
(BENNETT & SCHULTZ, 1993)

Nos ultimos anos o EGF tem sido associado com 0 processo da
erupgao dentaria.

Este fator de crescimento, através de sua ligagao com seu
receptor — EGFr, que € uma glicoproteina transmembrana, promove
uma cascata de sinais que induzem modificacées celulares
importantes. Somente as células que expressam este receptor sao
capazes de responder ao EGF (BRUCE et al.,, 1991).

Depois de se ligar ao seu receptor, 0 EGF estimula a fosforilagao

de diferentes proteinas regulatérias importantes, incluindo a
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fosfolipase cy1, GAP - proteina trifosfato-ativante nucleosideo
guanina. A ativacao destas proteinas serve como guia para a ativacao
de outras enzimas, como a caseinoquinase ll, proteinoquinase C e
outras. Estes eventos causam alteracoes na fisiologia da célula, como
liberar calcio intracelular do reticulo endoplasmatico, aumentar o
transporte de glucose e aminoacidos, e a transcricao precoce dos
genes requeridos na mitose como c-jun e c-fos. A tirosinogquinase
localizada no dominio citoplasmatico do EGFr ativada pela ligacao
com o EGF é essencial para a produgao dos efeitos biologicos do EGF
sobre a célula, pois os residuos de tirosina formados pela fosforilacao
de proteinas especificas podem ser ativados ou inativados, iniciando
assim uma cascata de sinais que vao induzir a migracao ou divisao
das células (CARPENTER & COHEN, 1990; BENNETT & SCHULTZ,
1993).

No dente incisivo de rato, sdo encontrados varios sitios de
ligacao do EGF no foliculo dental, ameloblastos, camada papilar,
ligamento periodontal, polpa, além de outras estruturas (THESLEFF et
al., 1987; WISE et al., 1992; THOPAN et al., 1988, MATINEAU-DOIZE

etal, 1987; LIN et al., 1996).
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Em nosso estudo como dividimos o dente incisivo em 5 regides,
desde a regiao 5: odontogénica — apical, até a regido 1 incisal (intra-
Ossea), pudemos observar em quais fases do desenvolvimento
encontrariamos o EGF,; através da técnica imunohistoquimica com
sistema de amplificacao ABC, comprovamos a presenca do EGF em
diferentes tecidos e em todas as regides em maior ou menor
intensidade de marcacao.

Nos cortes coletados do incisivo, na fase da regiao
odontogénica, o dente se apresentou completamente envolvido pelo
foliculo, que € um tecido de origem ectomesenquimal. Nesta fase as
células externas do foliculo se diferenciaram em osteoblastos e
formaram o osso alveolar que rodeia todo este foliculo. Ameloblastos e
odontoblastos ja estado diferenciados nesta fase e uma camada de
dentina foi formada. O foliculo € rico em capilares e portanto nutri o
dente em desenvolvimento, e € também responsavel pela formacao do
ligamento periodontal presente a partir da regiao 4, aproximadamente.

Acima dos ameloblastos na regiao 5, encontramos o estrato
intermédio formado por 2 ou 3 camadas de células e o reticulo

estrelado rico em agua e proteoglicanas, e com 0 desenvolvimento no
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sentido incisal, no caso do dente incisivo, estes dois tecidos se unem
recebendo a denominacao de camada papilar.

Segundo KATCHBURIAN & ARANA (1999) a papila dentaria tem
origem ectomesenquimal, e no estagio anterior (campanula) & a
responsavel pela formacdo dos odontoblastos. Suas células sao
indiferenciadas e fusiformes, com abundante matriz extracelular. Num
estagio mais avancado a papila dentaria se transforma em polpa
(regiao 4), ocorre a diminuicdo das células ectomesenquimais,
aparecem fibroblastos e mais fibras colagenas na matriz extracelular,
que € bastante vascularizada, e durante o desenvolvimento a polpa
dentaria tem seu volume reduzido € a camada de dentina passa a
ocupar o maior volume do dente. O foliculo passa a se localizar na
face labial do dente, enquanto que o ligamento periodontal produzido a
partir de células do foliculo dentario ocupa a face lingual e parte das
mesial e distal.

O ligamento periodontal apresenta dois compartimentos, um
relacionado ao dente, rico em células (fibroblastos e fibras colagenas),
sem vasos, e outro relacionado ao 0sso alveolar com poucas fibras e

bem vascularizado (KATCHBURIAN & ARANA 1999). Ao redor destes
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vasos sanguineos, ha células indiferenciadas ectomesenquimais, com
aspecto de fibroblastos inativos (BERKOVITZ & SHORE, 1978). O
colageno do ligamento periodontal tem caracteristicas de tecido
imaturo, exibindo elevado metabolismo de renovacao (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1999). O ligamento conduz o dente a sua definitiva
posicao durante seu desenvolvimento e quando a erupg¢ao termina, o
dente é mantido pelo ligamento numa apropriada afinidade com os
tecidos adjacentes. No dente incisivo de rato o ligamento também
permite seu movimento eruptivo continuo embora o dente seja
firmemente fixado a parede do osso alveolar (MATENA, 1973).

Em nosso estudo encontramos uma fraca intensidade de
marcacao no ligamento periodontal, porém a marcacao aumentou na
parte relacionada ao 0sso, ao redor de vasos, mostrando a existéncia
de uma maior concentracao de EGF.

THESLEFF em 1987, mostrou em seu estudo que as células do
musculo liso dos vasos e artérias do ligamento, polpa e foliculo,
apresentam grande quantidade de EGF ao seu redor, concordando
com nosso estudo, onde também encontramos um aumento de

intensidade ao redor dos vasos do ligamento e da polpa.
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Num estudo recente, MERZEL et al. (2000), utilizando
procedimentos cirirgicos provocaram injurias no ligamento periodontal
através da crista alveolar da superficie lingual de incisivos inferiores de
rato e concluiram que o ligamento da regiao da crista do incisivo n&o
participa do processo eruptivo.

THOPAN et al. (1988) através da radioautografia mostrou que

'] — EGF se liga no ligamento periodontal de ratos recém-nascidos.
A literatura descreve o ligamento periodontal como um sitio
importante de ligacao para o EGF sugerindo que participe da erupcao,
mas os estudos tém mostrado que mesmo provocando danos ao
ligamento, o dente erupciona independente de sua participacao,
(CAHILL & MARKS, 1980; MARKS & CAHIL, 1987, MERZEL et al,
2000).

Segundo MARTINEAU-DOIZE et al. (1987; 1991), em seus
estudos também realizados em incisivos de rato, através da
radioautografia, encontraram sitios de ligacao do EGF e seu receptor

nos ameloblastos maduros; ameloblastos pré e secretérios;, na

camada papilar; odontoblastos; pré-dentina e reticulo estrelado.
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COBO et al. (1992), através da imunolocalizacdo também
mostraram em embrides de rato de 16 — 21 dias uma suave marcacao
nos ameloblastos; ja WISE et al. (1992), utilizando molares de rato de
0 a 12 dias também pela imunolocalizagédo comprovaram a presenca
do EGF com forte intensidade de 0 dia, diminuindo para média aos 10
dias. O EGFr também foi encontrado com média intensidade no inicio
e diminuindo para fraca com 10 dias.

Em nosso trabz:n0, a presenca do EGF nos ameloblastos se
mostrou através de uma fraca intensidade de marcacao das regides 1
a 3, e auséncia de marcacao nas regioes 4 e 5. Talvez a diferenca em
relacdo a intensidade de marcacao nos ameloblastos entre nosso
estudo e o feito por WISE et al. (1992), se deva a profundidade dos
cortes coletados, ou o tipo de denticao utilizada (molar e incisivo).

Nos corpos dos odontoblastos nao encontramos marcacao, mas
na pré-dentina e/ou nos prolongamentos odontoblasticos nela
presentes uma fraca marcagcao foi encontrada, concordando com o
trabalho de MARTINEAU-DOIZE et al (1991), que também

encontraram sitios de ligacao para EGF nesta regido. Esta fraca
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marcacao na matriz do esmalte, assim suspeitamos que o EGF possa
ser encontrado em maior concentracao na matriz organica.

Nosso estudo, em relacdo aos odontoblastos, apresentou
diferencas quando comparado com a literatura. WISE et al. (1992),
encontraram uma meédia marcacado para EGF e EGFr, mas seus
estudos foram feitos em molares de 0 a 10 dias; e COBO et al. (1992)
também encontraram a mesma intensidade que WISE et al. 1992),
mas em embrides de 16 a 21 dias.

O resultado da imunohistoguimica na papila/polpa foi de média
intensidade de marcagao, exceto ao redor dos vasos, onde foi
bastante intensa. Este aumento de intensidade foi explicado nas
consideracoes feitas a respeito do ligamento periodontal. Esta
marcacao da polpa esta de acordo com os resultados obtidos por
WISE et al. (1992), sendo que em seus estudos também mostraram a
presenca de EGFr neste tecido e com 0 mesmo padrao de marcacao.

Segundo MARTINEAU-DOIZE et al. (1987; 1991), nos incisivos
de rato as células da camada papilar apresentaram sitios de ligagao
para EGF, comprovado através da injecdo de '%°| — EGF; seu receptor

também foi localizado neste tecido.
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Nossos resultados também mostraram a ligacdo do anticorpo na
camada papilar por uma intensidade de marcacao média, mas esta
intensidade diminuiu na regiao 4, proximo a regiao odontogénica. A
razao desta diminuicao pode ser devido a sua menor vascularizacao.
O numero de vasos sanguineos aumenta em direcao as regides
incisais.

No osso alveolar encontramos poucas células e pequenos vasos
sanguineos fracamente marcados, este resultado se mostrou diferente
do encontrado por WISE et al. (1992), que no inicio do seu
experimento encontraram muitas células marcadas, diminuindo com o
desenvolvimento, mas ainda assim com maior intensidade quando
comparado com nosso resultado, talvez, os cortes que coletamos de
cada regido para estudo nao correspondam a fase do

desenvolvimento por eles estudadas.

Nos ultimos anos a pesquisa em torno da erupcao se voltou para

o foliculo, associando a estes estudos a presenca de EGF e do EGFr.
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A maior intensidade de marcacao que obtivemos foi no foliculo
dental, uma porcdo bem vascularizada na parte mais externa,
adjacente ao osso alveolar, que apresentou 0 mesmo padrao em
todas as regides, comprovando uma alta concentracdo de EGF neste
tecido.

Segundo KATCHBURIAN & ARANA (1999), o foliculo esta
presente no desenvolvimento do dente, desde a fase de capuz, até os
estagios mais avancados e, sua participacao parece ser
extremamente relevante nos eventos da erupcao, tudo indicando que
modificacées quimicas na sua composicao, como a producao do EGF,
estao relacionadas com a erupcao. Este fator de crescimento que esta
presente no foliculo induz o reticulo estrelado a produzir TGF-B1- fator
de crescimento transformante B-1 e IL — interleucinas. Estes fatores
iriam para o foliculo que passaria a produzir CSF-1 — fator estimulante
de colénia responsavel por atrair monocitos que posteriormente se
diferenciariam em osteoclastos e promoveriam a reabsor¢gao do 0sso

alveolar para finalmente formar um caminho para o dente erupcionar.
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SHROFF et al. (1996), dizem que a erup¢ao € acompanhada por
um dramatico remodelamento da matriz extracelular, mudancas
bioquimicas na matriz, entre as quais um drastico decréscimo na
distribuicado de colageno tipo | no foliculo aos 9 dias de vida que
culmina com a presenca do EGF e seu receptor, mostrando que ha
uma dependéncia destes fatores para que aconteca estas mudancas.

MARKS & CAHIL em 1983, relataram em seus estudos que os
osteoclastos envolvidos na reabsorcao 6ssea estao concentrados no
foliculo adjacente ao 0sso.

Utilizando a técnica de RT — PCR, SHROFF et al. (1996),
mostraram que os genes do EGF e o EGFr sao expressados no
foliculo do 1° molar de rato em estagios especificos, 2, 5 e 9 dias pos-
natal do desenvolvimento do dente.

MERZEL et al. (2000), utilizando incisivos de ratos provocaram
injurias nos tecidos periodontais relacionados ao esmalte, que
compreendem: o tecido conjuntivo derivado do foliculo dental e o
orgao do esmalte com seus sucessivos estagios de desenvolvimento.
Estas injurias foram feitas cirurgicamente de trés maneiras;

introduzindo a ferramenta endoddntica no espaco periodontal labial
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através de sua porcao basal, na sua extremidade incisal, ou pela
remogao parcial da borda mandibular inferior na regiao dos molares
junto com a introducéo da ferramenta endoddntica na parte incisal
deste espaco, mostrando que as trés diferentes maneiras usadas para
provocar danos nos tecidos periodontais relacionados ao esmalte
produziram efeitos sobre a taxa de erupcao e concluiram que 0s
resultados obtidos sugerem que os tecidos periodontais relacionados
ao esmalte, como o tecido conjuntivo derivado do foliculo dental e o
orgao do esmalte apds a secrecao do esmalte estar completada, sao
responsaveis pelo controle e manutencao do processo eruptivo.

CAHIL & MARKS (1980) dizem que o papel do foliculo & de
controle local na formacao e reabsorcao oOssea (provavelmente
mediada pelo EGF). Estes autores em seus experimentos mostraram
que a auséncia da raiz ou do ligamento periodontal nao afeta a
erupcao, mas removendo-se o foliculo, o dente nao erupciona, e
deixando o foliculo intacto e substituindo o dente por um objeto inerte,

este erupciona.
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MARKS & CAHIL, (1987), examinaram o efeito da erupcéo
fazendo remocéo cirurgica seletiva de partes do foliculo dental de pré
molares permanentes de cachorros e concluiram que: 1- a remog¢éao da
parte coronal do foliculo previne a erup¢do, nao ocorre reabsorcao
6ssea para desenvolver um caminho para a erup¢ao; 2- removendo-se
a parte basal do foliculo o dente também nao erupciona, nao ocorre
formacao 6ssea, mas a reabsorcao acontece; 3- removendo-se todo o
foliculo dental, ndao ocorre atividade de erupcao dentaria, neste caso a
caréncia da erupcao resulta da auséncia da reabsorcao e formacao
Ossea, assim a presengca do foliculo & indispensavel para que a
erupcao dentaria aconteca. Estas observacdes sugerem que
realmente a erupgao do dente resulta da reabsorcao 6ssea ao redor
da superficie oclusal e formacao 6ssea ao redor da porcao radicular
do dente, estes eventos sao iniciados, coordenados e terminados por
uma seérie de fatores locais, sendo 0s mais importantes, senao
preponderantes, o EGF, o EGFr, e a vascularizagao do tecido,
necessaria para que ocorra migracao de células mononucleares, 0s
monocitos, que apds se diferenciarem em osteoclastos promovem a

reabsorcao do osso alveolar formando assim uma via para que o den-
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te chegue a cavidade oral, portanto o foliculo tem participacao
principal na erupcao dentaria associado aos efeitos biologicos
causados pelo EGF.

THESLEFF et al. (1987) observaram que células na parte apical
do foliculo dental e dentes em erupcao seletivamente se ligam ao EGF
e que a caracteristica da erupcao precoce de incisivos de roedores
seguido da administracao de EGF €& acompanhado pela elevada
atividade mitotica nas ceélulas basais. Estas observacoes sugerem que
a formacao do osso nos dentes em erupcao pode ser relacionada a
proliferacao de células dependentes de EGF mediada ou moderada
pela parte basal do foliculo.

Apesar de nao encontrarmos diferencas na intensidade de
marcacao em relacao ao foliculo dental, nas 5 regioes estudadas, a
quantidade de tecido diminui em direcao a regiao apical. WISE, et al.,
(1992), mostraram que o EGF diminui no molar a medida que o dente
se desenvolve e erupciona, porém nos incisivos essa diminuicdo da
quantidade de tecido € mais facil de ser observada, pois ela ocorre

simultaneamente no mesmo dente.
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Esta intensa marcacao para o EGF encontrada no foliculo dental
do incisivo, sugere uma grande participacao deste tecido na erupcao
dental, no entanto, nao podemos afirmar se este EGF esta sendo
produzido ou recrutado pelas células do foliculo. Assim, seria
interessante novos estudos utilizando também o receptor para o EGF,
0 que nos garantiria que realmente a célula estaria utilizando-o. Alem
disso, poderiamos verificar alteracdées também na concentracao deste
fator de crescimento, se alterassemos a taxa de erupg¢ao do incisivo
através da desoclusao e observar se realmente a quantidade de EGF

diminui em direcao a incisal.
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CONCLUSOES

Através da imunolocalizacdo do EGF- fator de crescimento

epidermal no incisivo do rato, podemos concluir que:

O EGF esta presente em todas as regides do dente incisivo em
diferentes estruturas e intensidades.
* O foliculo dental foi o tecido que apresentou-se mais fortemente
marcado nas 5 regioes.
* Esta marcacdo demonstra uma intensa concentracao do EGF, o que
sugere um papel fisiolégico importante do foliculo na erupcao e

desenvolvimento do dente incisivo.
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