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Existe uma diferenca entre o “desejar” e o “querer”, o desejo

mede obstaculos enquanto a vontade vence-os.

(autor desconhecido)
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RESUMO

Nos incisivos de ratos a face do alvéolo relacionada ao esmalte €
continuamente reabsorvida do lado interno e neoformada no lado externo. Estudo
realizado em nosso laborat6rio mostrou que em incisivos de ratos contidos por um
periodo de 18 dias, ha uma substituicdo de reabsorcdo 6ssea na face do alvéolo
relacionada ao esmalte por neoformacdo éssea, onde osteoclastos foram
substituidos por osteoblastos. CSF-1 e RANKL estimulam a proliferacdo e
diferenciacao de osteoclastos enquanto a OPG possui potente atividade inibitéria
da osteoclastogénese. O objetivo deste estudo foi analisar a distribuicao e a
intensidade do CSF-1, RANKL e OPG nos tecidos periodontais relacionados ao
esmalte (PRE), de incisivos inferiores de ratos em erupcao normal e apds periodo
de 18 dias de contencéo, utilizando método imunohistoquimico e associando a
andlise quantitativa de osteoclastos. Quinze ratos Wistar machos tiveram seu
incisivo inferior esquerdo imobilizado por meio de um fio de ago preso ao 1° molar
inferior esquerdo por 18 dias. Quinze ratos com o incisivo esquerdo em erupcao
normal foram utilizados como controle. A taxa de erupcao foi medida por meio de
uma marca feita na face labial da coroa. No 18¢ dia de experimento os animais
foram sacrificados e a regido da crista alveolar do incisivo foi separada. Os
incisivos de 12 ratos (6 controles e 6 contidos) foram fixadas e processadas para
inclusdo em Paraplast® e reacdo imunohistoquimica foi realizada utilizando
anticorpos primarios anti-CSF-1, OPG e RANKL. A intensidade de marcagéao do
foliculo dentario foi quantificada através de medida da densidade 6éptica, utilizando
o “software” de analise de imagens Leica QWin (Leica imaging systems,
Cambridge, UK ) e ambos os grupos foram comparados pelo test t ndo-pareado.
Para verificar a atividade osteoclastica, os incisivos de 18 ratos (9 controles e 9
contidos) foram fixadas e processadas para inclusdo em Historesina® e foram
realizadas a evidenciacdo da fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) e a
contagem de osteoclastos TRAP positivos presentes em toda a extensdo do 0sso

alveolar que circunda o esmalte. A contencdo com fio de aco mostrou-se eficiente



em imobilizar o incisivo. A diferenca na quantidade de osteoclastos entre os
grupos foi significante (p<0.001), sendo que no incisivo normofuncional a
quantidade destes foi aproximadamente trés vezes maior que no contido. Para o
CSF-1 e OPG nao houve, no foliculo dentario, diferenca estatisticamente
significante na intensidade de marcacao entre os grupos (p>0.05). Para RANKL o
grupo contido apresentou-se com intensidade de marcacdo menor do que o
normofuncional (p<0.01). As moléculas estudadas estavam presentes no PRE, da
regido da crista de incisivos inferiores de ratos, em erupcdo normal e contida,
sendo que na condi¢cao contida houve uma diminuicdo na intensidade de RANKL e
da quantidade de osteoclastos. Diante desta observacédo, podemos concluir que
alteracdes nos tecidos que compdéem o PRE no incisivo contido, modificam o
balanco na relacdo RANKL/OPG alterando o metabolismo das células que
participam da remodelagéo éssea.
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ABSTRACT

In the rat incisors the face of the socket related to the enamel is
resorpted continually on the inner side and formed on the outer side. A study
accomplished at our laboratory showed that in rat incisors immobilized by a period
of 18 days, there is a replacement of bone resorption in the face of the socket
related to the enamel by bone formation, where osteoclasts were substituted by
osteoblasts. CSF-1 and RANKL stimulate the proliferation and osteoclast
differentiation while OPG has a potent osteoclastogenesis inhibitory activity. The
aim of this study was to analyze the distribution and intensity of CSF-1, RANKL
and OPG in periodontal tissues related to the enamel (PRE) of rat lower incisors, in
normal eruption and after the period of 18 days of containment, using
immunohistochemical technique and associating the quantitative analysis of
osteoclasts. Fifteen male Wistar rats had their left lower incisor immobilized by
means of a steel wire attached to the first left lower molar for 18 days. Fifteen rats
with the left lower incisor in normal eruption were used as control. The eruption
rate was measured using landmarks in the labial face of the crown. The animals
were killed on day 18™ and the region of the alveolar crest of the incisor was split.
The incisors of 12 rats (6 control and 6 immobilized) were fixed and processed for
embedding in Paraplast and immunohistochemical assay was accomplished using
primary antibodies anti-CSF-1, OPG and RANKL. The immunostaining of the
dental follicle was quantified by measure of the optical density, using the image
analysis software Leica QWin (Leica imaging systems, Cambridge, UK) and both
groups were compared by test t. To verify osteoclast activity, the incisors of 18 rats
(9 control and 9 immobilized) were fixed and processed for embedding in
Historesin and to make the tartrate resistant acid phosphatase (TRAP) evident.
Osteoclasts TRAP positive in the whole length of the alveolar bone surrounding the
enamel were counted. The incisor immobilization with steel wire was efficient. The
difference in the number of osteoclasts between both rat groups was significant (p
<0.001). In the normal incisor, the number of osteoclasts was threefold greater
than in the immobilized tooth. In the dental follicle, there wasn't significant

Xii



difference in the immunostaining intensity for CSF-1 and OPG between the groups
(p>0.05). The immobilized incisor group showed immunostained intensity smaller
than the normal incisor group (p <0.01). The studied molecules were present in
PRE, in the region of the alveolar crest of rat lower incisor, in normal and
immobilized eruption. There was a decrease in the intensity of RANKL
immunostaining and in the number of osteoclasts in the immobilized condition.
Hence, we concluded that changes in tissues of PRE, in the immobilized incisor,
modify the RANKL/OPG ratio altering the metabolism of cells that participate in the
bone remodeling.
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1 INTRODUCAO

A maneira como 0 0sso alveolar se remodela pode fornecer informacoes
para um melhor entendimento da erupcéo de incisivos de crescimento e erupcao
continuos.

O osso alveolar é continuamente remodelado por um processo que
equilibra reabsorcao déssea por osteoclastos seguida por deposicdo Ossea por
osteoblastos. Nos incisivos de ratos, a face do alvéolo relacionada ao esmalte
(faces labial e parte da distal) é continuamente reabsorvida no lado interno e
neoformada no lado externo (Gerlach et al, 2002).

Estudo realizado em nosso laboratério mostrou que em incisivos cujo
crescimento e erupcdo em direcdo incisal foi interrompida por meio de contencéo,
houve inversdo de reabsorcdo 6ssea na face labial interna do alvéolo por neo-
formacéao 6ssea (Salmon, 2004).

Muitas teorias tentam explicar o processo de erupcdo, a maior parte
delas atribui aos tecidos adjacentes ao dente como mediadores deste processo
(Marks & Schroeder, 1996), porém ja foi demonstrado que o foliculo dentario é o
principal mediador (Cahill & Marks, 1980; Marks & Cahill, 1984).

A forca eruptiva esta relacionada a remodelacao do osso alveolar. A
necessidade de reabsor¢cdo do o0sso para erupcdo ocorrer foi inicialmente
observada em roedores com osteopetrose, uma doenca 6ssea congénita marcada
por reduzida reabsorcdo éssea sem reducdo da formacao, caracterizada pela
falha na erupgdo dos dentes, mesmo quando eles estdo totalmente formados
(Marks, 1973). Uma vez que estes ratos foram tratados com injecoes de fator
estimulante de colénias (CSF-1) os dentes erupcionaram, mostrando que em ratos
osteopetroticos a falha na erupgao esta diretamente relacionada a reduzida
reabsorcao éssea, caracteristica da doenca (lizuka et al, 1992).

O foliculo dentario € o principal local de concentracao do CSF-1 (Wise et
al, 1995), um fator de crescimento glicoproteico, que estimula especificamente a
sobrevivéncia, proliferacao e diferenciagdo de células da linhagem mononuclear
fagocitica (Das & Stanley, 1982).



O CSF-1 produzido pelo foliculo dentario é quimiotatico para mondécitos
e este quimioatrativo pode ser responsavel pelo influxo de mondcitos no foliculo
que se transformardo em osteoclastos e que por sua vez promoverao a
reabsorcdo do osso alveolar, necessaria para iniciar a erupgao dental (Que &
Wise, 1997).

A osteoprotegerina (OPG) € uma glicoproteina membro da superfamilia
do Fator de Necrose Tumoral receptor (TNFr). O modo pelo qual a OPG interage
com as células alvo é se ligando ao seu receptor — OPGL, também conhecido
como RANKL (receptor activator of nuclear factor — B ligand), uma citocina
transmembrana expressa em osteoblastos que se liga a RANK, um receptor
transmembrana presente em osteoclastos e seus precursores. A interagao entre
RANK e RANKL desencadeia uma série de mecanismos que resultam em
diferenciacdo, maturagdo e ativacdo de osteoclastos. A OPG inibe a
osteoclastogénese se ligando a RANKL e bloqueando sua interacdo com a RANK,
portanto a OPG é um fator inibitério da osteoclastogénese (Simonet et al, 1997;
Rosa-Ranal et al, 2001).

Neste estudo alguns fatores que influenciam o processo de erupcéo
(CSF-1, OPG e RANKL) foram analisados associados a remodelacdo do 0sso
alveolar de incisivos em diferentes condicdes de erupcao. O incisivo foi 0 modelo
escolhido, pois em dentes de crescimento continuo a parte coronaria do foliculo é
permanente, e outra vantagem destes dentes, € que a erupgdo pode ser
experimentalmente alterada permitindo a observagdo da resposta dos tecidos
envolvidos no movimento eruptivo. Sendo assim, a unido de duas metodologias
(contencdo do incisivo e imunolocalizagdo de proteinas) é algo mais no
entendimento dos fatores ligados a reabsorcdo do osso alveolar, processo este
indispensavel para que ocorra a erupcao do dente.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Remodelacao 6ssea e erupcao dental em incisivos de ratos

Os incisivos de roedores crescem, mineralizam-se e erupcionam
continuamente devido a presenca de um epitélio odontogénico localizado na base
do dente, juntamente com o tecido conjuntivo que originara a polpa, proliferando
durante toda a vida do animal.

Estes dentes crescem tanto em comprimento, como em didmetro
durante a vida do animal (incisivos inferiores de ratos machos, entre 100 e 400g
de peso corporal, aumentam em aproximadamente 90% seu comprimento e
didmetro. Em ratos a partir de 4009, o crescimento do dente praticamente cessa —
Merzel 2007 informagao pessoal), portanto, € como se a via eruptiva dos incisivos
de ratos necessitasse de uma ampliacao continua.

Os tecidos periodontais dos incisivos de roedores sdo formados por um
ligamento periodontal na superficie do dente onde a dentina é coberta por
cemento (faces mesial, lingual e parte da distal), enquanto a face coberta por
esmalte (labial e parte da distal) € coberta pelo 6rgao dental (também conhecido
como érgao do esmalte) e por um tecido conjuntivo muito vascularizado. Este
tecido periodontal relacionado ao esmalte (PRE) é similar ao tecido que envolve a
coroa de molares de roedores quando esta € completamente formada e o
movimento eruptivo intra-6sseo se inicia (Marks & Schroeder, 1996). Outra
similiaridade entre os tecidos do PRE e aqueles relacionados a coroa de molares
em desenvolvimento é que ambos parecem promover a reabsor¢ao de seu 0Sso
alveolar relacionado (Gerlach et al, 2002). Em molares tal reabsor¢cdo comeca
apds a coroa ser completada, ja nos incisivos inferiores, a reabsorcdo da face
labial do alvéolo comeca provavelmente apds a completa secrecao do esmalte, o
que acontece no nivel do segundo molar, e aumenta em direcdo a crista alveolar
(Cahill et al, 1988; Smith & Nanci, 1989 apud Gerlach et al 2002).

Trabalho realizado em incisivos de rato mostra que quando a raiz é
resseccionada ou transeccgionada os dentes cessam sua erupgcdo antes da



exfoliacdo. Nestes dentes parece que o ligamento periodontal permanece na
regiao préxima a crista alveolar, enquanto o PRE é completamente perdido
(Merzel et al, 2000a). Outro trabalho onde o PRE foi lesionado com instrumento
endodéntico ocorreu um variavel periodo de retardo da erup¢do e em alguns
casos uma parada temporaria do movimento eruptivo, enquanto lesdes similares
no ligamento periodontal tiveram nenhum efeito na erupgcao (Merzel et al, 2000b).
Estes resultados mostram que o periodonto relacionado ao esmalte tem um papel
essencial no processo eruptivo dos incisivos.

O processo de erupcéao é pensado ser multifuncional. Ele compreende o
mecanismo responsavel por gerar a forca eruptiva, a traducdo desta forca em
movimento, a resisténcia dos tecidos ao redor do dente e a remodelagao de tais
tecidos para manter a integridade do sistema. Qualquer mudanca na erupgao
pode ser devido a uma mudanca em um ou mais destes fatores (Moxham &
Berkovitz, 1983).

Estudo realizado em incisivos de ratos utilizando marcadores
fluorescentes mostrou que na face labial do osso alveolar, adjacente ao periodonto
relacionado ao esmalte, ocorre reabsor¢cao continua com maior intensidade na
regiao mais proxima a crista. Apds periodo de contencéo da erupcao do incisivo, a
alteracao mais evidente na remodelacédo do alvéolo ocorreu nesta mesma regiao,
onde houve conversao de reabsorcao para formacao 6ssea, na face labial do osso
alveolar adjacente ao PRE, com formagédo de uma camada de osteoblastos sobre
0 0sso, principalmente na metade mesial. Para explicar tais mudancas alguns
fatores relacionados as forcas compressivas exercidas pelo dente sobre o alvéolo
foram considerados (Salmon, 2004).

Gerlach et al (2002) mostraram que a remodelacao do 0sso alveolar em
incisivos hipo e hiperfuncionais é similar, indicando que existem fatores comuns
que causam este padrdao de remodelacado. Ao considerar os possiveis fatores, a
taxa de erupcéo foi excluida uma vez que esta é duas vezes maior nos incisivos
hipofuncionais do que nos normo e hiperfuncionais. O fator comum mais provavel

poderia ser a mudancga na intensidade e/ou orientacdo das forcas de mordida



dentro do ligamento periodontal, promovendo uma movimentacdo distal do
incisivo.

Steigman et al (1989) examinaram os efeitos de forcas oclusais
funcionais, na morfologia do dente e tecidos periodontais, de incisivos de ratos em
hipo e hiperfunc¢do. Os resultados mostraram que a forma e o tamanho de dentes
de crescimento continuos sao influenciados por forgas oclusais funcionais, porém
0 0sso alveolar propriamente dito parece nao responder diretamente a funcéo
oclusal, mas se remodela de acordo com mudancas ocorrendo na morfologia do

dente e de seu periodonto.

2.2 Fator Estimulante de Colonias — CSF-1

O fator estimulante de colénias tipo 1 — CSF-1 é um fator de
crescimento glicoproteico, que estimula especificamente a sobrevivéncia,
proliferacdo e diferenciacdo de células da linhagem mononuclear fagocitica.
Especificos receptores de superficie que mediam os efeitos biol6gicos do CSF-1
ocorrem exclusivamente em células mononucleares fagociticas (Das & Stanley,
1982). O CSF-1 tem um efeito autécrino em sua propria expressdo génica,
ficando assim seu receptor o responsavel por inibir sua atividade (Wise, 1997).

O Foliculo dentario € o principal local de concentracdo do CSF-1. Wise
et al (1995), utilizando técnicas de hibridizacao in situ e RT-PCR, mostraram que o
RNA mensageiro para o CSF-1 esta presente in vivo no foliculo dentario de
molares inferiores de rato e imunomarcacgao para o proprio CSF-1 revela que este
RNA mensageiro € traduzido. Num periodo de 0 a 10 dias pds-natal, a expressao
maxima de CSF-1 ocorreu no 3° dia, coincidindo com o fato de que neste mesmo
dia ha um influxo de mondcitos no foliculo dentério.

O CSF-1 faz parte de uma cascata de eventos moleculares que estao
diretamente relacionados com a erupgdo dental, sendo responsavel pelo
recrutamento de mondcitos, que se transformardao em osteoclastos e que por sua
vez promoverao a reabsorcado do osso alveolar, formando uma via eruptiva para

que o dente alcance a cavidade bucal (Que & Wise, 1997).



Experimento em ratos osteopetréticos, em que ha total auséncia de
dentes erupcionados, injecdes de CSF-1 produziram um aumento no numero de
osteoclastos, bem como um aumento nos espacos medulares hematopoiéticos e
os dentes erupcionaram, mostrando que em ratos osteopetroticos a falha na
erupcao esta diretamente relacionada a reduzida reabsorcéo 6ssea, caracteristica
da doenca (lizuka, 1992).

Injecdes de pamidronato, um bifosfonato que reduz a reabsorgao éssea
por osteoclastos, inibiram o tempo de erupcao de molares e incisivos, no entanto,
o pamidronato nao inibiu a expressao génica de CSF-1 e células precursoras
mononucleares se fusionaram formando osteoclastos de tamanho maior, incluindo
um numero aumentado de nucleos, porém com atividade de reabsor¢ao reduzida.
Estes resultados mostram que a droga ndo age inibindo o sinal para a formacao
de osteoclastos e sim de maneira intrinseca nestas células diminuindo a
habilidade destas em reabsorver 0sso. Assim, osteoclastos de tamanho maior se

formam na tentativa de compensar sua baixa atividade (Grier & Wise, 1998).

2.3 Ligante do receptor ativador do fator kappa B — RANKL

Ap6s as células mononucleares (precursoras de osteoclastos) terem
sido recrutadas para o foliculo dentario, deve haver um ambiente favoravel na
regidao do foliculo dentario para promover a fusdo destas células para formar
osteoclastos. Assim, um outro fator conhecido com RANKL pode ser requerido
para esta formacgao de osteoclastos (Wise et al, 2002).

O Ligante do receptor ativador do fator Kappa B (RANKL) foi identificado
como uma proteina de membrana expressada em osteoblastos, células estromais
(fibroblastos, pré-osteoblastos) e linfécitos T, essencial para a osteoclastogénese
no micro-ambiente tecidual (Yasuda et al, 1998). Uma isoforma de RANKL sem
qualquer dominio transmembrana, considerada ser uma forma soltvel, também foi
relatada (lkeda et al, 2001).

Camundongos knockout destituidos do gene para RANKL n&o possuem
dentes erupcionados (Kong et al, 1999). Entretanto, estudos em que estes



camundongos nulos para RANKL foram resgatados com uma RANKL transgénica,
tal como a expressada em linfécitos B e T, falhou em restaurar a erupg¢ao dental
(Kim et al, 2000; Odgren et al, 2003). Nestes camundongos resgatados com a
RANKL transgénica, osteoclastos e indicios de reabsor¢ao 6ssea nao foram vistos
no 0sso alveolar ao redor do primeiro molar inferior, mas estavam presentes no
endosteo de ossos longos (Odgren et al, 2003).

Para determinar se RANKL é expressa no foliculo dentario de ratos in
vivo, Yao et al (2004) isolaram por meio de microdisseccao por captura a laser, a
regiao do foliculo dentario de primeiros molares inferiores a partir de cortes
congelados, seguido por isolamento do RNA e RT-PCR. Os resultados mostraram
que RANKL é expressa no foliculo dentario nos dia 1 a 9 pés-natal. Dado este
resultado, unido aqueles de Kim et al (2000) e Odgren et al (2003), os autores
propuseram que o foliculo dentario é a fonte de RANKL necesséaria para a
osteoclastogénese requerida para a erupgao dental.

O receptor para RANKL, chamado RANK, esta presente na membrana
de osteoclastos e seus precursores. RANKL ligada a membrana, expressada por
osteoblastos/células do estroma e RANKL soluvel liberada no microambiente
0sseo, interagem com RANK em precursores de osteoclastos resultando na
diferenciacdo e ativagdo de osteoclastos maduros. Portanto, osteoblastos e
células do estroma desempenham um papel essencial na osteoclastogénese.
(Yasuda et al, 1998; Khosla, 2001).

2.4 Osteoprotegerina — OPG

A osteoprotegerina € uma glicoproteina membro da superfamilia do
Fator de Necrose Tumoral receptor (TNFr), porém nao possui nenhum dominio
transmembrana, sendo secretada como uma proteina soluvel. Transcritos de OPG
foram detectados em vaérios tecidos de murinos, no entanto, sua expressao
proeminente foi detectada em tecido cartilaginoso e ésseo (Simonet et al, 1997). A

OPG inibi a osteoclastogénese através da ligacdo a RANKL expressada em



osteoblastos e prevenindo a sinalizacado célula/célula entre osteoblastos e células
precursoras de osteoclastos (Yasuda et al, 1999).

OPG e RANKL potencialmente inibi e estimula, respectivamente, a
diferenciacdo dos osteoclastos. Burgess et al. (1999) mostraram que estas
moléculas também agem sobre osteoclastos maduros. RANKL age diretamente
em osteoclastos maduros, completamente diferenciados, induzindo osteoclastos
individuais a sofrerem uma rapida reorganizacédo da actina de seus citoesqueletos
em anéis de actina e executarem multiplos ciclos de reabsorcao 6ssea e a OPG
bloqueia os efeitos da RANKL em ambas, formacdo dos anéis de actina e
reabsorcéo éssea.

O gene para OPG é expresso no foliculo dentario de primeiros molares
inferiores de ratos e camundongos in vivo. Nestes dentes, expressao génica de
OPG no foliculo dentario é reduzida no seu terceiro dia de vida em ratos € no
quinto dia em camundongos. Isto correlaciona com os dias de influxo maximo de
células mononucleares e osteoclastos no foliculo dentario de ratos e de
camundongos (Wise et al, 2000). Para determinar se as células do foliculo
dentario secretam a OPG, Wise et al. (2002a) realizaram um experimento in vitro
onde fizeram cultura de células utlizando células do bago e adicionaram RANKL e
CSF-1. A habilidade das células do baco cultivadas para formar osteoclastos era
extremamente reduzida quando células do foliculo dentario eram adicionadas. As
células do foliculo eram inseridas de maneira que nao se encostavam nas células
do baco, confirmando que é o produto secretado pelas células do foliculo que inibe
a osteoclastogénese. Adicionando anti-OPG a estas culturas, houve negacéo do
efeito das células do foliculo, demonstrando que OPG era a molécula inibitéria
secretada por estas células. As células do foliculo também imunomarcaram,
confirmando que elas sintetizam OPG.

Em primeiros molares inferiores de ratos, o CSF-1 e a proteina
relacionada ao horménio paratiredideo (PTHrP) regulam negativamente a
expressao génica da OPG no foliculo dentario (Wise et al, 2003). A secrecao de

OPG pelas células do foliculo dentario de molares de ratos é reduzida pelo CSF-1



ou pela PTHrP e é aumentada pela proteina morfogenética éssea 2 - BMP-2 (Wise
et al, 2004).

Wise et al. (2005) compararam a expressao de OPG em ratos
osteopetroticos, deficientes em CSF-1, com a expressdao em seus semelhantes
normais em varias idades. A expressdao génica de OPG encontrou-se maior no
foliculo dentario dos ratos mutantes do que em ratos normais. Transferindo um
especifico mMRNA de CSF-1 para as células do foliculo dentario de ratos mutantes,
resultou em uma diminuicado da expressdo de OPG, sustentando a hip6tese de
que a diminuicdo na expressao de OPG, necessaria para a erupcao dental, é
mediada pelo CSF-1.

A maioria dos relatos sobre a osteoclastogénese mediada por CSF-1,
RANKL e OPG para a remodelacao do osso alveolar durante a erupcao dental
empregam dentes molares como modelo de estudo. Pouco foi investigado sobre
este assunto em incisivos de crescimento e erupg¢ao continuos, surgindo inclusive
0 questionamento de que se a ativacao e/ou inibicdo de osteoclastos em incisivos
se da ou nao a partir das mesmas moléculas que atuam no periodonto de molares,
assim como possiveis coincidéncias e diferencas no padrao espacial e temporal
de expressao destas moléculas.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi analisar a distribuicdo e a intensidade do
CSF-1, RANKL e OPG nos tecidos periodontais relacionados ao esmalte (PRE),
de incisivos inferiores de ratos em erupg¢do normal e apo6s periodo de 18 dias de
contencdo, utilizando método imunohistoquimico e associando a analise

quantitativa de osteoclastos.

10



4. MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Para este estudo foram utilizados trinta ratos Wistar machos com peso
médio de 300 gramas. Os ratos foram adquiridos do CEMIB-UNICAMP, mantidos
no Biotério do Departamento de Morfologia da FOP-UNICAMP sob condi¢des
controladas de luz (12 horas no claro, 12 horas no escuro) e temperatura (25-
30°C), tratados com racado balanceada padrédo soélida (Labina, Cargill, Brasil) e
agua ad libitum, de acordo com os principios éticos na experimentacdo animal,
segundo o CEEA-IB-UNICAMP (em Anexo).

No primeiro dia do experimento quinze animais foram anestesiados com
Ketamina (Dopalen, Vetbrands, Brasil) 80mg/Kg de peso do animal, associado ao
relaxante muscular Cloridrato de Xylazina (Rompun, Bayer, Brasil) 8mg/Kg e
receberam uma contencao com fio de agco numero 0,45 para impedir a erupgao do
incisivo inferior esquerdo. Uma das extremidades do fio foi presa a um orificio na
face labial do dente perfurado com uma broca Carbide 4 (Sorensen, KG, Brasil)
preenchido com resina fotopolimerizavel (Filtek™ Supreme, 3M ESPE, USA),
enquanto a outra extremidade envolvia o primeiro molar inferior esquerdo (Fig.1).
A contencao foi mantida durante 18 dias. O grupo controle era constituido pelo

incisivo inferior esquerdo de quinze ratos com erupg¢ao normal.
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Fig.1: Contengdo do incisivo
esquerdo com fio de ago. O incisivo
esta preso ao primeiro molar inferior
esquerdo. Nesta figura, a resina que
preenche o orificio onde o fio se
insere ainda nao foi colocada.

4.2 Medida da taxa de erupcao

Em todos os animais foi feita com a broca uma marca de referéncia na
face labial do incisivo esquerdo, no limite da papila interdentéaria. Durante o
periodo de experimento a erupg¢do foi medida da margem gengival do incisivo
direito até a marca feita no incisivo esquerdo, com o auxilio de uma lupa acoplada
com uma régua milimetrada, estando os animais sob rdpida anestesia com
Halotano (Cristalia, Brasil) (Fig.2). Os incisivos do grupo contido tiveram o valor
obtido dividido por 18 para obter a taxa diaria média de erupcao (TDE), ja o grupo
controle a erupcdo foi medida semanalmente e o valor dividido por 7 para
obtencédo da TDE, uma vez que a marca poderia desaparecer ja que o dente nao

estava preso.

12



Fig.2: Medida da taxa de erupgao. Os nimeros no esquema sao
meramente ilustrativos.

4.3 Sacrificio e Coleta do Material

No décimo oitavo dia de experimento os ratos foram anestesiados e
sacrificados. Dos quinze ratos de cada grupo seis foram utilizados para
imunohistoquimica e nove para a reacdo de TRAP (fosfatase acida resistente ao
tartarato). Apds descalcificacao, utilizando uma lamina de aco foi separada a
regiao de diastema do incisivo, que vai da crista alveolar até a face mesial do
primeiro molar. Durante a inclusdo propriamente dita as pecas foram orientadas de
modo que fossem obtidos cortes transversais no sentido apico-incisal do incisivo
(Fig.3).

Figura 3: As linhas em amarelo delimitam a regiao
de diastema do incisivo. As setas em azul apontam
o sentido apico-incisal do dente.
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e Coleta do material para imunohistoquimica:

Para a retirada das mandibulas, os animais foram anestesiados com
injecao intramuscular contendo Ketamina (Dopalen, Vetbrands) 80mg/Kg de peso
do animal, associado ao relaxante muscular Cloridrato de Xylazina (Rompun,
Bayer, Brasil) 8mg/Kg e sacrificados por perfuséo intracardiaca com uma solugéo
fixadora contendo 2% paraformaldeido, 0,25% glutaraldeido e 0,1% acido picrico a
37°C. O tempo de perfusdo para cada animal foi de 10 minutos. As mandibulas
foram dissecadas, separadas em hemimandibulas e imersas na mesma solugao
fixadora, porém, com o dobro da concentracao da solucédo de perfuséo, overnight
a 4°C. Apés a fixacao, as pecas foram lavadas em tampao PBS, descalcificadas
em EDTA 4,13% a temperatura ambiente e incluidas em Paraplast (McCormick™,
USA). Cortes com 4um de espessura foram feitos em micré6tomo automatico (RM
2155, Leica Microsystems, Alemanha) e coletados em laminas silanizadas (3-

aminopropyltrietoxy-silane, Sigma Aldrich, USA), dois cortes por lamina.

e Coleta do material para o método histoquimico de TRAP:

Para retirada das mandibulas, os animais foram sacrificados por
excesso de anestesia em Halotano (Cristalia, Brasil). As mandibulas foram
dissecadas, separadas em hemimandibulas e fixadas por imersao em solucéo de
glutaraldeido 2,5% em tamp&o cacodilato, com 7% de sacarose (pH 7.4) a 4°C por
4 horas. Apos fixacdo, as pecas foram lavadas em tampao Tris overnight,
descalcificadas em EDTA 10% em tampéao Tris (pH 7.4) a 4°C e incluidas em
resina histoldégica (Historesin, Leica Microsystems, Alemanha). Cortes semi-
seriados de 3um foram coletados em laminas gelatinadas.

4.4 Reacao Imunohistoquimica

Para a imunohistoquimica foi utilizado o método indireto com sistema de

amplificacdo (biotina - streptavidina - peroxidase). Em uma cubeta de vidro, os
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cortes foram desparafinizados em xilol e hidratados em uma série decrescente de
alcool (absoluto, 80% e 50%) e agua. Em seguida foram imersos em H,O, 20V
(Dinamica, Brasil) - 2x por 6 min. para inativar a atividade da peroxidase enddgena
existente no tecido e lavados em agua destilada e tampao PBS. Para o bloqueio
de outras proteinas presentes no tecido, os cortes foram incubados em camara
umida com uma solug¢do de BSA 3% (Pentex, USA) em tampao PBS por 30 min. a
temperatura ambiente, para diminuir a reagao de fundo (marcagao inespecifica).
Apos breve lavagem em tampao PBS, os cortes foram incubados nos
seguintes anticorpos policlonais produzidos em cabra, anti-M-CSF humano (céd.
M-6171, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), anti-OPG humano e anti-RANKL
camundongo (c6d. SC-8468 e SC-7628, respectivamente, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) diluidos em solugéao de BSA 1% em PBS. As diluigbes e
o tempo de incubagéo foram 1:80 (12,5ug/ml) por 3 horas a temperatura ambiente
para M-CSF, 1:100 (2ug/ml) e 1:150 (1,3ug/ml) overnight (~15h) a 4°C para OPG
e RANKL, respectivamente. Passado o tempo de incubacao no anticorpo primario,
os cortes foram lavados em PBS e submetidos ao “Kit” LSAB — HRP (DAKO
Cytomation, Dinamarca) de amplificacdo, composto pelo anticorpo secundario
biotinilado (reagente amarelo) por 30 minutos a 37°C e streptavidina conjugada a
peroxidase (reagente vermelho) também por 30 minutos a 37°C. Apds cada
reagente os cortes foram lavados em PBS. As reacdes foram reveladas por 3
minutos a 37°C em uma solucao contendo 50 mg de DAB (3,3 diaminobenzina,
Sigma Aldrich, USA) em 80ml de PBS, adicionado de 1ml de H,O, 20V (Din&mica,
Brasil) e Tml de DMSO (dimetilsulfoxido P.A., ECIBRA®, Brasil) — a revelagédo 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. Ao final da revelacao os cortes foram
lavados em agua destilada, desidratados e as laminas montadas com Permount®
(Fisher Chemicals, USA). Duas laminas de cada animal passaram por contra-

coloragao com hematoxilina de Harris (Dinamica, Brasil) por 30 segundos.
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Como controle negativo, em todas as reacbes realizadas, dois cortes
foram submetidos ao mesmo tratamento omitindo-se somente os anticorpos

primarios, utilizando no lugar destes a solucao de diluicado (BSA 1% em PBS).

Analise da reacao:

Os cortes contra-corados com hematoxilina foram analisados em
microscépio de luz (Leica DMLP, Leica Microsystems, Alemanha) acoplado a uma
camera de video (DFC 280, Leica Microsystems, Alemanha). As imagens
transferidas para o computador foram capturadas através do “software” Image
Manager (IM50, Leica Microsystems, Alemanha). Uma analise qualitativa foi feita
com relagdo a marcagao imunohistoquimica nos tecidos que envolvem o dente
(foliculo, células, osso alveolar).

Uma analise quantitativa foi realizada para estabelecer se houve
diferenca na intensidade de marcacao do foliculo dentario, entre os grupos
normofuncional e contido. Trés laminas (6 cortes) de cada animal que nao foram
contra-coradas, ou seja, apenas reveladas com DAB, foram quantificadas
utilizando o software de analise de imagens Leica QWin (Leica imaging systems,
Cambridge, UK) (Fig 4). As imagens foram capturadas utilizando-se sempre a
lente objetiva de 10x e somente a regido do foliculo dentario foi selecionada. O
programa transforma a cor emitida pelo DAB para uma escala da cor cinza que vai
de 0 (preto) até 255 (proximo de branco ). Desta forma, somente as estruturas
evidenciadas pelo DAB aparecerdao em cinza na tela do computador e o software
mede a densidade éptica dentro da escala de cinza, onde quanto maior a medida
da densidade éptica menor é a intensidade de marcacgao.

O uso de programas de analise de imagens para quantificacido de
imunohistoquimica ja foram descritos (Walker, 2006), porém, ndo somente neste
caso, mas para qualquer tipo de quantificacdo o material a ser analisado dever
passar por uma padronizacado que inclui espessura do corte, tempo de revelacéo,
area a ser medida e intensidade de luz do microscopio.
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Os dados foram analisados utilizando o pacote estatistico do programa
GraphPad Prism 4 (Mackiev™, USA). As medidas das densidades opticas dos
foliculos de cada grupo foram comparadas pelo test t ndo-pareado. Foi feita uma
comparagao entre os grupos normofuncional e contido para cada anticorpo.
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Fig. 4 — Medida da densidade Ooptica em escala de cinza feita pelo
“software” Leica QWin. Toda a area que ndo pertencia ao foliculo foi
excluida, inclusive ameloblastos, camada papilar e luz de grandes vasos
sangliineos. A medida foi feita somente no tecido marcado em azul,
sempre no aumento de 100x.

4.5 Reacio histoquimica de TRAP (Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato)

Inicialmente foi preparada uma solucdo de 4mg de naphtol AS-BI
phosphate substrate (Sigma Aldrich, USA) em 0,25 ml de N,N dimetil formamida
(Sigma Aldrich, USA), seguido da adicdo de 25ml de tampao acetato 0,2M (pH
5,0), 35 mg de Fast Red Violet LB (Sigma Aldrich, USA), e 60ul de MgCl a 10%.
Em seguida a solucéo foi filtrada, aquecida a 37°C e acrescida de L(+) acido
tartarico (Sigma Aldrich, USA), na concentragdo de 50mM. As laminas contendo

cortes do material foram incubadas por 1h30min. (Cole & Walters, 1987). ApGs a
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incubacgdo, as laminas foram lavadas por 30 min. em agua corrente, secas a
temperatura ambiente, contra-coradas com hematoxilina de Harris (Dindmica,
Brasil) por 7min. e montadas com laminulas utilizando Entellan® (Merck,

Alemanha).

Contagem dos osteoclastos:

Nas laminas coradas pelo método histoquimico de TRAP foi feita a
contagem de osteoclastos TRAP-positivos, com 2 ou mais nucleos, em toda a
extensdo do osso alveolar que circunda o esmalte (Fig.5), utilizando a lente
objetiva de 100x do microscépio. Para cada corte contado, a extensao do osso
alveolar que envolve o esmalte, foi medida em milimetros por meio do software de
analise de imagens Image tool 3 (University of Texas, USA). Para cada animal
foram coletados cinco cortes semi-seriados com intervalos de 45um entre um
corte e outro, totalizando um total de 45 cortes em cada grupo. Os valores obtidos
foram comparados estatisticamente pelo test t ndo-pareado.

Fig. 5: Corte transversal de regido de
diastema. A linha verde delimita o
0ss0 alveolar que circunda o esmalte
dental, onde foi feita a contagem de
osteoclastos. Barra: 200um.
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5. RESULTADOS

5.1 Taxa de Erupcao

No grupo normofuncional a taxa diaria média de erupg¢do do incisivo
esquerdo foi de 0,5mm (£0,1mm), que é considerada normal (Michaeli, 1986). No
grupo com erupgao contida, a contencdo com fio de aco manteve a taxa de

erupgao diaria préxima a zero (0,05mm, +0,03) (Fig.6).

As modificacbes ocorridas na morfologia do dente contido foram
semelhantes as previamente descritas por Salmon, 2004. Em resumo, aumento na
espessura de dentina com consequente reducao no diametro da camara pulpar,
aumento da aposicdo 6ssea nas faces mesial, lingual e distal do osso alveolar
relacionado ao ligamento periodontal; inversdo de reabsorcdo para aposicéo
0ssea na face labial do osso alveolar adjacente ao PRE; e mudanga na morfologia
dos ameloblastos, que se tornaram achatados ou cubdide.

0,7

0,6

0,5 1

0,4 4

0,3

0,2 §

Taxa Diaria de Erupcédo (mm)

0,14 0,05

Normofuncional Contido

Tipo de Erupgao

Fig. 6 — Medida da taxa diaria de erupgdo em milimetros
(média *desvio padrao) do incisivo esquerdo nos grupos
normofuncional e contido.
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5.2 Contagem de Osteoclastos

Osteoclastos TRAP positivos, que margeavam o 0sso alveolar que
envolve o esmalte dental, foram contados. Para o grupo normofuncional o valor
médio foi de 3,67 (+0,7) osteoclastos por milimetro, enquanto para o grupo contido
a média foi de 1,24 (x0,66) osteoclastos por milimetro. Houve uma diferenca
significante no niumero de osteoclastos entre os grupos (p<0.0001), sendo que no
incisivo normofuncional a quantidade destes foi aproximadamente trés vezes
maior que no contido (Fig. 7). P6de-se observar que a maioria dos osteoclastos
estava na metade distal da face labial, tanto no grupo controle quanto no contido.
Também foi observado que no grupo contido a marcacdo para TRAP nos

osteoclastos estava mais fraca (Fig.9).

Valor médio de osteoclastos
(osteoclastos/mm)
N
(&)}

15 - 1,04
1 a
0,5 -
0,
Normofuncional Contido
Tipo de Erupcao
Fig. 7 — Contagem de osteoclastos TRAP positivo

margeando o 0sso alveolar relacionado ao esmalte. No
incisivos normais a média foi de 3,67 osteoclastos/mm (D!
+ 0,7) contra apenas 1,24 osteoclastos/mm (DP + 0,66) no
incisivos contidos.
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5.3 Foliculo Dentario

Para o CSF-1 e OPG n&o houve diferenga estatisticamente significante
na intensidade de marcacao entre os grupos (p>0.05, fig.8 A e B). Para RANKL o
grupo contido apresentou-se com intensidade de marcacdo menor do que o
normofuncional (p<0.05, fig.8C). Nesta avaliagdo, quanto maior a medida da
densidade éptica significa que mais fraca € a intensidade de marcag¢ao, uma vez
que a quantidade de luz que atravessa o corte é maior. A marcagao
imunohistoquimica no foliculo para os trés fatores (CSF-1, OPG e RANKL), em
ambos 0s grupos, esté ilustrada na fig.10.

Em analise do foliculo dentario em maior aumento (500x ou 1000x)
observou-se a presenca de células mononucleares, tanto nos incisivos contidos
quanto nos normofuncionais (Fig.11). Essas células foram identificadas pela
morfologia de seu nucleo e pelo tamanho em relacdo a outras células também
presentes no local, como linfécitos e neutréfilos, estando presentes também dentro

de vasos sangliineos onde sao facilmente reconhecidas como mondécitos.
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Fig. 8 — Intensidade de marcacdo para Fator Estimulante de Colénias (CSF-1),

Osteoprotegerina (OPG) e Ligante do receptor ativador do fator kappa B (RANKL) no
foliculo dental (FD) através da medida da densidade Optica em escala de cinza (média
tDP). Para CSF-1 e OPG (graficos A e B, respectivamente) ndo houve diferenga
estatisticamente significante (P>0.05) entre os grupos normal e contido. Para RANKL
(grafico C), o grupo contido apresentou intensidade de marcagédo no FD menor do que o
normofuncional (p=0.0049 sendo p<0.05). A analise estatistica foi feita utilizando teste t
nao-pareado. O maior valor de densidade Optica corresponde a uma menor intensidade de
marcacgao.
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Normal Contido

A. Osso alveolar
(AO) adjacente ao
PRE. Aumento
original 50x.

|

B. Centro da fig.A.
Aumento original 200x.

C. Metade distal do OA
relacionado ao esmalte. |
Aumento original 1000x.

D. Metade mesial do OA
relacionado ao esmalte.
Aumento original 1000x.

Fig. 9 — Reacdo histoquimica para Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato (TRAP) — Observar
nas figuras A e B a maior quantidade de osteoclastos no incisivo normofuncional e a inversao
por osteoblastos no contido. A figura C ilustra dois osteoclastos na parte distal do OA em
ambos grupos (seta), observar maior intensidade de marcagcdo no osteoclasto do incisivo
normal. A figura D ilustra duas fotomicrografias feitas na porcdo mesial do OA, observar no
incisivo contido a presenca de uma camada de osteoblastos (setas) demonstrando
predominancia de formacao 6ssea nessa regiao.
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Fig.10 — Marcagé@o imunohistoquimica para CSF-1, OPG e
RANKL — Foliculo dentario na regiao da crista alveolar, nos
grupos com erupcao normofuncional e contida, notar menor
intensidade de marcagado para RANKL no incisivo contido.
No canto inferior esquerdo, uma fotomicrografia do controle
negativo. Aumento original 100x.

Fig. 11 — Marcagao para CSF-1 no foliculo dentario. Fotomicrografias onde observa-se a
presenca de células mononucleares (setas azuis) em ambos os grupos. Aumento
original 1000x.
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5.4 Estruturas do osso alveolar

e Ostedcitos
Observou-se a presenca de ostedcitos marcados e ndo-marcados, para
OPG e RANKL, em ambos os grupos (Fig.13A, 13C e Fig.14A, 14C,
respectivamente). Para CSF-1, a maioria dos ostedcitos néo apresentou
marcagdo. Em ambos os grupos, esta estava presente somente em ostedcitos
novos (osteoblastos recém englobados pela matriz 6ssea) ou em zonas medulares

presentes no osso (Fig.12A e Fig.12C).

e Osteoclastos
No grupo normofuncional os osteoclastos apresentaram-se marcados ou
pouco marcados para todas as trés proteinas estudadas (Figs.12B, 13B e 14B).
No grupo contido o mesmo ocorreu com OPG e CSF-1 (Fig.12D e Fig13D), porém,
para RANKL a marcagédo em osteoclastos estava fraca ou ausente (Fig.14D).

e Osteoblastos
Os osteoblastos adjacentes ao PRE que surgiram no grupo contido
apresentaram-se com marcag¢ao fraca ou ndo-marcados para OPG e RANKL
(Fig.13E e Fig.14E, respectivamente), porém apresentaram marcagao de fraca a
moderada para CSF-1(Fig.12E).

e Matriz 6ssea
Marcacao em matriz éssea foi observada somente para OPG (Fig.13F).
A marcacao estava presente em todos os animais de ambos 0s grupos e abrangia
todas as intensidades (de fraca a intensa). No grupo contido observou-se que a
marcacao na matriz 6ssea predominou em areas prévias a neoformacao éssea,

delimitadas pela presencga de linhas de aposigao (Fig.13G).
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Normal

osteocitos
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Barra: 20pm

Contido
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Barra: 20pm

Fig. 12 — Marcagao imunohistoquimica para CSF-1. As setas em preto indicam células com
marcagao, ja as setas brancas indicam células com marcagao fraca ou ausente.
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Normal
osteocitos
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Barra: 20um

Contido

osteocitos
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Normal 200pm Contido 200um Face mesial do incisivo contido

Fig. 13 — Marcacao imunohistoquimica para OPG. As setas pretas indicam células com
marcagao, as setas brancas indicam células com marcagéo fraca ou ausente. Para OPG
também observa-se marcacdo em matriz éssea, principalmente em areas prévias a neo-

formacao 6ssea (destaque).
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Fig. 14 — Marcacgao imunohistoquimica para RANKL. As seta em preto indicam células
com marcagao, ja as setas brancas indicam células com marcacgao fraca ou ausente.
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que alteracdes no ambiente
do foliculo dentario influenciam as moléculas que participam da remodelagao
Ossea.

O aspecto coronario do foliculo dentario em molares e o tecido
conjuntivo do PRE em incisivos de ratos sdo ambos relacionados a reabsorcao
O0ssea (Merzel et al, 2004). A reabsorcao 6ssea e provavelmente a remodelagao
O0ssea promovida pelo foliculo dentario sdo aparentemente necessarias para o
crescimento e erupcao do dente ndo somente na fase intradssea (Gorski & Marks,
1992 apud Gerlach et al, 2002), mas também na fase supradssea, a qual é
continua em incisivos de roedores devido a presenca de um 6rgao odontogénico
funcionando continuamente (Merzel et al, 2000b). Quando a reabsor¢cao 6ssea é
prejudicada, a erupgdo € retardada ou interrompida, mas o crescimento pode
mudar a direcéo ou se tornar andémalo como em dentes impactados (Merzel et al,
2004).

O impacto de forgas na remodelacao 6ssea é bem conhecido: pressao
aumenta reabsorcao enquanto tracao aumenta formacao (Gerlach et al, 2002). No
caso do incisivo contido, segundo Salmon (2004), a instalacdo da contencao
causou uma forga inicial no sentido lingual promovendo uma inclinagdo do incisivo,
que conduziu a expansdao do PRE e compressdo do ligamento periodontal na
regiao mais préxima a crista alveolar. A expansao do PRE pode ter promovido
reducao das forcas de compressao do tecido sobre a parede do alvéolo. Também,
a contencao impediu os movimentos verticais do dente, reduzindo ou eliminando
as forcas de oclusdo e do movimento eruptivo do dente sobre o alvéolo.

Em nivel celular, o foliculo dentario regula a osteoclastogénese
necessaria para a subsequente reabsorcao do osso alveolar (Wise et al, 2006). No
presente estudo, a quantidade de osteoclastos na superficie do osso alveolar na
face labial reduziu drasticamente quando da contencdo do incisivo. Associada a
uma reducao nas forcas compressivas sobre a face labial do alvéolo houve uma
diminuicao significante na intensidade de marcacao para RANKL. A localizagdo da
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atividade osteoclastica pode ser mediada por uma cascata de moléculas de
sinalizacao (Wise et al, 2002b; Heinrich et al, 2005). A presenca de RANKL e
CSF-1 é requerida para promover a osteoclastogénese (Wise et al, 2002b)
enquanto OPG atua como um falso receptor para RANKL que inibe a formacgao de
osteoclastos (Simonet et al, 1997).

CSF-1 parece ser indispensavel para ambos, proliferacdo e
diferenciacdo de precursores em osteoclastos (Tanaka et al, 1993), enquanto
RANKL age induzindo diferenciagdo e ativagcdo destes (Khosla, 2001).
Camundongos Knockout para RANKL nao apresentam deficiéncia de células
mononucleares precursoras, porém tem quantidade reduzida de osteoclastos e
apresentam dentes nao erupcionados (Kong, 1999). A presenca de células
mononucleares foi observada no foliculo dentario tanto de incisivos
normofuncionais como nos contidos. Uma vez que no foliculo dentario, em ambas
as condicdes funcionais (normal e contida), ndo foi detectada nenhuma diferenca
significante na intensidade de marcacao para CSF-1, é esperado que células
mononucleares, provavelmente precursoras de osteoclastos, estivessem
presentes no foliculo de incisivos contidos.

Heinrich et al (2005), avaliaram a expressdao de mRNA de CSF-1, OPG
e RANKL por meio de hibridizagdo in situ, associada a atividade osteoclastica
utilizando TRAP, em molares de camundongos de 1 a 14 dias apds o nascimento.
Na regiao oclusal, na fase intra-6ssea, a atividade osteoclastica foi maxima no dia
5 e correlacionou com uma relativa alta expressao de CSF-1 e RANKL comparada
a OPG. Na regido basal, neste mesmo dia, a atividade osteoclastica diminuiu
apesar de persistente expressdo de CSF-1 e foi associada com uma maior
expressao de OPG comparada a RANKL. O autor justificou a persistente presenca
de CSF a necessidade de estimulacao de progenitores de osteoclastos requeridos
para o normal turnover do 0sso.

Ao longo dos anos, varios trabalhos vém elucidando os eventos
celulares da erupcdo em molares de ratos e camundongos. Em primeiros molares

de ratos, o maior pico na quantidade de osteoclastos ocorre no 3° dia pés-natal,
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neste mesmo dia, CSF-1 é altamente expressado no foliculo enquanto a
expressdao de OPG é diminuida (Wise et al, 2000). CSF-1 age para regular a
expressdao de OPG in vivo e a osteoclastogénese, neste determinado periodo,
parece ocorrer como resultado de uma diminuigcdo na expressao génica de OPG
por CSF-1 (Wise et al, 2005). Em nosso experimento, no foliculo dentario de
incisivos em ambos 0s grupos, nao houve uma diferenca estatisticamente
significante na intensidade de CSF-1, que correlacionou com uma indiferenca
também na intensidade de OPG.

Em estudo da expressdo génica de RANKL no foliculo dentario de
molares de ratos nos 11 primeiros dias de vida, os resultados mostraram que a
expressao de RANKL foi significantemente elevada nos dias 9 a 11. Os autores
relacionaram este resultado ao fato de que durante a erup¢ao de molares ocorrem
dois picos da osteoclastogénese: um maior no 3°dia de vida e um outro menor no
10° dia. Assim, o fato de que ha somente um pequeno aumento na
osteclastogénese no dia 10 comparado com 0 aumento maximo observado no dia
3, é provavelmente devido ao fato de que os niveis de OPG séao altos nos dias 9-
11, mas baixos no 3° dia. Resumindo, a relacdo RANKL/OPG a favor da
osteoclastogénese pode ser maior no 3°dia do que no 10°dia (Liu et al, 2005).

Em nosso experimento ndo foi detectada no foliculo dentério, uma
diferenca significante na intensidade de marcacado para OPG entre 0s grupos.
Devido ao fato do incisivo ser um dente que esta em constante erupgcao e
crescimento, proporcionalmente ao crescimento somatico geral do animal (Harari
et al, 2005), parece que os niveis de OPG no foliculo dentario e ligamento
periodontal destes dentes sao baixos. Com a contengcdo do incisivo houve na
regiao da crista uma diminuicao de forcas compressivas sobre o PRE e, devido a
interrupcao da erupcéo, a formagcao de novos tecidos dentais ocorreu em direcao
a basal, sendo que o didmetro do dente na regido incisal ndo aumentou,
eliminando as forcas de compressao causadas pelo crescimento normal (Salmon,
2004). Nos limites deste trabalho, onde a localizacdo e quantificacdo das

proteinas foram feitos por meio de imunohistoquimica, essas alteracées no
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incisivo contido levaram a uma modificacdo nos tecidos do PRE que
correlacionaram com uma diminuicdo de RANKL no foliculo dentério, sem alterar
significativamente o nivel de OPG. Para melhor esclarecer este fato, metodologias
mais apuradas, como RT-PCR, seria de grande valor.

Simonet et al (1997) identificaram OPG como uma nova glicoproteina
secretada que regula a reabsorcédo 6ssea. Esta glicoproteina foi descrita como um
novo membro da superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral (TNFr), mas
no entanto ndo continha nenhuma seqiéncia hidrofébica transmembrana, agindo
como uma glicoproteina soluvel secretada. Ratos ou camundongos transgénicos
para uma super expressao de OPG possuem uma osteopetrose severa, porém
nao letal. Adicionalmente, estes animais possuem tamanho normal, 0ssos com
formas normais e nenhum defeito aparente na erupcéo dental. Histologicamente,
esses animais tem uma marcada reducdo em osteoclastos trabeculares, mas
nenhuma deficiéncia em precursores de osteoclastos, sugerindo que a OPG e
talvez seu ligante naturalmente servem para regular a densidade 6ssea através da
modulacdo da diferenciagdo de osteoclastos a partir de precursores
hematopoiéticos.

Injecbes de OPG e PMA (phorbolmyristate acetate), um ativador da
proteina kinase C que em troca aumenta a expressdao de OPG, causaram um
atraso de um dia na erupg¢do de molares de ratos, de maneira dose-dependente
(este atraso soO foi conseguido com uma dose de 150ng/g de peso corporal),
porém nao houve diferenca na erupcao do incisivo (Wise et al, 2006). O autor
justificou a ndo diferenca na erupgao do incisivo dizendo que a osteoclastogénese
necessaria para a erupg¢ao do incisivo poderia ser por uma via independente de
RANKL, OPG e CSF-1, porém nossos resultados mostraram que uma diminuicao
na quantidade de osteoclastos no alvéolo de incisivos correlaciona com uma
diminuicdo na intensidade da proteina RANKL, por meio de imunohistoquimica.
Também, a erupcao dental € um evento localizado e alteragbes sistémicas nos
niveis de OPG parecem nao exercer influéncia sobre o processo de erupc¢ao.
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OPG foi claramente evidenciada na matriz 6ssea em nosso trabalho. No
grupo contido observou-se que a marcagao na matriz 6ssea predominou em areas
prévias a neoformacao éssea, delimitadas pela presenca de linhas incrementais.
Ratos deficientes em OPG possuem matriz éssea desorganizada e fixacao
prejudicada do osso recém-formado ao 0sso antigo em linhas de cimentacéao, que
parecem causar uma fragilidade 6ssea nestes animais (Amizuka et al, 2003).
Estudo realizado em tibias de ratos localizou OPG, por meio de imunocitoquimica,
em superficies 6sseas e linhas de cimentagado. Particulas de ouro imunoreativas
para OPG também foram localizadas na superficie éssea adjacentes a zona clara
de osteoclastos (Nakamura et al, 2002). Esta localizagdo indica uma provavel
acao preventiva e protetora de OPG contra a atividade de reabsorcdo dos
osteoclastos.

Estudo examinou por meio de hibridizacdo in situ, a expressdo de
MmRNA de RANKL, RANK e OPG em osteoclastos do tecido periodontal de
molares de ratos, em condicoes fisiologicas e apds inducao de reabsorcao éssea
por movimentacdo ortodéntica. Osteoclastos expressando RANK e RANKL,
simultaneamente, foram vistos sob ambas as condi¢gdes, porém nenhum
osteoclasto positivo para OPG foi observado. RANKL e OPG também foram
positivas em osteoblastos e células do ligamento periodontal. Quando excessiva
forca ortodéntica foi aplicada, houve uma mudanga no nimero e no padrao de
distribuicao de osteoclastos expressando RANK e RANKL, porém nenhuma
mudanca no numero de osteoblastos e células do ligamento periodontal positivos
para OPG foi observada ap6s o tratamento (Ogasawara et al, 2004). Segundo o
autor, osteoclastos podem possuir uma via de ativagdo autdcrina através da
secrecao de RANKL soluvel associada a secrecao de RANK, pois RANKL induz
uma maior atividade em osteoclastos e aumenta a sobrevivéncia destes atravées
da inibicdo da apoptose em osteoclastos maduros (Fuller, 1998).

Em nosso estudo, também foram observados células positivas e
negativas para CSF-1, RANKL e OPG nos tecidos periodontais do incisivo. Os
osteoblastos e células conjuntivas (principalmente fibroblastos) apresentaram

33



marcac¢ao em maior ou menor intensidade. Ja esta comprovado que a presenca
destas células € indispensavel para desencadear a osteoclastogénese (Khosla,
2001). Em ambas as condicées funcionais observamos a presengca de
osteoclastos marcados para CSF-1 e OPG, alguns estavam marcados enquanto
outros nao. Esta marcagao parece estar relacionada com o grau de atividade da
célula. CSF-1 e RANKL sdo necessarios para diferenciacdo, ativagcdo e
sobrevivéncia de osteoclastos maduros (Burgess et al, 1999). Nos incisivos
contidos os osteoclastos apresentaram marcacao fraca ou ausente para RANKL o
que correlacionou com fraca marcacao para TRAP nos osteoclastos do periodonto
deste grupo. Osteoprotegerina, porém, nao esta relacionada a osteoclastos, mas
existem relatos de marcacdo imunohistoquimica para OPG nestas células
(Silvestrini et al, 2005). Hakeda et al (1998), detectaram na membrana plasmatica
de osteoclastos maduros isolados de coelho, uma proteina de ligacdo a OPG de
140 kDa. A ligacdo de OPG a esta proteina presente na membrana de
osteoclastos, reduziu ou rompeu a formacao de anéis de actina-F em osteoclastos
isolados, uma estrutura citoesqueletal a qual esta correlacionada com a atividade
de reabsorcao 6ssea. Estes achados demonstram que a OPG pode diretamente
inibir a funcéo osteoclastica por meio de um mecanismo independente de RANKL.

O osso alveolar se remodela de acordo com as mudangas ocorrendo na
morfologia do dente e do periodonto (Steigman et al, 1989). A fonte de moléculas
regulatérias da osteoclastogénese para a reabsor¢ao do osso alveolar é o foliculo
dentario (Wise et al, 2006). O foliculo serve como um tecido alvo para atrair
células mononucleares, serve como um repositério para as células e oferece um
ambiente por meio do qual estas células podem se fusionar para formar
osteoclastos. Morfologicamente, por causa de o foliculo dentario estar interposto
entre o osso alveolar e o dente, ele possui uma localiza¢do ideal para regular os
eventos celulares da erupcao (Wise et al, 2002b) e da remodelacao 6ssea em
incisivos de crescimento continuo.

Segundo Marks et al (1994), entender as contribuicdes da remodelacao

do osso alveolar para a erupcédo dental podera gerar aplicagcdes clinicas na
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regulacdo farmacolégica da erupcdo dental, do movimento dental e na
estabilizacdo de dentes deciduos retidos e de implantes dentais.
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7 CONCLUSAO

As moléculas estudadas estavam presentes no PRE, da regido da crista
de incisivos inferiores de ratos, em erupcdo normal e contida, sendo que na
condigdo contida houve uma diminuicdo na intensidade de RANKL e da
quantidade de osteoclastos. Diante desta observacdo, podemos concluir que
alteracdes nos tecidos que compdéem o PRE no incisivo contido, modificam a
relacdo OPG/RANKL, na presenca de CSF-1, alterando o metabolismo das células
gue participam da remodelagcao 6ssea.

36



REFERENCIAS’

Burgess TL, Qian Y, Kaufman S, Ring BD, Van G, Capparelli C, et al. The ligand
for osteroprotegerin (OPGL) directly activates mature osteoclasts. J Cell Biol.
1999; 145(3): 527-538.

Cahill D.R., Marks S.C.Jr. Tooth Eruption: evidence for the central role of the
dental follicle. J Oral Pathol. 1980; 9: 189-200.

Cahill DR, Marks SCJr, Wise GE, Gorski JP. A review and comparison of tooth
eruption systems used in experimentation—a new proposal on tooth eruption. In:
Davidovitch, Z. editor. The Biological Mechanisms of Tooth Eruption and Root
Resorption. EBESCO Media, Birmingham AL, 1988: 1-7. apud Gerlach R.F.,
Toledo D.B., Fonseca R.B., Novaes P.D., Lline S.R.P., Merzel J. Alveolar bone
remodelling pattern of the rat incisor under different functional conditions as shown
by minocycline administration. Arch Oral Biol. 2002; 47(3): 203-3.

Cole AA, Walters LM. Tartrate-resistant acid phosphatase in bone and cartilage
following decalcification and cold-embedding in plastic. J Histochem Cytochem.
1987; 35(2): 203-206.

Das SK, Stanley ER. Structure-function studies of a colony stimulating factor (CSF-
1). J Biol Chem. 1982; 257(22): 13679-13684.

Gerlach RF, Toledo DB, Fonseca RB, Novaes PD, Lline SRP, Merzel J. Alveolar
bone remodelling pattern of the rat incisor under different functional conditions as
shown by minocycline administration. Arch Oral Biol. 2002; 47(3): 203-3.

Gorski JP, Marks Jr SC. Current concepts of biology of tooth eruption. Crit Rev
Oral Biol Med. 1992; 3: 185-206. apud Gerlach R.F., Toledo D.B., Fonseca R.B.,
Novaes P.D., Lline S.R.P., Merzel J. Alveolar bone remodelling pattern of the rat
incisor under different functional conditions as shown by minocycline
administration. Arch Oral Biol. 2002; 47(3): 203-3.

" De acordo com a norma da UNICAMP/FOP, baseada na norma do International Committee of
Medical Editors — Grupo de Vancouver. Abreviatura dos periddicos em conformidade com o
Medline.

37



Grier IV R.L., Wise, G.E. Inhibition of tooth eruption in the rat by a bisphosphonate.
J Dent Res. 1998; 77(1): 8-15.

HakedaY, Kobayashi Y, Yamaguchi K, Yasuda H, Tsuda E, Higashio K, et al.
Osteoclastogenesis inhibitory factor (OCIF) directly inhibits bone-resorbing activity
of isolated mature osteoclasts. Bioch and bioph research communications. 1998;
251:796-801.

Harari D, Hermolin G, Harari O. The effect of age on morphology and eruption of
the lower incisors in mature rats. Arch Oral Biol. 2005; 50: 953-95.

lizuka T, Cielinski M, Aukerman SL, Marks SCJr. The effects of colony-stimulating
factor-1 on tooth eruption in the toothless (osteopetrotic) rat in relation to the critical
periods for bone resorption during tooth eruption. Archs Oral Biol. 1992; 37(8):
629-636.

Ikeda T, Kasai M, Utsuyama M, Hirokawa K. Determination of three isoforms of the
receptor activator of nuclear factor-kB ligand and their differentiation expression in
bone and thymus. Endocrinology. 2001; 142: 1419-1426.

Khosla S. Minireview: The OPG/RANKL/RANK system. Endocrinology. 2001;
142(12): 5050-55.

Kim N, Odgren PR, Kim DK, Marks SCJr, Choi Y. Diverse roles of the tumor
necrosis factor family member TRANCE in skeletal physiology revealed by
TRANCE deficiency and partial rescue by a lymphocyte-expressed TRANCE
transgene. Proc Natl Acad Sci. 2000; 97: 10905-10.

Kong YY, Yoshida H, Sarosi I, Tan HL, Timms E, Capparelli C, et al. OPGL is a
key regulator of osteoclatogenesis, lymphocyte development and lymphonode
organogenesis. Nature. 1999; 397: 315-323.

Marks S.C. Jr. Pathogenesis of osteopetrosis in the ia rat: reduced bone resorption
due to reduced osteoclast function. Am J Anat. 1973; 138(2): 165:89.

Marks S.C.Jr., Cahill D.R. Experimental study in the dog of the non-active role of
the tooth en the eruptive process. Arch Oral Biol. 1984; 29(4):311-22.

Marks Jr SC, Cielinski MJ, Sundquist K, Wise GE, Gorski JP. The role of bone
resorption in tooth eruption. In: Davidovitch, Z, editor. The Biological Mechanisms

38



of Tooth Eruption, Resorption and Replacement by Implants. Harvard Society for
Advance of Orthodontics, Boston, 1994: 483-88.

Marks S.C.Jr., Schroeder H.E. Tooth eruption: Theories and Facts. The Anat Rec.
1996; 245: 374-393.

Merzel, J., Novaes, P.D., Furlan, S. A study of root-resected and root-transected
rat incisors when eruption ceases, shortly before they are exfoliated from the
socket. Archs. Oral Biol. 2000a; 45: 315-322.

Merzel J, Novaes PD, Furlan S. The effects of local trauma to the enamel-related
periodontal tissues em the eruption of the rat incisor. Arch Oral Biol. 2000b; 45:
323-333.

Merzel J, Furlan S, Novaes PD. The effect of partial damage to the enamel-related
periodontium combined with root resection on eruption of the rat incisor eruption.
Arch Oral Biol. 2004; 49: 209-216.

Michaeli Y, Steigman S, Yitschaky M, Weinreb, Jr. The response of the fibroblast
population in the periodontal ligament of rat incisors to altered eruption rates. J
Periodont Res. 1986; 21: 86-94.

Moxhan BJ, Berkovitz BKB. Interactions betwewn thyroxine, hydrocortisone and
cyclophosphamide in their effects on the eruption of the rat mandibular incisor.
Arch Oral Biol. 1983; 28(12): 1083-7.

Nakamura H, Tsuji T, Hirata A, Yamamoto T. Localization of osteoprotegerin
(OPG) on bone surfaces and cement lines in rat tibia. J Histochem Cytochem.
2002; 50(7): 945-953.

Odgren PR, Kim N, Mackay CA, Mason-Savas A, Choi Y, Marks SCJr. The role of
RANKL (TRANCE/TNFSF11), a turmor necrosis facor family member, in skeletal
development: effects of gene knockout and transgenic rescue. Connect Tissue
Res. 2003; 44: 264-271.

Que BG, Wise GE. Colony-stimulating factor-1 and monocyte chemotactic protein-
1 chemotaxis for monocytes in the rat dental follicle. Archs Oral Biol. 1997; 42(12):
855-860.

39



Rosa-Ranal M, de la Cruz D A, Lorena-Rubio Y, Larrea F. New paradigms in the
regulation of bone metabolism. Rev Invest Clin. 2001; 53(4): 362-9.

Salmon C.R. Remodelagcao 6ssea do periodonto de incisivo de rato em erupcao
normal e alterada: estudo com marcadores fluorescentes. [dissertacao].
Piracicaba: UNICAMP/FOP; 2004.

Silvestrini G, Ballanti P, Patacchioli F, Leopizzi M, Gualtieri N, Monnazzi P, et al.
Detection of osteoprotegerin (OPG) and its ligand (RANKL) mRNA and protein in
femur and tibia of the rat. J Mol Hist. 2005; 36: 59-67.

Simonet WS, Lacey DL, Dunstan CR, Kelley M, Chang MS, Lithy R, et al.
Osteoprotegerin: a novel secreted protein involved in the regulation of bone
density. Cell. 1997; 18(89): 309-319.

Smith CE, Nanci A. A method for sampling the stages of amelogenesis on
mandibular rat incisors using the molars as a reference for dissection. Anat. Rec.
1989; 225: 257-266. apud Gerlach RF, Toledo DB, Fonseca RB, Novaes PD, Lline
SRP, Merzel J. Alveolar bone remodelling pattern of the rat incisor under different
functional conditions as shown by minocycline administration. Arch Oral Biol. 2002;
47(3): 203-3.

Steigman S, Michaeli Y, Yitzhaki M, Weinreb M. A three-dimensional evaluation of
the effects of functional oclusal forces on the morphology of the dental and the
periodontal tissues of the rat incisor. J. Dent. Res. 1989; 68: 1269-1274.

Tanaka S, Takahashi N, Udagawa N, Tamura T, Akatsu T, Stanley R, et al.
Macrophage colony-stimulating factor is indispensable for both proliferation and
differentiation of osteoclast progenitors. J. Clin. Invest. 1993; 91: 257-263.

Walker RA. Quantification of immunohistochemistry — issue concerning methods,
utility and semiquantitative assessment |. Histopathology. 2006; 49: 406-410.

Wise GE, Lin F, Zhao L. Transcription and translation of CSF-1 in the dental
follicle. J Dent Res. 1995; 74 (9): 1551-1557.

Wise GE Zhao L, Grier IV RL. Localization and expression of CSF-1 receptor in rat
dental follicle cells. J Dent Res. 1997; 76(6): 1244-1249.

40



Wise GE, Lumpkin SJ, Huang H, Zhang Q. Osteoprotegerin and osteoclast
differentiation factor in tooth eruption. J Dent Res. 2000; 79(12): 1937-42.

Wise GE, Yao S, Zhang Q, Ren Y. Inhibition of osteoclastogenesis by the secretion
of osteoprotegerin in vitro by rat dental follicle cells and its implications for tooth
eruption. Arch Oral Biol. 2002a; 47: 247-254.

Wise GE, Frazier-Bowers S, D’Souza. Cellular, molecular and genetic
determinants of tooth eruption. Crit Rev Oral Biol Med. 2002b; 13(4): 323-334.

Wise G.E., Ren Y., Yao S. Regulation of osteoprotegerin gene expression in dental
follicle cells. J Dent Res. 2003; 82(4): 298-302.

Wise G.E., Ding D., Yao S. Regulation of secretion of osteoprotegerin in rat dental
follicle cells. Eur J Oral Sci. 2004;112: 439-444,

Wise G.E., Yao S., Odgren P.R., Pan F. CSF-1 Regulation of osteoclastogenesis
for tooth eruption. J Dent Res. 2005; 84(9): 837-41

Wise GE, Yao S, Liu D. Injections of osteoprotegerin and PMA delay tooth
eruption. Clin Anat. 2006; 19: 19-24.

Yao S, Ring S, Henk WG, Wise GE. In vivo expression of RANKL in the rat dental
follicle as determined by laser capture microdissection. Arch Oral Biol. 2004; 49:
451-456.

Yasuda H, Shima N, Nakagawa N, Kyoji Y, Kinosaki M, Mochizuki S, et al.
Osteoclast differentiation factor is a ligand for osteoprotegerin/ osteoclastogenesis-
inhibitory factor and is identical to TRANCE/RANKL. Proc Natl Acad Sci. 1998;
95:3597-3602.

Yasuda H, Shima N, Nakagawa N, Yamaguchi K, Kinosaki M, Goto M, et al. A
novel molecular mechanism modulating osteoclast differentiation and function.
Bone. 1999; 25: 109-113.

41



ANEXO

42



S‘"A Universidade Estadual de Campinas
i Instituto de Biologia

unNICAaAMP

CEEA-IB-UNICAMP
B ———— e i L,

Comissio de Etica na Experimentacdao Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 1206-1, sobre "Imunolocalizacio de CSF-1,

OPG e RANKL no periodonto de incisivos inferiores de ratos em erupcao

normal contida”, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Pedro Duarte Novaes /

Juliana dos Santos Neves, estda de acordo com os Principios Eticos na

Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissido de Etica na
Experimentagao Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em 27 de fevereiro de 2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1206-1, entitled "Immunolocalization of CSF-1,
OPG and RANKL in periodontal tissue of normal and immobilized lower

incisors rats", is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research
established by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This
project was approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research
(State University of Campinas - UNICAMP) on February 27, 2007.

Campinas,\ZT de fevereiro de 2007.
P

U W IS YRON I [ Urwen -
/Profa Dra. Ana(MénaA Guaraldo Fatima Alohs_o/

Presidente Secretaria Executiva

CEEA/IB — Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 Telefax: (19) 3521-6356
13083-970 Campinas, SP — Brasil E-mail: comisib@unicamp.br

http://www ib unicamp.br/institucional/ceeafindex.htm

43



