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Ninguém entra em nossas vidas por acaso. Todas as pessoas ao nosso redor, 

interagindo conosco, têm algo para nos fazer aprender e evoluir em cada situação. 
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ter acontecido, e foi para aprendermos a lição e seguirmos em frente. Todas e cada 

uma das situações que acontecem nas nossas vidas são perfeitas. 
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MADALENA, IR. Influência da deficiência de estrógeno na taxa de erupção dentária em 
modelo murino [Tese]. Ribeirão Preto: Universidade de São Paulo, Faculdade de 
Odontologia de Ribeirão Preto; 2020. 

 

RESUMO 
 

A erupção dentária é um processo fisiológico definido como a migração do dente em 
desenvolvimento intraósseo até a sua emergência e posicionamento funcional na 
cavidade bucal. No entanto, alterações sistêmicas e/ou síndromes, decorrentes do 
desequilíbrio hormonal, são descritas como principais causadores de distúrbios nesse 
processo. O estrógeno apesar de ser um hormônio presente e ativo do período 
embrionário à puberdade, quando relacionado a taxa de erupção dentária, seu papel 
ainda não é elucidado. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito 
da deficiência de estrógeno e seus receptores na taxa de erupção dentária. Quarenta 
ratas da linhagem Wistar Hannover foram divididas em dois grupos segundo a 
intervenção recebida: Grupo OVX - cirurgia de ovariectomia e Grupo SHAM - cirurgia 
fictícia. Os procedimentos cirúrgicos foram realizados no 25º dia de vida pós-uterina. 
A taxa de erupção dentária (mm/dia) dos incisivos inferiores foi avaliada nas condições 
de hipo- e hiperfunção. Imagens dos incisivos foram capturadas de forma padronizada 
por câmera acoplada ao estereomicroscópio óptico a partir do 35º dia de vida pós-
uterina, a cada 48 e 72 horas durante 21 dias. A mensuração da taxa de erupção 
dentária foi realizada pelo cálculo de média, por meio da diferença entre medidas 
iniciais e após o período de 48/72 horas. Após a eutanásia, a região odontogênica foi 
utilizada para identificação histológica, análise da presença de receptores de estrógeno 
(ERα e ERβ) e expressão gênica dos genes codificadores de ERα e ERβ (ERS1 e ERS2). 
As análises foram realizadas por meio da reação de imunohistoquímica e técnica de 
PCR em tempo real quantitativo. A avaliação referente a taxa de erupção dentária, 
peso corporal, peso do útero e expressão gênica de ERS1 e ERS2 foram analisadas 
estatisticamente utilizando os softwares SPSS 24.0 e GraphPad Prism 7.04. O teste t 
de Student foi utilizado para comparação das médias entre os grupos OVX e SHAM.  O 
nível de significância adotado foi de 5%. A condição de hipofunção, não apresentou 
diferença estatística significativa quando se compara os dois grupos, OVX e SHAM 
(p=0.09). Por outro lado, quando se compara os grupos em condição de hiperfunção, 
o grupo OVX demonstrou taxa de erupção dentária diminuída em relação ao grupo 
SHAM (p=0.03). O grupo OVX apresentou um aumento de peso corporal 
significativamente maior quando comparado ao grupo SHAM (p=0.002). Em relação 
ao peso do útero, o grupo OVX apresentou uma diminuição de peso em relação ao 
grupo SHAM (p≤0.0001). Nos cortes histológicos foi possível identificar a presença de 
ERα e ERβ. O ERα foi expresso em ameloblastos em ambos os grupos. Já o ERβ 
demonstrou-se presente em células da papila dentária do grupo OVX e, em células do 
tecido de sustentação de ambos os grupos, OVX e SHAM. Quanto a expressão gênica, 
o ESR1 não demonstrou diferença estatística significativa quando os grupos foram 
comparados (p=0.33). Entretanto, a expressão gênica de ESR2 foi significativamente 
maior no grupo OVX (p=0.05). Pode-se concluir que a deficiência de estrógeno 
influencia negativamente a taxa de erupção dentária.  
 
Palavras-chave: Erupção Dentária, Estrógeno, Odontogênese, Fisiopatologia, 

Folículo dentário. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

MADALENA, IR. Influence of estrogen deficiency on tooth eruption rate in murine 
model [Thesis]. Ribeirão Preto: University of São Paulo, Ribeirão Preto School of 
Dentistry; 2020. 
 

ABSTRACT 
 

Dental eruption is a physiological process defined as dental migration in intraosseous 
development until its emergence and functional positioning in the oral cavity. However, 
systemic changes and/or syndromes, resulting from hormonal imbalance, are 
described as the main causes of disturbances in this process. Although estrogen is a 
hormone present and active during the embryonic period at puberty, when related to 
the rate of tooth eruption, its influence remains unclear. The aim of this study was to 
evaluate the effect of estrogen deficiency and its receptors on tooth eruption rates in 
murine model. Forty Wistar Hannover rats were divided into two groups after the 
intervention: OVX Group - ovariectomy surgery and SHAM Group – fictitious surgery. 
Surgical procedures were performed on the 25th postoperative day of life. A tooth 
eruption rate (mm/day) of the lower incisors was evaluated on hypo- and 
hyperfunction conditions. Incisor images was captured by optical stereomicroscope 
from the 35th postoperative day of life, every 48 and 72 hours for 21 days. 
Measurement of tooth eruption rate was performed by averaging the difference 
between initial measurements and after 48/72 hours. After euthanasia, the 
odontogenic region was used for histological identification, analysis of the presence of 
estrogen receptors (ERα and ERβ) and gene expression of ERα and ERβ coding genes 
(ERS1 and ERS2). Analyzes were performed by immunohistochemistry reaction and 
quantitative real time PCR technique. The evaluation regarding tooth eruption rate, 
body weight, uterine weight and ERα and ERβ gene expression was statistically 
analyzed using SPSS 24.0 and GraphPad Prism 7.04 software. Student's t-test was 
used to compare the means between OVX and SHAM groups. The adopted significance 
level was 5%. Hypofunction condition did not present statistically significant difference 
when comparing the two groups, OVX and SHAM (p 0.09). When comparing the groups 
in hyperfunction condition, the OVX group showed decreased tooth eruption rate 
compared to the SHAM group (p=0.03). The OVX group showed a significantly higher 
body weight increase when compared to the SHAM group (p=0.002). Regarding the 
weight of the uterus, the OVX group showed a decrease in weight compared to the 
SHAM group (p≤0.0001). In the histological sections it was possible to identify the 
presence of ERα and ERβ. ERα was expressed in ameloblasts in both groups. ERβ was 
found to be present in OVX group dental papilla cells and, in support tissue cells of 
both OVX and SHAM groups. ESR1 gene expression, OVX and SHAM groups did not 
show statistically significant difference when compared (p=0.33). However, ESR2 gene 
expression was significantly higher in the OVX group (p=0.05). It can be concluded 
that estrogen deficiency negatively influences the rate of tooth eruption. 
 
Key-words:  Tooth Eruption, Estrogens, Odontogenesis, Physiopathology, Dental 

Sac.  
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 1 INTRODUÇÃO 

 

A erupção dentária é um processo fisiológico definido como a migração do dente 

em desenvolvimento intraósseo até a sua emergência e posicionamento funcional na 

cavidade bucal (Marks e Schroeder, 1996). Esse processo, pode ser conveniente, 

mesmo que arbitrariamente, dividido em estágios, abrangendo fases pré-, eruptivas e 

pós-eruptivas (Marks e Schroeder, 1996; Jain e Rathee, 2019). A fase pré-eruptiva se 

inicia logo nas etapas iniciais da odontogênese, onde a formação coronária exige o 

desenvolvimento dimensional intraósseo. Assim, quando a porção coronária se 

completa, a fase eruptiva ou também chamada de pré-funcional, se inicia (Marks e 

Schroeder, 1996; Jain e Rathee, 2019). Sugere-se que nesta fase, quando ocorre a 

migração do dente em desenvolvimento intraósseo em direção à sua posição funcional, 

a erupção dentária seja mediada pela associação da remodelação óssea (Marks Jr e 

Cahill, 1984; Marks e Cahill, 1987) e desenvolvimento radicular (Proffit e Frazeir-

Bowers, 2009). 

Diversos pesquisadores ressaltam que a teoria da remodelação óssea seja a 

mais condizente com o processo de erupção dentária devido a sinalização proveniente 

do folículo dentário (Cahill e Marks, 1980; Marks e Cahill, 1984; Marks e Cahill, 1987; 

Zhou et al., 2019), que induz à alta expressão de marcadores relacionados a formação 

(RUNX2, OSX, ALP, OCN, CX43) e reabsorção óssea (OPG, RANKL, MCP-1, CSF-1). O 

produto da expressão dos genes que expressam a formação e a reabsorção óssea da 

via de erupção, consequentemente, impulsionam e guiam o germe até a ruptura 

gengival (Arai et al., 1999; Wise; Fan 1989; Que; Lumpkin; Wise, 1999; Wise et al., 

2005; Wise; Yao, 2006; Wise; Yao; Henk, 2007; Wise e King, 2008; Liu e Wise, 2008; 

Wise, 2009; Yao et al., 2010; Wise et al., 2011; Yao et al., 2013, Chen et al., 2016; 

Zhou et al., 2019).  

A teoria da remodelação óssea, no entanto, permanece viável apenas nas fases 

iniciais da odontogênese uma vez que, parte do folículo é perdido após a emergência 

gengival (Marks e Schroeder, 1996). Assim, a teoria de crescimento radicular, fibras 

colágenas do ligamento periodontal e pressão de fluxo sanguíneo na região de 

periápice são descritas como as principais teorias auxiliares nas fases eruptivas 

subsequentes (Cheek et al., 2002; Dorotheou et al., 2017; Jain e Rathee, 2019). 
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Estudos realizados em roedores, também relacionaram a formação e a renovação do 

ligamento periodontal à erupção contínua de incisivos (Marks e Schroeder, 1996). Tais 

mecanismos, ainda que incertos, são hipóteses para descrever o processo de erupção 

durante toda a vida do órgão dentário (Berkovitz e Thomas, 1969; Berkovitz, 1971). 

Mesmo que a taxa de erupção dentária tenha uma redução relevante, o crescimento 

e desenvolvimento da face, a compensação do desgaste oclusal causado pelo atrito 

ou até mesmo a extrusão causada pela perda do dente antagonista, sempre estarão 

em constante renovação, acompanhado o desenvolvimento e modificação dos arcos 

dentários (Almonaitiene, et al., 2010; Jain e Rathee, 2019).  

 Além dos mecanismos fisiológicos da erupção dentária, vários fatores locais, 

ambientais e sistêmicos também podem estar associados à desvios nesse processo 

(Wise et al., 2002; Suri; Gagari; Vastardis, 2004; Huber; Suri; Taneja, 2008; 

Almonaitiene; Balciuniene; Tutkuviene, 2010; Um Lan et al., 2016; Verma et al., 2017; 

Jain e Rathee, 2019). Diversos estudos têm ressaltado que alterações sistêmicas e/ou 

síndromes, principalmente as decorrentes do desequilíbrio hormonal ocasionam 

desordens significativas do processo de erupção dentária (Lorimer, 1972; Roberts et 

al., 1986; Silva et a., 2016; Subramanian et al., 2016; Vucic et al., 2017). A 

hiperfunção da glândula pituitária e os tumores corticais adrenais já foram descritos 

com potencial de acarretar alterações na taxa de erupção dentária (Lorimier 1972; 

Chandna e Bathla, 2011; Litsas, 2015; Vasconcelos e Vasconcelos, 2016; Davidopoulou 

e Chatzigianne, 2017). No entanto, embora haja estudos diversos referentes as 

condições de hipofunção da glândula pituitária e a consequente diminuição dos níveis 

séricos hormonais excretados por ela (Almonaitiene, et al., 2010; Scaramucci et al., 

2011; Davidopoulou e Chatzigianni, 2017; Vucic et al., 2017; Tokavanich et al., 

2019), as evidências científicas sobre os hormônios sexuais ainda permanecem 

escassos, principalmente quando relacionada a  erupção dentária. 

É importante salientar as possíveis alterações fisiológicas da taxa de erupção 

dentária mediante ao desequilíbrio dos hormônios sexuais, uma vez que esses 

hormônios desempenham um papel crítico em muitos tecidos. O desenvolvimento do 

organismo é particularmente vulnerável à exposição a substâncias que mimetizam 

ação hormonal (Kabir, Rahman, Rahman, 2015; Kiyama e Wada-Kiyama, 2015; Darbre 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scaramucci%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22046701
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davidopoulou%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28447324
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et al., 2017). Várias classes de substâncias químicas, como pesticidas, fungicidas, 

produtos químicos industriais, plastificantes, nonilfenóis, metais, agentes 

farmacêuticos e fitoestrogênios podem ser classificados como desreguladores 

endócrinos (Yilmaz et al., 2019). Em geral, um desregulador endócrino pode 

apresentar os seguintes mecanismos de ação: ligação em receptor hormonal, interação 

com enzimas que sintetizam ou metabolizam hormônios, alteração da liberação 

hipotalâmica-hipofisária de hormônios e/ou alteração da transdução de sinais (Kabir, 

Rahman, Rahman, 2015; Kiyama e Wada-Kiyama, 2015; Darbre et al., 2017; Yilmaz 

et al., 2019). Nesse sentido, faz-se importante pesquisas que demonstrem interesse 

na compreensão dos mecanismos de ação que o desequilíbrio hormonal pode 

ocasionar nos indivíduos, principalmente em atividades que envolvam o estrógeno.   

O estrógeno é um hormônio presente e ativo do período embrionário (Ben-Hur 

et al., 1993) à puberdade (Varlinskaya; Vetter-O’Hagen; Spear, 2013). Este hormônio 

está presente em maior quantidade no sexo feminino, sendo produzido principalmente 

pelos ovários. No entanto, homens também possuem níveis de estrógeno, que é 

produzido pelo tecido adiposo e cérebro (Kula et al., 2005; Saito; Cui, 2018). 

Atualmente é possível correlacionar a participação do estrógeno na reprodução 

masculina e em vários outros sistemas, incluindo os sistemas neuroendócrino, 

vascular, esquelético e imunológico de ambos os sexos (Almeida et al., 2017; Christ et 

al., 2018; Patel et al., 2018). Além disso, também está associado a diversas doenças 

diferentes como a obesidade, distúrbio metabólico, uma variedade de cânceres, 

osteoporose, lúpus eritematoso, endometriose e miomas uterinos (Mauvais-Jarvis, 

Clegg, Hevener, 2013; Clegg et al., 2017; Leeners et al., 2017; Moulton, 2018; Patel 

et al., 2018; Piccinato et al., 2016; Reis et al., 2016; Sukocheva, 2018; Yoshida, Wang, 

Stern, 2019).  

A via clássica pela qual o estrógeno realiza sua ação é mediada por seus 

receptores intracelulares (Cato et al., 2002), os quais pertencem a família de 

receptores nucleares e operam como fatores de transcrição quando induzidos por seus 

ligantes (Nelson e Habibi, 2013). Existem três tipos de receptores de estrógeno (ERs) 

descritos, sendo os mais prevalentes o receptor de estrógeno tipo alpha (ERα) e o 

receptor de estrógeno tipo beta (ERβ), codificados pelos genes ESR1 e ESR2, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Christ%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29605405
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respectivamente (Green et al., 1986; Kuiper et al., 1996; Prossnitz et al., 2007; Paterni 

et al., 2014). A distribuição tecidual destes receptores é variável e ambos podem ser 

expressos nos mesmos tecidos ou em tecidos distintos e em níveis variados (Nilsson 

et al., 2001; Eyster, 2016; Hamilton et al., 2017). Assim, atualmente as pesquisas tem 

se voltado bastante para estudos relacionados a esses receptores (Katzenellenbogen 

et al., 2000; Hall et al., 2001; Lee et al., 2006; Tetel e Pfaff, 2010; Barros e Gustafsson, 

2011; Hess et al., 2011; Planey et al., 2014; Eyster, 2016). 

A expressão ERα prevalece em regiões do útero, glândula mamária, células 

intersticiais de Leydig, epidídimo, osso, musculo esquelético, fígado, rins, tecido 

adiposo e glândula pituitária com os níveis mais altos. Já o ERβ possui uma expressão 

mais específica (Levin, 2015; Hewitt et al., 2016; Hamilton et al., 2017). Contudo, 

pode ser descrito em regiões relacionadas aos ovários, pulmão, próstata, glândulas 

salivares e medula óssea (Kos et al., 2001; Gruber et al., 2002; Hong et al., 2004; 

Nilsson e Gustafsson, 2011; Hamilton et al., 2017; Balla et al., 2019; Tang et al., 2019). 

Pesquisas recentes demonstraram que os ERβ, podem ser expressos em uma linhagem 

celular com diferenciação osteogênica em células da polpa, sugerindo seu efeito pró-

osteogênico (Manokawinchoke et al., 2016; Lu et al., 2016; Alhodhodi et al., 2017). 

No entanto, é válido ressaltar que ainda não é esclarecido como a deficiência de 

estrógeno e seus receptores podem influenciar na odontogênese e consequentemente 

taxa de erupção dentária.  

Um estudo realizado por Lorimier (1972), foi o único estudo a relacionar a taxa 

de erupção dentária e os hormônios sexuais por meio de condições de hipo- e 

hipergonadismo. O estudo foi realizado em ratas heterogêneas Sprague-Dawle de 

ambos sexos com 90 dias de idade. Os animais foram divididos em quatros grupos, 

sendo metade dessas, submetidos a diminuição da liberação dos hormônios sexuais 

por meio da cirurgia de ovariectomia e castração bilateral. O grupo controle foi 

submetido apenas ao acompanhamento, sem realização de cirurgia fictícia. A taxa de 

erupção dentária foi realizada em ambos incisivos superiores em condições 

normofuncionais durante cinco semanas. No entanto, após metade do período de 

acompanhamento, metade dos animais dos grupos controle, bem como, metade dos 

animais dos grupos experimentais, foram submetidos a reposição hormonal.  
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O estudo de Lorimier (1972) demonstrou um retardo da taxa de erupção 

dentária de aproximadamente 10% no grupo submetido a castração e 7% do grupo 

submetido a ovariectomia, quando comparados aos grupos controle. Assim, o estudo 

pôde supor que a testosterona e o estradiol, juntamente com a cortisona e a tiroxina, 

poderiam ser responsáveis por aproximadamente 60% da ergonomia dos incisivos. 

Além disso, visto que os hormônios sexuais são conhecidos por colaborar no processo 

de formação de alguns tecidos, destacou-se a suposição que esses hormônios também 

poderiam causar efeitos semelhantes sobre os tecidos relacionados ao processo de 

erupção, quando analisados separadamente. Lorimier (1972) também demostrou a 

interação da reposição hormonal realizada com administração de estrógeno, que 

acarretou uma aceleração da taxa de erupção dentária, bem como a sobredosagem 

hormonal que acarretou um retardo da taxa de erupção.  

Parte dos achados do estudo de Lorimier (1972) corroboram com o estudo de 

Roberts et al. (1986) que também descreveram um possível efeito bifásico do 

estrógeno no desenvolvimento da dentição em humanos. A ação deste hormônio 

demonstrou antecipar a erupção dentária em meninas no período pré-puberal, 

enquanto níveis muito elevados, demostram retardar o processo. Alguns estudos 

posteriores, realizados em indivíduos portadores da Síndrome de Turner, uma condição 

genética com consequente deficiência de estrógeno, também identificaram distúrbios 

na erupção dentária. No entanto, em fases finais da emergência do dente na cavidade 

bucal, o processo apresentou-se discretamente adiantado quando comparados a 

pacientes sem alterações sindrômicas (Filipsson, Lindsten, Almqvist, 1965; Midtbo e 

Halse, 1992; Hass et al., 2001; Ahiko et al., 2019). O estudo de Lorimier (1972), ainda 

faz a ressalva da possibilidade de ação do estrógeno em alguns tecidos do corpo serem 

replicados aos tecidos relacionados ao processo de erupção dentária. Assim como no 

estudo de Midtbo e Halse (1992), relaciona o retardo de crescimento craniofacial com 

possíveis atrasos no processo de erupção dentária.  

Evidencia-se que pesquisas sejam realizadas para relacionar a influência da 

deficiência de estrógeno na erupção dentária, tendo em vista que a literatura se 

encontra limitada quando abordado tal assunto. Deste modo, com o objetivo de 

contribuir com as evidências científicas sobre os mecanismos de ação da deficiência 
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de estrógeno nos tecidos bucais como também, contribuir para orientação de 

indivíduos e/ou populações na implementação de estratégias preventivas, diagnósticas 

e terapêuticas mais eficientes relacionadas a taxa de erupção, o presente trabalho teve 

como objetivo avaliar a influência da deficiência de estrógeno na taxa de erupção 

dentária.  
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 2 PROPOSIÇÃO 

 

Objetivo geral:  

 

 Avaliar a influência da deficiência de estrógeno na taxa de erupção dentária, em 

modelo murino. 

 

Objetivos específicos:  

 

 Avaliar a taxa de erupção dentária sob condição de deficiência de estrógeno. 

 Avaliar a imunoexpressão de ERα e ERβ na região odontogênica sob condição 

de deficiência de estrógeno. 

 Avaliar a expressão gênica de ERα (ESR1) e ERβ (ESR2) na região odontogênica 

sob condição de deficiência de estrógeno.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 ASPECTOS ÉTICOS 

O projeto de pesquisa foi submetido à apreciação pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto - Universidade 

de São Paulo (FORP/USP), tendo sido aprovado pelo número de protocolo 

2018.1.40.58.3 (ANEXO A). 

 

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL  

Foi realizado um estudo in vivo, longitudinal, prospectivo, paralelo e 

experimental de caráter descritivo e estatístico. Nesse cenário, 40 ratas da espécie 

Rattus norvegicus e linhagem Wistar Hannouver, em período pré-puberal, foram 

submetidas a uma intervenção cirúrgica, na qual após aleatorização da intervenção 

foram divididas em dois grupos. Em um grupo, houve a incisão bilateral dos ovários 

com consequente diminuição da liberação endógena de estrógeno (grupo OVX). No 

outro grupo, houve apenas à simulação cirúrgica sem qualquer consequência para 

liberação endógena de estrógeno (grupo SHAM). Após o procedimento cirúrgico, as 

ratas foram avaliadas durante um período de 21 dias consecutivos. Durante esse 

período, avaliações quanto a taxa de erupção dentária e peso corporal foram realizadas 

de forma padronizada e sistematizada. Após o período de avaliações, os animais foram 

submetidos a eutanásia e à uma nova intervenção cirúrgica pós-morte. Essa 

intervenção foi realizada na região abdominal e região de mandíbula. Na região 

abdominal, foi realizada a remoção uterina para posterior análise da atrofia por meio 

do peso. Na região de mandíbula, foi realizada a remoção das hemimandíbulas para 

identificação histológica, reação de imunohistoquímica e quantificação da expressão 

gênica dos genes codificadores de ERα e ERβ da região odontogênica (Figura 1).   
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3.3 AMOSTRA E AMOSTRAGEM DOS ANIMAIS  

O tamanho da amostra foi estabelecido de acordo com a referência o estudo de 

Lorimier (1972). No grupo submetido a cirurgia de ovariectomia houve uma taxa de 

erupção dentária média de 2.54 (0.19) mm, enquanto no grupo controle foi observado 

uma taxa de erupção dentária média de 2.72 (0.20) mm. Considerando os valores de 

média e desvio padrão supracitados, o cálculo amostral para validar a diferença entre 

duas amostras independentes foi realizado por meio do software G*Power® 3.1.9.2 

(Düsseldorf, Alemanha). Para o cálculo foi usado como premissa um β valor de 0.20, 

um α valor de 0.05 e uma taxa de alocação de 1:1. O número obtido após o cálculo 

foi de 20 animais por grupo.  

Os animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade de São Paulo 

– Campus de Ribeirão Preto, onde foram selecionados de acordo com idade e boa 

FIGURA 1. Fluxograma - Delineamento experimental  
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https://pt.wikipedia.org/wiki/D%C3%BCsseldorf
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saúde geral. Os animais foram solicitados com de 21 dias de vida pós-uterino pois, 

conforme respalda a literatura, corresponde ao período pré-puberal. A puberdade em 

ratas dessa linhagem se inicia no 35º ao 55° dia de vida pós-uterina, e 

consequentemente, há um pico de liberação de estrógeno da raça neste intervalo de 

tempo (Ojeda et al., 1976). Foram excluídos do estudo, animais que apresentaram 

insucesso nos procedimentos cirúrgicos, que apresentaram fraturas dentárias durante 

avaliação da taxa de erupção e que vieram a óbito antes da avaliação final. Desse 

modo, os animais foram codificados e posteriormente procedeu-se à randomização em 

dois grupos conforme discriminado na tabela 1.  

 

Tabela 1. Distribuição dos grupos experimental e controle em função da intervenção sofrida 

Grupos Procedimento  n  

OVX Ovariectomia  20 animais 

SHAM Cirurgia fictícia  20 animais 

 

Os animais foram acondicionados no Biotério II da FORP/USP, em ambiente com 

temperatura controlada e ciclo de 12 horas claro-escuro, com livre demanda à ração 

(Labina Purina®/Agribrands do Brasil LTDA, Paulínia, BR) e água filtrada.  

Visando a adaptação dos animais, procedeu-se o procedimento cirúrgico quatro 

dias após da chegada dos animais.  

 

3.4 AVALIAÇÃO QUANTITATIVA DO PESO CORPORAL 

O peso corporal foi registrado antes do procedimento cirúrgico e antes de todas 

as intervenções de avaliação quantitativa de taxa de erupção dentária. Os animais 

foram pesados sempre na mesma sequência e horário. A pesagem foi realizada por 

meio de balança digital (Urano®, Canos, BR), também disponível no Biotério II 

FORP/USP.  

 

3.5 PROCEDIMENTOS CIRÚRGICOS 

Os procedimentos cirúrgicos foram realizados por meio de anestesia geral, via 

intramuscular. Os fármacos utilizados foram, o Cloridrato de Ketamina a 10% 

(Cetamin® 10%), na dosagem de 55mg/kg e o Cloridrato de Xilazina a 2% (Xilasyn®), 
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na dosagem de 10mg/kg. Logo, procedeu-se a antissepsia da região lateral de tronco 

onde estão localizados os ovários. A antissepsia foi realizada por meio da tricotomia 

da região e posteriormente, a fricção delicada com a solução de iodopovidona à base 

de álcool. Após o procedimento cirúrgico houve a administração medicação antibiótica, 

anti-inflamatória e analgésica. Os fármacos utilizados foram a Benzilpenicilina 

Benzatina (Pentabiótico®) na dosagem de 24.000UI/kg; o Flunixino (Aplonal® 1%) na 

dosagem de 1mg/kg, ambos por via intramuscular e, o Tramadol (Cronidor® 2%), na 

dosagem de 1mg/kg, via subcutânea. O Tramadol também administrado novamente 

24 horas após o procedimento cirúrgico.  

 

3.5.1 OVARIECTOMIA E CIRURGIA FICTÍCIA 

No grupo OVX, visando a deficiência na produção do estrógeno pelos ovários, 

foi realizada ligadura seguido de excisão cirúrgica bilateral dos mesmos (ovariectomia), 

conforme descrito no protocolo de Weitzmann e Pacifi (2006).  No grupo SHAM, foi 

realizada a cirurgia de ovariectomia fictícia, na qual os ovários foram movimentados e 

devolvidos intactos à posição original, conforme descrito por Orrico et al. (2005) e 

Romualdo et al. (2018).  

O sucesso do procedimento cirúrgico confirmou-se pela sobrevida adequada dos 

animais, aumento do peso corporal gradual durante o período de experimentação e 

pela atrofia uterina após eutanásia.  A diminuição da liberação endógena de estrógeno, 

ocasionada devido à ovariectomia, proporciona diferenças significativas de variáveis 

relacionadas ao peso corporal e peso útero. Sendo assim, o grupo OVX tende a 

apresentar aumento do peso corporal e uma diminuição do peso do útero quando 

comparado ao grupo SHAM (Chen et al., 2014). O peso do útero foi registrado por 

meio da balança de precisão (Uni Bloc®, Filadélfia, EUA) disponível no laboratório de 

Biologia Molecular da FORP/USP. O procedimento cirúrgico encontra-se ilustrado na 

figura 2.   
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Legenda: a. Anestesia intramuscular; b. Medicação pré-operatória; c. Incisão; d. Divulsão de tecidos; e. 

Ovariectomia: ligadura das tubas uterinas e excisão bilateral dos ovários; f. Cirurgia fictícia: os ovários 

foram movimentados e devolvidos a posição original; g. Sutura do tecido abdominal com fio 

reabsorvível; h. Sutura tecido epitelial; i. Medicação pós-operatória; j. Cuidados pós-operatórios. 

Fotos gentilmente cedidas pela Drª. Priscilla Romualdo. 

FIGURA 2. Sequência de procedimentos cirúrgicos: Ovariectomia e Cirurgia Fictícia 
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3.6 AVALIAÇÃO QUANTITATIVA DA TAXA DE ERUPÇÃO DENTÁRIA  

A avaliação quantitativa da taxa de erupção dentária iniciou-se a partir do 35º 

dia de vida pós-uterina. O procedimento foi realizado na Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, no Departamento de Física e Química da Universidade de São Paulo – 

Campus de Ribeirão Preto (FCFRP/USP). Para quantificação, as segundas, quartas e 

sextas-feiras foram definidas, possibilitando um intervalo de 48 e 72 horas entre as 

intervenções. A avaliação quantitativa foi realizada por um período de 21 dias 

consecutivos, totalizando 8 intervenções (Lee et al., 2002; Silva et al., 2016). Cada 

sessão foi realizada sempre na mesma hora do dia e seguindo a mesma sequência de 

animais (Lee et al., 2002; Drevensek et al., 2009; Silva et al., 2016).  

A imobilização dos animais no momento da avaliação quantitativa da taxa de 

erupção dentária foi realizada por sedação mínima via intramuscular (Lee et al., 2002). 

Os fármacos utilizados em concentração diminuída, garantiram a estabilização do 

animal bem como a ausência de toxicidade e sofrimento. Foram administrados 

Cloridrato de Ketamina a 10% (40 mg/Kg) e Cloridrato de Xilazina a 2% (5mg/kg), 

previamente às intervenções. Uma vez sedados, os animais também foram 

posicionados de forma padronizada. Assim, foi utilizado um dispositivo previamente 

adaptado, onde os incisivos superiores foram estabilizados firmemente por um fio de 

barbante preso a um par de hastes laterais a cabeça, permitindo que os incisivos 

inferiores, também estabilizados, ficassem paralelos ao plano horizontal (Figura 3a e 

b). A taxa de erupção dentária foi realizada em ambos incisivos centrais inferiores, 

devido à erupção dentária contínua e comodidade de visualização clínica (Gelarch et 

al., 2000; Lee et al., 2002; Sassaki et al., 2003; Shimada et al., 2006; Gomes et al., 

2013; Araújo et al., 2014; Silva et al., 2016). O comprimento dos incisivos inferiores 

foi registrado com auxílio do estereomicroscópio óptico (Zeiss CL1500 ECO, 

BioSurplus®, San Diego, EUA) e simultaneamente, registro de imagem realizado por 

meio de câmera acoplada ao equipamento (Canon E0S 1000D, Canon do Brasil 

Indústria e Comércio|Ltda, São Paulo, BR). Uma régua milimetrada (Maquira®, 

Maringá, BR) também foi posicionada com objetivo de orientação, em milímetros, no 

momento da tomada fotográfica (Figura 3b). 

A partir da padronização na posição do animal, foram instituídos parâmetros 

anatômicos referenciais para que a taxa de erupção dentária fosse registrada sempre 
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nas mesmas condições dos dias anteriores (Lee et al., 2002; Gomes et al., 2013; Silva 

et al., 2016). Delimitou-se o ponto mais apical da margem gengival, denominado de 

ponto (P) e os bordos incisais (B) de ambos incisivos inferiores. É válido ressaltar, que 

devido crescimento contínuo de incisivos de roedores, o desgaste fisiológico poderia 

influenciar nos valores reais da taxa de erupção (Gerlach et al., 2000; Omar et al., 

2011). Então, um sulco linear no sentido mesio/distal na face vestibular de ambos 

incisivos inferiores, 2 mm aquém da papila gengival interdental, denominada marca de 

referência (R) foi realizado (Figura 4) (Lee et al., 2002; Gomes et al., 2013; Silva et 

al., 2016). Os sulcos correspondentes as marcas de referência, foram realizados com 

disco diamantado dupla face 7011 (KG Sorensen®, Cotia, BR) de 0,18mm de 

espessura. Foi considerado o ponto mediano da marca na superfície, devido à 

espessura do disco (Drevensek et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mesmo com a padronização dos pontos referenciais, os autores ainda sugerem 

que a taxa de erupção seja realizada em condições de hipo- e hiperfunção (Gerlach et 

al., 2000; Gerlach et al., 2002; Lee et al., 2002). Isso se justifica uma vez que, os 

resultados poderiam ser sutis a ponto de não serem identificados em condição de 

normofunção (Gerlach et al., 2000; Gerlach et al., 2002; Gomes et al., 2013). Assim, 

a mensuração da taxa de erupção foi realizada em condições de hipo- e hiperfunção.  

FIGURA 4. Parâmetros anatômicos referenciais 

delimitados nos incisivos inferiores dos modelos 

experimentais (OVX e SHAM) 

Legenda: Ponto P - ponto mais apical da margem 

gengival; ponto R - sulco mesio/distal realizado na 

face vestibular e ponto B - bordo incisal. 

Fonte: Adaptado de Lee et al. (2002).  
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FIGURA 3. Padronização das tomadas fotográficas para mensuração da taxa de erupção dentária 

em modelo experimental (OVX e SHAM) 

Legenda: a. Estabilização protetora adjuvante à anestesia geral realizada para padronização do animal. 

b. Visão dos incisivos inferiores de acordo com a estabilização de cabeça e pescoço.  
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A condição de hipofunção do incisivo inferior direito foi realizada pelo ajuste a 

nível da papila gengival (Lee et al., 2002; Gomes et al., 2013; Silva et al., 2016), 

totalizando quatro valores em relação ao ponto P (Figura 5a e b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em resumo, os pontos referenciais e as diferentes condições funcionais de 

erupção seguem dispostos na tabela 2.  

 

TABELA 2. Valores resultantes da avaliação da taxa de erupção dentária 

Incisivo central inferior direito - 

Hipofuncional 

Incisivo central inferior esquerdo - 

Hiperfuncional 

D1 - distância do ponto (P) até a marca de 

referência (R)  

D3 - distância do ponto (P) até a marca de 

referência (R)  

D2 -   distância do ponto (P) até o bordo incisal 
ajustado (B) 

D4 -  distância do ponto (P) até o bordo incisal 
(B) 

 

 

Após 24 ou 72 horas o registro do deslocamento dos pontos referenciais foram 

mensurados e novos pontos anatômicos referenciais foram restabelecidos (Gerlach et 

al., 2000; Lee et al., 2002; Omar et al., 2011). Desta forma, a marca de referência (R) 

foi anulada e novos parâmetros referenciais foram definidos bem como, um novo 

registro de bordo incisal direito, realizado (Gerlach et al., 2000; Lee et al., 2002; Omar 

et al., 2011) (Figura 6).  

 

FIGURA 5. Delimitação de pontos referenciais iniciais após o ajuste de bordo 

incisal direito 

 

Legenda: a. Ajuste incisal do incisivo central inferior direito; b. Variáveis 

resultantes das delimitações em relação ao ponto P.  

Fonte: Adaptado de Lee et al. (2002). 
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As imagens foram inseridas sob coordenadas (x e y) e avaliadas por meio do 

software ImageJ® version 1.6. (National Institutes of Health,  Bethesda, EUA). Deste 

modo, dados correspondentes ao comprimento dos incisivos inferiores foram dispostos 

em tabela e a diferença entre o aspecto inicial e crescimento após de 48 e/ou 72 horas 

foram calculados (Lorimier, 1972). A figura 7, retrata a sequência dos procedimentos 

realizados na etapa de avaliação da taxa de erupção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6. Mensuração dos pontos referenciais após 48/72 horas e 

restabelecimento da condição inicial  

Legenda: a. Mensuração dos pontos após 48/72 horas. b. Restabelecimento 

dos pontos anatômicos referenciais iniciais. A seta em vermelho indica a 

marcação desconsiderada.  

Fonte: Adaptado de Lee et al. (2002). 

https://pt.wikipedia.org/wiki/National_Institutes_of_Health
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bethesda_(Maryland)
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FIGURA 7. Método sequencial para avaliação quantitativa da taxa de erupção 

dentária 

Legenda: a. Aspecto inicial; b. Ajuste incisal e padronização dos pontos 

referenciais; c. Aspecto após 48 ou 72 horas; d. Reajuste incisal.  
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3.7 EUTANÁSIA 

A eutanásia ocorreu ao final da terceira semana de mensuração da taxa de 

erupção, onde os animais estavam com 56 dias de vida pós-uterina. A eutanásia foi 

realizada seguindo as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal – CONCEA, informada na publicação no Diário Oficial da União (22/02/2018), 

seção I, onde a Resolução Normativa nº 37, de 15 de fevereiro de 2018, determina a 

Diretriz da Prática de Eutanásia do CONCEA e revoga a Resolução Normativa nº 13, 

de 20 de setembro de 2013, apontando que: 

 

“Os anestésicos dissociativos não devem ser utilizados como agentes únicos 

para realização de eutanásia porque não promovem inconsciência, mas apenas 

dissociação do córtex cerebral. Podem causar excitação, catalepsia e convulsão 

em altas doses e a dose letal é muito alta. Entretanto, para eutanásia, quando 

associados aos agonistas de adrenorreceptores de alpha-2, como a xilazina, 

podem ser utilizados para contenção química de animais indóceis, seguido de 

sobredosagem com a própria associação ou complementação com anestésicos 

gerais. A sobredosagem da combinação de anestésicos dissociativos e agonistas 

de adrenorreceptores de alpha-2 pode ser utilizada para eutanásia de 

roedores”. 

 

Portanto, a indução da eutanásia nos animais do presente estudo foi realizada 

por sobredose anestésica, por meio da associação de Cloridrato de Ketamina 

(300mg/kg de peso) e Cloridrato de Xilazina (30mg/kg de peso), as quais estão 

disponíveis na página da CEUA, no site www.forp.usp.br. Adicionalmente, conforme 

sugestão da CEUA, para garantir otimização dos procedimentos, a decapitação 

também foi adotada.   

Após a eutanásia dos animais, as mandíbulas foram removidas, dissecadas e 

seccionadas em hemimandíbulas. Metade dos espécimes foram destinados a análise 

da região odontogênica, por meio da técnica de coloração com hematoxilina e eosina 

e imunohistoquímica. A outra metade foi destinada a análise da expressão gênica pela 

técnica de PCR em tempo real quantitativo.  

http://www.forp.usp.br/
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Para análise histológica da região odontogênica, metade das hemimandíbulas 

foram processadas de forma íntegra. A outra metade foi novamente seccionada no 

sentido transversal na região mesial do segundo molar inferior (Figura 8a e b). Para 

análise da expressão gênica, todos os espécimes foram submetidos a secção do 

côndilo, processo coronoide e ramo da mandíbula com objetivo de isolar a região 

odontogênica (Figura 8c, d, e). A secção da hemimandíbula foi realizada com disco 

diamantado dupla face 7011 (KG Sorensen, Cotia, BR) de 0,18mm de espessura.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.8 AVALIAÇÃO MICROSCÓPICA  

PROCESSAMENTO HISTOTÉCNICO 

Os espécimes foram fixados por imersão em formol tamponado a 10% por 24 

horas à temperatura ambiente e, depois, lavados por aproximadamente, 4 horas em 

água corrente. Em seguida, para a desmineralização, foi utilizada solução à base de 

EDTA a 4,13% (pH 7-7,4). Os espécimes foram mantidos nesta solução, à temperatura 

FIGURA 8. Desenho esquemático da hemimandíbula íntegra e 

dos espécimes isolados  

Legenda: a. Desenho esquemático representando a 

hemimandíbula ao longo do eixo do dente; b. Desenho 

esquemático representando a hemimandíbula seccionada no 

sentido transversal; c. desenho esquemático da região 

odontogênica isolada para análise de expressão gênica. 

Fonte: Adaptado de Araújo et al. (2014). 
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ambiente, trocada semanalmente, até sua completa desmineralização. O grau de 

desmineralização das estruturas foi testado por meio da penetração de agulha nos 

tecidos, para verificação da sua consistência. Uma vez que os espécimes completaram 

o processo de descalcificação, foram submetidas ao processamento histotécnico de 

rotina, sendo lavadas em água corrente por 2 horas, desidratadas em álcool de 

concentrações crescentes (70%, 90%, 95% e 100% por 60 minutos cada), 

diafanizadas em xilol (3 banhos de 60 minutos cada) e incluídas em parafina. A posição 

de inclusão dos espécimes foi padronizada segundo a secção. As hemimandíbulas 

íntegras foram dispostas com a superfície vestibular voltada para região do corte, e 

estes foram realizados no sentido longitudinal. As hemimandíbulas seccionadas, foram 

dispostas com a superfície mesial do segundo molar inferior voltado para a superfície 

de corte. Assim, os cortes histológicos também foram realizados no sentido 

longitudinal a partir da porção final à porção inicial da região odontogênica (Figura 9).  

Os blocos parafinados contendo os espécimes foram cortados em micrótomo 

(Leica RM2145, Leica Microsystems®, Wetzlar, Alemanha) no sentido anteroposterior, 

semiserrilhado, com espessura de 3µm. A partir de cada bloco foram obtidas trinta 

lâminas histológicas contendo três e dois cortes cada, respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 9. Desenho esquemático da região 

odontogênica do incisivo inferior de roedores 

Legenda: A. porção inicial; B. porção média; C. 

porção final da região odontogênica. Os cortes 

foram realizados a partir da região C para região A. 

Fonte: Araújo et al. (2014). 
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3.8.1 AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA  

A identificação histológica foi realizada com o objetivo de facilitar a 

interpretação anatômica e melhorar a compreensão da análise por reação de 

imunohistoquímica. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina, montadas em 

bálsamo do Canadá e analisadas em microscópio de luz comum com aumento de 25x 

a 400x. Foram selecionadas porções médias, correspondentes à fase de histo- e 

morfodiferenciação (fase de campânula) e, porção final da região odontogênica 

representando a odontogênese completa.  

 

3.8.2 AVALIAÇÃO IMUNOHISTOQUÍMICA 

Para avaliação da presença e localização do ERα e ERβ na região odontogênica, 

os cortes sequenciais foram colocados sobre lâminas devidamente revestidas com 

organo-silano (StarFrost®, Lowestoft, Reino Unido) para realização da técnica de 

imunohistoquímica dos diferentes grupos. As reações de imunohistoquímica foram 

realizadas por meio da técnica da imunoperoxidase. Os cortes histológicos foram 

desparafinizados em estufa a 60ºC por 4 horas. A desparafinização foi seguida da 

imersão em xilol, duas trocas a cada 10 minutos e hidratadas em álcool em 

concentrações decrescentes (2 banhos em álcool etílico absoluto, 90%, 70% e 50%, 

respectivamente) e na sequência em água destilada (10 passagens sem intervalo, RU). 

A recuperação antigênica foi realizada utilizando solução pH 9,0 (Target Retrieval 

Solution S2367, Dako Products®, Glostrup, Dinamarca), em fervura, por 15 minutos 

na panela de pressão elétrica. O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado com 

imersão das lâminas em peróxido de hidrogênio 3,5% em temperatura ambiente por 

10 minutos, seguido pela imersão em tampão fosfato-salino (PBS – pH 7,4). Todos os 

cortes foram cobertos com o anticorpo primário conforme a tabela 3, em ambiente 

com umidade constante a 4°C por 16 horas. Após esse período, foi realizada a 

detecção com o kit LSAB® (Dako Products®, Glostrup, Dinamarca). O complexo 

antígeno anticorpo foi revelado utilizando 3,3’ – diaminobenzidina (DAB) (Dako 

Products®, Glostrup, Dinamarca) e os cortes foram contra corados com hematoxilina 

de Carazzi. As lâminas foram então lavadas em água corrente, lavadas em água 

amoniacal por 30 segundos, lavadas em água corrente, diafanizadas, desidratadas e 

montadas. As amostras foram examinadas em microscópio óptico (DM500, Leica 
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Microsystems®, Wetzlar, Alemanha) adaptado a uma câmera de alta resolução (ICC50, 

Leica Microsystems®, Heerbrugg, Alemanha). De cada imagem foi realizada uma 

sequência de fotos nos tamanhos de 5x a 1000x, sendo selecionadas foto de maior 

aumento, como 400x e 1000x.  

 

TABELA 3. Relação dos anticorpos primários e secundários utilizados para técnica de imunohistoquímica 

dos diferentes grupos 

Anticorpos 

primários 
Fabricante Diluição Recuperação Bloqueio  

Anticorpo 

secundário 
Cromógeno 

Anti-ERα - 
mouse 

monoclonal 

Santa Cruz 
Biotechnology, 

Inc. Europe 
1:200 

S2367 (DAKO) 
pH 9 

0,5% H2O2  
10 minutos 

IgG2a DAB líquido 

Anti-ERβ - 
mouse 

monoclonal 

Santa Cruz 
Biotechnology, 

Inc. Europe 
1:200 

S2367 (DAKO) 
pH 9 

0,5% H2O2 

10 minutos 
IgG2a DAB líquido 

 

 

3.9 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA - PCR EM TEMPO REAL QUANTITATIVO 

Para quantificar a expressão gênica de ESR1 e ESR2 diferencialmente expressos 

entre os grupos OVX e SHAM, os espécimes (constituídos pela região odontogênica 

individualizada) foram mantidos em RNAlater (Life Technologies Corporation – 

Carlsbad®, Canadá, EUA) e congelados a -80ºC até o dia do processamento. Para 

tanto, foi utilizado o kit mirVana™ miRNA Isolation (Thermo Fischer Scientific, 

Carlsbad, EUA), e seguido o protocolo do fabricante, onde durante todo o 

procedimento de extração foi utilizada a solução RNaseZap® (Thermo Fischer 

Scientific, Carlsbad, EUA) para descontaminação de todos os materiais utilizados, 

assim como da bancada. Este procedimento foi adotado para a obtenção de um 

ambiente livre de RNAses que poderiam levar à degradação dos produtos de extração. 

Os espécimes foram descongelados e pesados de forma a garantir que a quantidade 

de tecido submetida à extração não estivesse fora dos limites determinados pelo kit 

(0,5 – 250 mg). Após pesagem, as amostras foram acondicionadas em tubos do tipo 

Falcon de 50 mL devidamente identificados e a elas foram adicionados o tampão de 

lise proveniente do kit Lysis/Binding Buffer for DynabeadsTM (Thermo Fischer Scientific, 

Carlsbad, EUA) seguindo a regra de 1mL para cada 100 mg de tecido. Os tubos foram 

armazenados em gelo enquanto as amostras foram homogeneizadas individualmente 

com o auxílio de um homogeneizador de tecidos (BioSpec Products®, Bartlesville, 

Alemanha).  
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Os espécimes então foram processados utilizando colunas filtrantes e tubos 

coletores fornecidos com o kit para completar o isolamento do RNA total, sendo 

submetidas a centrifugação e lavagem com as soluções conforme instruções do 

fabricante, sendo a última etapa constituída pela eluição dos ácidos nucleicos retidos 

na coluna utilizando 100 µL da solução de eluição - Elution Solution® (Thermo Fischer 

Scientific, Carlsbad, EUA) aquecida a 100ºC. Ao final do processo, os tubos foram 

armazenados em freezer a -20º C para posterior análises. 

Para realização da análise de pureza e quantificação de RNA total, as amostras 

de RNA total foram retiradas do freezer e deixadas brevemente sobre a bancada para 

descongelar. A quantificação por densidade óptica foi realizada em espectrofotômetro 

NanoDrop™One (Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts, EUA) utilizando-se 1 µL 

do produto da extração. A concentração de RNA foi determinada a partir de análise de 

absorbância a 260 nm e, com base nas leituras a 280 nm, a qualidade da amostra foi 

avaliada usando a razão A260/A280, com valores dessa razão próximos a 2,0 sendo 

considerados como indicativos de alta pureza.  

Após a extração do RNA, o DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando 

1μg de RNA total e o kit High Capacity (Applied Biosystems®, Foster City, EUA). As 

reações então foram submetidas ao sistema de PCR em tempo real StepOnePlus™ 

Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts, EUA) para 

programa de termociclagem recomendado pelo fabricante do kit de transcrição reversa 

utilizado. O programa consistia de uma etapa a 25º C por 10 minutos, seguido por 

uma etapa a 37º C por 120 minutos, outra etapa a 85º C por 5 minutos sendo então 

finalizado a 4º C por 5 minutos. Ao término deste processo, os espécimes estavam 

prontos para serem submetidas ao processo de quantificação por PCR em tempo real 

ou poderiam ser armazenadas em freezer a -20º C ou -80º C dependendo do tempo 

de armazenagem necessário. 

O produto resultante do PCR (cDNA) foi utilizado para o ensaio de quantificação 

por PCR em tempo real (qPCR). Para tanto, realizou-se a adição do reagente TaqMan™ 

Fast Universal PCR Master Mix (2X), no AmpErase™ UNG (Thermo Fischer Scientific, 

Carlsbad, EUA), sendo as reações para quantificação preparadas seguindo orientações 

do fabricante. As condições de reação de RT-PCR para cada gene de interesse foram 

otimizadas com relação à concentração de primers e eficiência da amplificação do gene 
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alvo. Após inserção no equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo 

Fisher Scientific®, Massachusetts, EUA), foi selecionado o programa de termociclagem 

“Quantitative (comparative ∆∆Ct)”, que consiste em um estágio inicial para 

aquecimento das reações até 95º C por 20 segundos seguido por um estágio composto 

por 40 ciclos em que as amostras foram aquecidas a 95º C por 1 segundo e depois 

levadas a 60º C por 20 segundos para que houvesse a extensão da nova cadeia de 

DNA, liberação das sondas fluorescentes presentes nos ensaios e leitura desses sinais 

pelo aparelho, delineando a construção da curva de sinal em relação ao número de 

ciclos completados.  

Obtidos os gráficos, foi possível determinar o valor de Cycle Threshold (Ct); 

visto que as amostras foram realizadas em duplicatas, primeiramente realizou-se 

média aritmética entre os CTs de cada amostra, e, do CT médio obtido de cada amostra, 

foi subtraído o CT médio dos diferentes controles endógenos utilizados (ACTB e 

GAPDH), caracterizando o primeiro ∆ do método utilizado. 

Na sequência, as amostras do grupo SHAM foram selecionadas como “controle” 

(calibradores do experimento), ou seja, essas amostras serviram como base de 

comparação para os níveis de expressão e caracterização dos resultados. Em outras 

palavras, de cada ∆CT obtido para as amostras foi subtraído o ∆CT médio do grupo 

SHAM, configurando então o ∆∆CT. Esse valor foi então aplicado em uma exponencial 

do tipo 2-∆∆Ct para que fosse enfim, obtido o valor de fold change, isto é, a quantidade 

de vezes que caracteriza a diferença de expressão encontrada nas amostras. 

 

3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Os dados foram analisados estatisticamente usando os softwares SPSS 24.0 

(IBM SPSS Statistics®, New York, EUA) e GraphPad Prism 7.04 (GraphPad Software®, 

La Jolla, EUA), considerando uma significância de 5% (erro tipo I). A normalidade foi 

testada usando o teste de Shapiro-Wilk e análise de Quantile-Quantile plot (QQ-plot). 

O teste de Levene foi aplicado para testar a homogeneidade de variâncias. Os dados 

referentes a taxa de erupção, peso corporal, peso do útero e expressão gênica de 

ERS1 e ERS2, seguiram uma distribuição normal e possuem homogeneidade de 

variâncias. Um modelo linear geral de medidas repetidas e um fator foi usado como 

método para Análise de Variância (ANOVA) para testar a interação entre o fator tempo 
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e o fator tipo de tratamento. A equivalência de matrizes de covariância foi testada pelo 

teste M de Box. O resultado significativo no teste de esfericidade de Mauchley 

demonstrou a necessidade de uma correção estatística (correção de Huynh-Feldt). O 

ajuste de Bonferron foi aplicado para comparações múltiplas. O teste t de Student foi 

utilizado para a comparação das médias entre os grupos OVX e SHAM.   
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4 RESULTADOS 

 

 4.1 INFLUÊNCIA DA DEFICIÊNCIA DE ESTRÓGENO NO PESO CORPORAL  

Durante o período de experimento, foi possível observar nos dois grupos o 

aumento de peso corporal gradual até o dia da eutanásia (Gráfico 1).  Além disso, o 

ganho de peso corporal demonstrou-se superior no grupo OVX quando comparado 

com o grupo SHAM (p=0,002) (Tabela 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TABELA 4. Estatística descritiva e inferencial do peso corporal nos grupos OVX e SHAM  

Condição do 

Animal 

Grupos 

p-valor OVX SHAM 

Mín.- máx. Média (DP) Mín.- máx. Média (DP) 

Peso corporal 0,54 – 169,4 132,60 (12,06) 0,53 – 140,3 121,5 (10.91) 0,002 

Nota: DP significa desvio padrão.  

 

  4.2 INFLUÊNCIA DA DEFICIÊNCIA DE ESTRÓGENO NA TAXA DE ERUPÇÃO 

DENTÁRIA  

Os dados referentes a mensurações de D2 e D4, tanto nas condições de hipo- 

quanto hiperfunção, apresentaram-se com alto índice de fratura no terço incisal (59% 

GRÁFICO 1. Influência do modelo experimental (OVX e SHAM) no 

peso corporal em função do tempo  
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no grupo OVX e 53% no grupo SHAM), inviabilizando a avaliação da taxa de erupção 

nestes pontos referenciais.  

Quanto aos dados referentes a mensurações de D1 e D3, nota-se que no grupo 

OVX em condições de hipofunção (D1) há uma ligeira diminuição da taxa de erupção 

dentária em relação ao grupo SHAM entre os dias 17 e 21 (Gráfico 2a). Em condição 

de hiperfunção (D3), é possível observar que a taxa de erupção dentária no grupo OVX 

demonstra uma ligeira redução entre os dias 14 e 19 quando comparada com o grupo 

SHAM (Gráfico 2b). 

 

 

 

Quando as médias finais da taxa de erupção são comparadas, em condição de  

hipofunção (D1), não há diferença estatística significativa entre os grupos (p=0,09) 

(Gráfico 3a). Por outro lado, quando se compara os grupos em condição de 

hiperfunção (D3), o grupo OVX demonstrou taxa de erupção diminuída em relação ao 

grupo SHAM, (p= 0,03) (Gráfico 3b).  

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 2. Influência do modelo experimental (OVX e SHAM) na taxa de erupção dentária em função 

do tempo 

 

Legenda: a. Dentes em condição de hipofunção. b. Dentes em condição de hiperfunção 
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A interação entre os fatores tempo experimental e grupo teste foi testada por 

meio da ANOVA (Análise de Variância) (Tabela 2). Os resultados demonstraram que 

há um efeito significativo do tempo nas medidas de taxa de erupção. Entretanto, 

quando o fator grupo experimental é incluído na inferência, observa-se que não há 

uma interação entre os valores de matrizes da taxa de erupção. 

 

TABELA 5. Interação entre o fator grupo experimental (OVX e SHAM) e a variável tempo: Análise de 

variância para um fator e medidas repetidas. 

 p-value ηp² 

Efeitos Principais 
Tempo 0,000 (1.00) 0,262 

Grupo Experimental 0,004 (0.85) 0,209 

Interações Tempo x Grupo Experimental 0,459 (0.33) 0,025 

Box’ M: p-valor 0,547 

 

  4.3 INFLUÊNCIA DA DEFICIÊNCIA DE ESTRÓGENO NA ATROFIA UTERINA 

 Após eutanásia, foi possível observar que o grupo OVX apresentou significativa 

atrofia uterina quando comparado ao grupo SHAM (p≤ 0,0001) (Gráfico 4).   

 

 

 

 

GRÁFICO 3. Influência do modelo experimental (OVX e SHAM) na taxa de erupção dentária 

 

 

 

Legenda: a. Dentes em condição de hipofunção. b. Dentes em condição de hiperfunção. 
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 4.4 AVALIAÇÃO MICROSCÓPICA DA REGIÃO ODONTOGÊNICA 

 4.4.1 HISTOLOGIA DA REGIÃO ODONTOGÊNICA  

 Em um corte transversal da região odontogênica do incisivo inferior, em sua 

porção média, é possível observar o estágio de campânula da odontogênese. Este 

estágio é marcado pela histodiferenciação de um conjunto de células epiteliais 

semelhantes em componentes distintos morfo- e funcionalmente (Figura 10).  

 Em um corte longitudinal da região odontogênica, é possível observar a 

diferenciação de ameloblastos (a partir do epitélio interno) e odontoblastos (a partir 

das células da papila dentária adjacentes ao epitélio interno). Esta diferenciação inicia-

se na ponta de cúspides e/ou bordas incisais e progride em direção a alça cervical 

(Figura 11).  

 Em cortes subsequentes, é possível observar a conformação da porção final da 

região odontogênica. Nota-se deposição completa de esmalte e dentina, assim como 

a formação de cemento. Em dentes com erupção contínua, esse estágio corresponde 

ao estágio de formação radicular (Figura 12).  
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GRÁFICO 4. Influência do modelo experimental (OVX e SHAM) no 

peso do útero (em gramas) 
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Legenda: a. Porção média da região odontogênica do incisivo inferior correspondente ao estágio de 

campânula da odontogênese. A região em destaque é chamada de alça cervical. b. Em uma visão 
ampliada da alça cervical, pode-se observar os epitélios, externo e interno do órgão dentário (EE e EI, 

respectivamente). O EE e o EI do órgão dentário se unem e circundam o retículo estrelado (setas em 

vermelho). O EE assume característica cuboide. O EI adquire forma cilíndrica baixa, caracterizado pelo 
alto conteúdo de glicogênio. A papila dentária (PD) e folículo dentário (FD) também são evidentes. As 

células da papila dentária apresentam-se como células mesenquimais indiferenciadas. Ao longo da alça 
cervical é possível observar a redução do retículo estrelado (setas em azul), que darão início à formação 

de esmalte dentário.  

  

 

 

 

FIGURA 10. Fotomicrografia da porção média da região odontogênica do incisivo inferior de roedores 

após tratamento com coloração de hematoxilina e eosina – corte transversal 
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FIGURA 11. Fotomicrografia da região odontogênica do incisivo inferior de roedores após tratamento 

com coloração de hematoxilina e eosina – corte longitudinal 

Legenda: a. Histodiferenciação ao 

longo da alça cervical. b. Em uma 

visão mais ampliada da alça 

cervical, pode-se observar a união 

dos epitélios, interno e externo (EI 

e EE, respectivamente), retículo 

estrelado (seta em vermelho) e 

papila dentária (PD). Entre o EI e 

RE forma-se o estrato 

intermediário que participará da 

formação do esmalte de dentário. 

As células do EI, até então, 

cilíndricas e baixas, tornam-se 

altas com inversão de polaridade. 

Estas células transformam-se em 

pré-ameloblastos (PA). Sob 

influência dos PAs, as células 

mesenquimais da periferia da PD 

interrompem sua divisão e logo se 

diferenciarão em odontoblastos 

(setas em azul).  

c. Observa-se que os pré-

odontoblastos diferenciaram-se em 

odontoblastos (OB). Após a 

deposição de dentina (dentina do 

manto) (setas em vermelho), os 

pré-ameloblastos completarão sua 

diferenciação em ameloblastos 

(AM) e há formação inicial de 

esmalte (setas em azul). Pode-se 

observar duas ou três camadas de 

células pavimentosas que 

constituem o estrato intermediário 

(Ei), que participará da formação 

do esmalte. 
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Legenda: a. Porção final da região odontogênica do incisivo inferior correspondente ao estágio de 

formação radicular. As regiões em destaque estão ampliadas na figura 13b (face lingual do incisivo 
inferior) e figura 13c (face mesio-vestibular do incisivo inferior). Em b, nota-se a presença de ligamento 

periodontal (LP), cemento acelular (CA), odontoblastos (OB) e papila dentária (PD). O LP ancora os 
incisivos ao osso circundante na face lingual. As setas em vermelho indicam as fibras de Sharpey. Em c, 

nota-se a presença de pré-dentina (PD), dentina (D), esmalte (E), ameloblastos (AM) e estrato 

intermediário (Ei) envolvido pelo folículo dentário (FD).  

FIGURA 12. Fotomicrografia da porção final da região odontogênica do incisivo inferior de roedores 

após tratamento com coloração de hematoxilina e eosina – corte transversal 
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 4.4.2 INFLUÊNCIA DA DEFICIÊNCIA DE ESTRÓGENO NA IMUNOEXPRESSÃO DOS 

RECEPTORES DE ESTRÓGENO (ERα e ERβ) NA REGIÃO ODONTOGÊNICA 

O ERα pode ser descritos com imunoexpressão nuclear. Em um corte 

longitudinal da região odontogênica, nota-se que a região de alça cervical não 

apresentou imunoexpressão em ambos os grupos (OVX e SHAM) (Figura 13a e b). Já 

a região de ameloblastos, de ambos os grupos (OVX e SHAM), demonstrou 

imunoexpressão de ERα (Figura 13c e d). A região constituída pelos tecidos de 

sustentação também não demonstrou imunoexpressão nuclear de ERα em ambos os 

grupos (OVX e SHAM) (Figura 13e e f). 

O ERβ pode ser descritos com imunoexpressão nuclear e citoplasmática. Em um 

corte longitudinal da região odontogênica, nota-se imunoexpressão em células da 

papila dentária no grupo OVX (Figura 14a e b). A região contendo os ameloblastos não 

demonstrou imunoexpressão para o ERβ em nenhum dos grupos (OVX e SHAM) 

(Figura 14c e d). A região constituída pelos tecidos de sustentação, a imunoexpressão 

de ERβ demonstrou-se presente em cementoblastos de ambos os grupos (OVX e 

SHAM) e ligamento periodontal no grupo OVX (Figura 14e e f). 
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FIGURA 13. Fotomicrografia da porção referente a alça cervical da região odontogênica (a e b); região 

de ameloblastos (c e d) e região dos tecidos de sustentação (e e f) após a realização da técnica de 

imunohistoquímica para ERα 

Legenda: As figuras a e b, correspondentes a região de alça cervical do incisivo inferior, não 

demonstraram presença de imunoexpressão para ERα. Já nas figuras c e d, há imunoexpressão para 

ERα em ambos os grupos, indicados pelas setas em vermelho. Nas figuras e e f, correspondente aos 

tecidos de suporte, também não houve imunoexpressão de ERα.  

Papila dentária (PD), folículo dentário (FD), ameloblastos (AM), esmalte (E), ligamento periodontal (LP), 

cemento acelular (CA), odontoblastos (OB). 
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FIGURA 14. Fotomicrografia da porção referente a alça cervical da região odontogênica (a e b); região 

de ameloblastos (c e d) e região dos tecidos de sustentação (e e f) após a realização da técnica de 

imunohistoquímica para ERβ 

Legenda: As figuras a e b, correspondentes a região da alça cervical do incisivo inferior. Em a, não 

houve presença de imunoexpressão para ERβ no grupo SHAM. Já em b, as células da papila dentária 

demonstram imunoexpressão de ERβ (setas em vermelho). Nas figuras c e d, não houve 

imunoexpressão para ERβ em ambos os grupos. Já nas figuras e e f, correspondente aos tecidos de 

suporte, houve imunoexpressão de ERβ em ambos os grupos. As setas em vermelho indicam a 

imunoexpressão em cementoblastos. As setas em azul indicam a imunoexpressão em ligamento 

periodontal. Papila dentária (PD), folículo dentário (FD), ameloblastos (AM), esmalte (E), ligamento 

periodontal (LP), cemento acelular (CA), odontoblastos (OB). 
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 4.5 INFLUÊNCIA DA DEFICIÊNCIA DE ESTRÓGENO NA EXPRESSÃO GÊNICA DE ESR1 

E ESR2 NA REGIÃO ODONTOGÊNICA 

 Pode-se observar que a expressão gênica ESR1 de estrógeno não diferiu na 

comparação entre os grupos OVX e SHAM (p=0.33) (Gráfico 5a). Entretanto, a 

expressão gênica ESR2 foi significativamente menor no grupo SHAM (p=0.05) (Gráfico 

5b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 5. Influência do modelo experimental (OVX e SHAM) na expressão relativa de RNAm (ESR1 

e ESR2) na região odontogênica 

Legenda: a. Expressão gênica de ESR1 na região odontogênica. b. Expressão gênica de ESR2 na 
região odontogênica 
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5 DISCUSSÃO 

 

5.1 DESENHO DO ESTUDO E TAMANHO AMOSTRAL 

A erupção dentária tipicamente associada ao desenvolvimento craniofacial, 

embora de demasiada importância para o aparelho estomatognático, ainda não está 

complemente compreendida. De forma pragmática, a compreensão dos mecanismos 

envolvidos nesse fenômeno tem grande relevância clínica quando se considera que há 

uma influência multifatorial tanto no processo de erupção dentária (Almonaitiene et 

al., 2010; Chandna et al., 2011; Chen et al., 2016; Verma et al., 2017; Vucci et al., 

2017; Jain e Rathee, 2019; Tokavanich et al., 2019), quanto nos vários mecanismos 

que a deficiência de estrógeno pode desempenhar (Kabir et al., 2015; Liu et al., 2015; 

Cui et al., 2016; Almeida et al., 2017; Chin, 2018; Christ et al., 2018; Sukocheva et al., 

2018; Ahiko et al., 2019). Portanto, mediante situações fisiológicas ou patológicas 

atribuídas ao corpo humano, pode-se ter uma resposta na região odontogênica que 

consequentemente poderão ocasionar desvios significativos no curso da erupção 

dentária.   

Nessa pesquisa, o modelo experimental murino foi adotado devido a erupção 

contínua de incisivos superiores e inferiores, a similaridade com a região odontogênica 

humana e aplicabilidade de um modelo in vivo de deficiência de estrógeno (Thompson 

et al., 1995; Weitzmann e Pacific, 2006; Merzel e Novaes, 2006).  A erupção contínua 

dos incisivos possui capacidade regenerativa, sendo considerado o melhor modelo para 

replicações de fenômenos associados a taxa de erupção dentária. Além disso, a porção 

inicial da região odontogênica, apresenta similaridade com os estágios de capuz e 

campânula da odontogênese humana (Thompson et al., 1995; Merzel e Novaes, 2006). 

Deste modo, é possível identificar alterações na erupção dentária durante toda vida 

do animal. É válido ressaltar que o fenômeno de erupção contínua ocorre apenas em 

incisivos, diferentemente dos outros dentes da arcada dentária que seguem curso 

normal (Treuting, Dintzis, Montine, 2018).  

O modelo de roedores destinados a esta pesquisa foi realizado com ratas 

heterogêneas da linhagem Wistar Hannover. Essa linhagem foi selecionada pois 

permite uma maior reprodutibilidade do desenvolvimento humano em razão de mais 

de 90% de seu genoma poder ser dividido em regiões correspondentes ao dos 
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humanos (Waterston et al., 2002). Desta forma, foi possível demonstrar resultados 

próximos ao desenvolvimento humano, tanto em níveis sistêmicos e quanto 

comportamentais. Corroborando com a escolha dos animais heterogêneos, diversos 

estudos relacionados a taxa de erupção dentária, também denotam essa 

particularidade (Shimada et al., 2005; Drevensek et al., 2009; Gomes et al., 2013; 

Araújo et al., 2014; Silva et al., 2016).  

Existem diversos modelos para desencadear a deficiência de estrógeno, dentre 

os mais utilizados podemos citar o uso de animais geneticamente modificados (Polur 

et al., 2015; Hewitt et al., 2016), o uso de antagonistas de ERs (Márquez-Hernández 

et al., 2011b; Steffens et al., 2018) e a cirurgia de ovariectomia (Lorimier, 1972; Macari 

et al., 2015). Os animais geneticamente modificados, apesar de serem muito utilizados 

para investigação experimental de ações relacionadas a erradicação do estrógeno, não 

explicariam a influência da deficiência de estrógeno e seus receptores, uma vez que 

(Davey et al., 2004; McCauley, Tözüm, Rosol, 2002) estes animais apresentariam 

fenótipos mais graves da deficiência/ausência de estrógeno nos tecidos. Já o uso de 

antagonistas de ERs poderiam remeter processos farmacocinéticos e 

farmacodinâmicos ocasionando vieses quando na análise dos resultados (Ferreira et 

al., 2011; Kabir et al., 2015; Kiyama e Wada-Kiyama, 2015; Almeida et al., 2017; Dabre 

et al., 2017). Portanto, no presente trabalho, a deficiência de estrógeno foi realizada 

experimentalmente pela cirurgia de ovariectomia (Weitzmann e Pacifici, 2006). O 

modelo se destacar pois a deficiência hormonal em ratas assemelha-se aos padrões 

de alterações apreciados em humanos sob essa mesma condição (Blanchard et al., 

1991; Frost e Jee, 1992; Gevers et al., 1995; Thompson et al., 1995; van der Eerden 

et al., 2002a). A ovariectomia provoca a deficiência semelhante à menopausa, 

estimulando a reabsorção óssea por meio de células osteoclásticas (Weitzman e 

Pacifici, 2006) e do aumento de vida útil dessas células (Thompson et al., 1995; Krum 

et al., 2008; Martin-Millan et al., 2010), induzindo a osteopenia.  

Em relação ao período escolhido para o procedimento de ovariectomia, optou-

se por iniciar a experimentação aos 25 dias de vida pós-uterina, correspondente ao 

período pré-puberal de ratas Wistar Hannouver (Ojeda et al., 1976; Treuting, Dintziz, 

Montine, 2018). Essa estratégia objetivou a mimetização dos níveis de estrógenos 

circulantes no corpo do animal antes de sua maior descarga hormonal e consequente 
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maturação sexual. Seguiu-se a proposição que a taxa de erupção dentária poderia 

estar alterada quando houvesse grandes descargas hormonais, como nos resultados 

de estudos prévios realizados no modelo humano (Filipsson, Lindsten, Almqvist, 1965; 

Roberts et al., 1986; Midtbo e Halse, 1992; Hass et al., 2001; Ahiko et al., 2019).  

Para acompanhar da redução dos níveis séricos de estrógeno durante o período 

experimental, o aumento do peso corporal foi registrado. Nossos resultados 

demostraram um ganho de peso corporal gradualmente maior no grupo OVX quando 

comparado ao grupo SHAM. Fundamentam esse resultado, estudos prévios que 

também acompanharam o animal por um período maior de tempo e demonstraram 

diferença significativa no peso corporal (Ochi et al., 2014; Wayama et al., 2015; Cui et 

al., 2016; Darbre et al., 2017). Os animais ovariectomizados desenvolvem hiperfagia e 

diminuição de gasto de energia, o que resulta em obesidade e resistência à insulina 

(Rogers et al., 2009; Zhu et al., 2013; Darbre et al., 2017). No entanto, enfatiza-se 

que o controle do peso corporal não é suficiente para validar a deficiência de 

estrógeno. Então, logo a após a eutanásia, foi realizado uma autópsia para comprovar 

a atrofia uterina (Ochi et al., 2014; Wayama et al., 2015; Cui et al., 2016; Romualdo 

et al., 2018).  

Em alguns artigos relacionados a eficiência da cirurgia de ovariectomia, as 

concentrações plasmáticas de estrógeno também foram avaliadas. No entanto, existe 

uma variação hormonal constante em cada ciclo reprodutivo do animal, assim seria 

difícil estabelecer um parâmetro a ser seguido (Treuting, Dintziz, Montine, 2018). A 

efetividade da ovariectomia também pode ser realizada pela diminuição da densidade 

mineral (BMD), utilizando microtomografia computadorizada (microCT). Neste trabalho 

a complementação por essa metodologia foi excluída uma vez que o efeito da 

deficiência de estrógeno avaliada por meio da MicroCT depende do tipo de osso 

avaliado. Em ossos longos as alterações da microarquitetura trabecular foram 

observadas após 12 semanas do procedimento cirúrgico (Liu et al., 2015; Hao et al., 

2016). Em contrapartida no osso subcondral da articulação temporomandibular foi 

possível observar alterações após 10 semanas do procedimento (Chen et al., 2014). 

Deste modo, embora os efeitos da diminuição dos níveis endógenos de estrógeno 

possam afetar a microarquitetura e a densidade mineral dos ossos maxilares e 

mandibulares, os resultados ainda são inconsistentes.   
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A avaliação da taxa de erupção dentária foi realizada por meio do registro de 

imagem pelo estereomicroscópio óptico associado a câmera acoplada ao dispositivo e 

posterior análise por software. A literatura descreve vários métodos para avaliação 

quantitativa da taxa de erupção dentária. Alguns autores utilizam metodologia mais 

simples como análise direta com paquímetro (Lorimier 1972), análise direta com 

microscópio óptico e paquímetro digital (Gerlach et al., 2000; Sassaki et al., 2003; 

Omar et al., 2018) e registro de imagem com microscópio óptico e câmera acoplada 

ao dispositivo (Lee et al., 2002). Outros autores, utilizam tecnologia mais sofisticada, 

como os dispositivos eletrônicos conectados a um voltímetro digital. No entanto, esses 

equipamentos possuem alto custo e necessitam de procedimentos cirúrgicos para 

serem instalados (Shimada et al., 2006). Em um estudo comparativo de métodos de 

avaliação de taxa de erupção sob condição de visão direta e registro de imagem, foi 

possível demostrar que não houve diferença significativa entre as metodologias 

utilizadas. Contudo, as aferições por método direto podem ser influenciadas pela 

memória do operador, diminuindo a confiabilidade de resultados (Lee et al. 2002).  

Os incisivos inferiores foram selecionados devido a capacidade de erupção mais 

acelerada quando comparados aos incisivos superiores (Matěna, 1972; Treuting, 

Dintziz, Montine, 2018). Além disso, houve uma melhor relação de paralelismo da 

coroa clínica em relação a lente do estereomicroscópio (Treuting, Dintziz, Montine, 

2018). Posteriormente, procedeu-se a padronização e ajuste incisal, criando as 

condições de hipo- e hiperfunção (Gerlach et al., 2000; Gerlach et al., 2002; Lee et al., 

2002; Gomes et al., 2013; Omar et al., 2018). Diversos autores, relatam que o 

encurtamento ou ajuste do bordo incisal do incisivo, pode remeter um aumento 

acentuado na taxa de erupção e replicar alterações sistêmicas mínimas associadas a 

taxa de erupção dentária (Bryer 1957; Gerlach et al., 2000; Lee et al., 2002). Contudo, 

cabe ressaltar que não foram encontrados resultados significativos nos dentes em 

condição de hipofunção. Isso pode ser justificado pelas alterações da região 

odontogênica na deficiência de estrógeno que serão discutidas posteriormente, ou pela 

incompatibilidade de metodologia empregada. Segundo alguns autores, a delimitação 

do ponto P no incisivo em condição de hipofunção pode inviabilizar resultados, tendo 

em vista que a gengiva pode torna-se hiperplásica e friável quando o incisivo é 

encurtado regularmente. Isso faz com que haja deslocamento do parâmetro principal 
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(Aladdin e Burn-Murdoch, 1985b; Gerlach et al., 2000; Lee et al., 2002), podendo 

propagar resultados falsos-positivos. 

  

5.2 REGIÃO ODONTOGÊNICA DE DENTES COM CRESCIMENTO CONTÍNUO – 

INCISIVOS INFERIORES DO MODELO MURINO  

A região odontogênica de dentes com erupção contínua apresenta um grau 

elevado de metabolismo, proliferação e diferenciação (Wise et al., 2002; Oshima et al., 

2005; Wise, 2009; Zhou et al., 2019). Esses dentes que se desenvolvem 

continuamente durante toda a vida do animal, dependem das células-tronco epiteliais 

e mesenquimais para manter a sua capacidade regenerativa (Treuting, Dnitzis, 

Montine, 2018). Sendo assim, sugere-se que o grau de responsividade da região 

odontogênica frente a agentes internos e/ou externos esteja diretamente relacionado 

a taxa de erupção dentária contínua. Diante disso, propôs-se a identificação das 

estruturas que compõem a região odontogênica e a análise de receptores que 

corroborassem ativamente com a deficiência de estrógeno.  Em termos práticos, esse 

a identificação de estruturas no modelo animal pode fornecer informações valiosas ao 

estudo dos mecanismos associados a erupção e desenvolvimento dentário.  

Os dentes com erupção contínua nos permitem correlacioná-los com a 

odontogênese em humanos (Merzel e Novaes, 2006; Treuting, Dnitzis, Montine, 2018). 

Esses dentes retratam estágios iniciais da odontogênese, mais especificamente, 

estágios de capuz e campânula, independentemente da idade do animal (Treuting, 

Dnitzis, Montine, 2018). Além disso, o modelo murino nos permite também aproximar 

os estágios posteriores da odontogênese, como a formação radicular. Os dentes com 

erupção contínua são cobertos por esmalte somente na face vestibular. A face lingual 

é coberta por cemento e ligamento periodontal (Treuting, Dnitzis, Montine, 2018). 

Assim, em um corte transversal da porção final da região odontogênica por exemplo, 

todas as estruturas que compõem a odontogênese se fazem presentes (Matěna, 

1972). Em nosso trabalho, propôs-se realizar cortes histológicos em diversos 

seguimentos da região odontogênica com objetivo de identificar tecidos e 

posteriormente, simplificar a análise imunohistoquímica dos ERs. Além disso, a região 

odontogênica também foi isolada para análise da expressão gênica de ESR1 e ESR2, 
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realizada por meio da técnica de PCR em tempo real quantitativo, com o intuito de 

sugerir as reais possibilidades de atuação desse hormônio.  

Os cortes foram realizados ao longo da região odontogênica e em sentido 

transversal. Foram utilizadas as porções, média e final, da região odontogênica. A 

região inicial corresponde ao estágio de capuz, onde o evento mais evidente é a 

proliferação celular, que proporciona o aumento do número de células tato do epitélio 

(que está invaginando) quanto do ectomesênquima (que se condensa abaixo do 

epitélio). A partir da porção média, que corresponde a fase de campânula, inicia-se a 

morfogênese e a histodiferenciação. Assim, um conjunto de células epiteliais 

semelhantes torna-se um componente distinto morfo- e funcionalmente (Nanci, 2014). 

A morfogênese e a histodiferenciação iniciam a formação do retículo estrelado, epitélio 

dentário externo e interno e, estrato intermediário. A união dos epitélios dentários, 

externo e interno dão origem a alça cervical. Diversos autores relatam que a alça 

cervical localizada no “ápice radicular” contém células-tronco e/ou progenitoras (Nanci, 

2014). As células mesenquimais indiferenciadas da papila aumentam rapidamente de 

tamanho e basicamente, diferenciam-se em odontoblastos. Conforme a evolução da 

dentinogênese, as células do epitélio dentário interno concluem a diferenciação, 

assumem função secretora e produzem matriz orgânica em contato com a superfície 

de dentina recém-formada e, quase instantaneamente, a matriz orgânica é 

mineralizada formando o esmalte (Nanci, 2014).  

A fase seguinte, formação radicular, também é proveniente da proliferação dos 

epitélios, interno e externo, da alça cervical. A partir desse estágio, a erupção dentária 

é iniciada no sentido axial em humanos (Nanci, 2014). A alça cervical sofrerá uma 

diferenciação em diafragma epitelial e a bainha epitelial de Hertwig, quase 

imperceptível no modelo murino (Treuting, Dnitzis, Montine, 2018). O diafragma 

epitelial corresponde a porção final do encontro entre epitélio interno e externo; já a 

bainha epitelial de Hertwig é uma estrutura mais complexa e que será responsável por 

guiar o desenvolvimento dos tecidos de sustentação: cemento, ligamento periodontal 

e osso alveolar (Nanci, 2014). Todas as estruturas supracitadas foram recapituladas 

perante a interação nas teorias da erupção dentária (Jain e Rathee, 2019). Assim, 

sugere-se os receptores de estrógeno possam estar localizados nessas estruturas, e 

possam colaborar com desvios significativos na taxa de erupção dentária.  
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   5.3 TAXA DE ERUPÇÃO DENTÁRIA E A DEFICIÊNCIA DE ESTRÓGENO  

Ao final de três semanas, a média das diferenças entre os grupos OVX e SHAM 

foram comparadas. Em condição de hipofunção não foram obtidos resultados 

estatisticamente significativos entre os grupos. No entanto, quando analisado os dados 

referentes as condições de hiperfunção, o grupo OVX demonstrou uma taxa de 

erupção dentária diminuída em relação ao grupo SHAM.  

Atualmente, é sabido que a influência multifatorial prejudica a compreensão e 

discussão dos diversos fatores envolvidos no processo de erupção dentária. A título de 

exemplo, podemos destacar os resultados obtidos nesta pesquisa nos dentes 

submetidos a condição hipofunção. Há um respaldo abundante na literatura quanto a 

erupção dentária acelerada em dentes em condição de hipofunção, de acordo com o 

estágio de odontogênese em que se encontre (Almonaitiene et al., 2010; Verma et al., 

2017; Jain e Rathee, 2019). Isto é, independente de estudos em humanos ou animais, 

caso haja perda do dente, ocasionado uma condição de hipofunção, depois que o 

sucessor já tenha iniciado o processo, haverá uma aceleração. Se essa perda ocorrer 

antes que o sucessor entre na fase pré-eruptiva haverá um atraso. Ademais, o 

processo de erupção dentária em condição de hipofunção foi descrito com uma 

velocidade de duas a três vezes maior que dentes em condição de hiperfunção (Bryer 

1957; Gerlach et al., 2000; Lee et al., 2002). Porém, quando os incisivos são 

submetidos a uma condição de hipofunção, juntamente com a deficiência de 

estrógeno, supõem-se que haja uma diminuição da proliferação celular, que poderá 

ocasionar desvios significativos na taxa de erupção, pela formação de estruturas 

deficientes relacionadas ao processo (Gomes et al., 2013). 

A deficiência de estrógeno pode ser descrita e associada com a densidade 

mineral óssea e estrutura de ligamento periodontal (Liu et al., 2015; E, 2016; Lu et 

al., 2016; Wang, McCauley 2016; Alhodhodi et al., 2017; Ahiko et al., 2019). A 

porosidade significativa causada pela alta atividade de osteoclastos ao longo do eixo 

do dente resulta em uma estrutura óssea friável, bem como, desorganização das fibras 

colágenas do ligamento periodontal (Zhang et al., 2011; Liu et al., 2015; 

Manokawinchoke et al., 2016). Assim, com as estruturas do tecido de sustentação 

prejudicadas, o metabolismo e a remodelação durante a erupção dentária, 

principalmente em dentes com erupção contínua, também podem apresentar-se 
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prejudicados. Deste modo, é possível sugerir que a modificação nas estruturas dos 

tecidos de sustentação poderia não exercer uma força de tração suficiente para que o 

dente seja capaz de movimentar-se.  

A fragilidade morfológica das fibras periodontais submetidas a deficiência de 

estrógeno também pôde ser demonstrada em estudo realizado em modelo murino, no 

qual a carga mecânica funcional foi reduzida pela extração do dente antagônico. Como 

resultados, os autores puderam observar uma perda óssea no volume do osso alveolar. 

No entanto, a aposição óssea continuou na superfície do osso alveolar voltada para o 

ligamento periodontal, resultando em aumento da altura vertical do osso sem 

sustentação pelas fibras periodontais. A aposição óssea em condições rudimentares, 

ocasionou uma leve extrusão dentária, porém, a movimentação da erupção dentária 

continuou sem alterações significativas (Ejiri et al., 2008). Indivíduos portadores da 

Síndrome de Turner também demonstraram um resultado interessante quanto a 

morfologia coronária e radicular de alguns dentes. Além da morfologia simplificada 

presente nesses indivíduos, foi possível observar também defeitos na qualidade de 

esmalte (Nakayama et al., 2018; Ahiko et al., 2019; Maier et al., 2019). Em nosso 

estudo, as medidas referentes aos bordos incisais foram excluídas devido ao índice de 

fratura. Assim, sugere-se que os defeitos na qualidade de esmalte, além da 

conformação radicular, poderiam ter favorecido ainda mais o índice de fratura e 

consequentemente, desvios significativos na taxa de erupção dentária. 

Em relação aos resultados obtidos nos dentes submetidos a condição de 

hiperfunção, sugere-se que a diminuição da taxa de erupção dentária possa estar 

associada à deficiência na remodelação dos tecidos de suporte, associada ao esforço 

mastigatório provocado pela condição de hiperfunção. Corroborando com nossos 

resultados, o estudo de Lorimier (1972), realizado em dentes em condição de 

normofunção, também observou uma diminuição da taxa de erupção dentária. 

Novamente, a influência multifatorial pode justificar nossos resultados referentes a 

condição de hiperfunção, uma vez que, os esforços mastigatórios ou qualquer 

resistência oclusal, também pode causar alteração do curso normal da erupção 

dentária (Moxham e Berkovitz, 1995; Almonaitiene et al., 2010; Ames et al., 2010). 

Durante as semanas de experimentação, salienta-se que houve uma 

discrepância de resultados entre os dias 14 e 19, correspondente ao final da primeira 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahiko%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29691907
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e início da segunda semana de vida pós-uterina. Sugere-se que o decorrer desse 

período, estaria presente, o ápice do período puberal em animais que se encontram 

entre a puberdade e a plena maturidade (Treuting, Dintzis, Montine, 2018). Isto é, 

pode-se dizer que essa discrepância ocorreu em um período que aconteceria maior 

liberação endógena de estrógeno. É importante relatar essa temática pois os estudos 

realizados em humanos com diagnósticos de deficiência de estrógeno destacaram 

achados clínicos referentes ao retardo de erupção dentária exatamente quando os 

indivíduos atravessavam o período que seria de maior liberação de estrógeno (Roberts 

et al. 1986; Mitbo e Halse, 1992; Ahiko et al.,2019).  

No estudo de Roberts et al. (1986) exalta-se ainda mais a hipótese de um efeito 

bifásico do estrógeno na dentição em desenvolvimento no qual, a deficiência de 

estrógeno poderia estar acelerando o desenvolvimento em período pré-puberal. Isso 

explicaria a erupção adiantada em meninas comparados aos meninos. Todavia, o 

estudo também descreve o retardo do desenvolvimento em níveis elevados ou 

deficientes associados ao período puberal. Contudo, é válido ressaltar que no estudo 

de Roberts et al. (1986), a avaliação do desenvolvimento odontogênico foi realizada 

em pacientes com puberdade precoce devido a lesões associadas ao sistema nervoso 

central, incluindo harmatomas, hidrocefalia congênita, astrocitoma, neurofibrose, 

cistos aracnoides, síndromes dentre outras patologias. Diversas dessas alterações já 

foram descritas como coadjuvante no desvio da taxa de erupção dentária (de Morais 

Gallarreta et al., 2010; Scaramucci et al., 2011; Canger et al., 2013). Assim, fica 

inviabilizado a comparação direta com estes resultados.  

Um estudo realizado em meninas com Síndrome de Turner, relatou que a 

deficiência de estrógeno poderia causar um avanço do desenvolvimento e erupção 

dentária moderadamente avançada ou normal. É importante enfatizar que o estudo 

foi realizado em uma amostra muito heterogênea. Foram incluídas meninas com idades 

entre 7-16 anos, ou seja, todos períodos críticos da fase de maturação sexual (Mitbo 

e Halse, 1972). Além disso, o estudo avaliou o desenvolvimento e erupção dentária 

por meio do método de Demirjian et al. (1973). Esse tipo de avaliação compreende na 

análise dos estágios de desenvolvimento dentário e possui como grande desvantagem, 

o risco de vieses quando aplicados em indivíduos mais velhos. Isto é, com o aumento 

da idade, o número de dentes em desenvolvimento diminui e a classificação é baseada 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Morais%20Gallarreta%20FW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20415804
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Morais%20Gallarreta%20FW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20415804
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Canger%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24363941
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principalmente na formação de raízes, que é um processo de poucos "eventos" e longa 

duração. Contudo, a sugestão que os resultados de Mitbo e Halse (1992) podem 

corroborar com este trabalho se baseiam nos resultados expressos isoladamente. As 

meninas em fase pré-puberal, média de 8 anos de idade, apresentaram erupção 

acelerada. Em contrapartida, as meninas em idade puberal, média de 12 anos de 

idade, demonstraram um retardo na erupção dentária quando comparadas às meninas 

controle.  

Outro ponto a ser discutido sobre estudos clínicos da taxa de erupção dentária 

em modelo humano, é a deficiência da padronização da nomenclatura (Mitbo e Halse, 

1992). Embora alguns autores entendam que o desenvolvimento odontogênico e 

erupção dentária são processos essencialmente diferentes, e que podem ser 

influenciados por fatores genéticos, ambientais e hormonais, a grande maioria dos 

estudos relacionados a deficiência de estrógeno e a erupção dentária em modelos 

humanos, tratam termos como desenvolvimento odontogênico, formação dentária, 

maturação dentária e erupção dentária como análogos (Mitbo e Halse, 1972; Roberts 

et al., 1986). Essa heterogeneidade de termos contribui para formação de vieses e 

dificulta a interpretação dos resultados.   

 

5.4 IMUNOEXPRESSÃO E EXPRESSÃO GÊNICA NA REGIÃO ODONTOGÊNICA NA 

DEFICIÊNCIA DE ESTRÓGENO   

Os diferentes clones dos ERs têm apresentado padrões de imunoexpressão não 

homogêneos, onde apresentam tanto marcação predominantemente nuclear (Nilsson 

et al., 1999) como também nuclear e citoplasmática (van der Eerden et al., 2002b). 

Essas proteínas têm ações no núcleo celular, regulando a transcrição de genes-alvo 

específicos, ligando-se a sequências reguladoras de DNA associadas (Green et al., 

1986; Barros et al., 2011; Levin et al., 2015; Eyster, 2016; Hamilton et al., 2017).  

Nossos resultados demonstram que a região odontogênica possui expressões 

de ambos os receptores: ERα e ERβ. No entanto, a imunoexpressão de ERα foi 

observada principalmente em ameloblastos em ambos os grupos, OVX e SHAM. Esse 

resultado corrobora com alguns trabalhos presentes na literatura que descrevem a 

presença de ERα em ameloblastos (Ferrer et al., 2005; Jedeon et al., 2014; Houari et 

al., 2016). O estudo de Houari et al. (2016) ainda destaca o estágio de maturação com 
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maior presença da imunoexpressão de ERα. Diversos autores têm ressaltado a 

associação da deficiência de estrógeno com defeitos de esmalte (Takeshita et al., 

2004; Kakei et al., 2013; Arid et al., 2019) e, apesar da amelogênese não estar 

relacionada diretamente com a erupção dentária (Jain e Rathee, 2019), alterações no 

processo de secreção e maturação de esmalte ocasionam respectivamente, alterações 

quantitativas e qualitativas no esmalte dentário (Patel et al., 2019). Com isso, há um 

impacto significativo nas funções oclusais (Lopes et al., 2018), podendo propiciar um 

desvio na taxa de erupção dentária, como descrito anteriormente.   

Em relação a quantificação da expressão gênica das proteínas codificadoras de 

ERα (ERS1), o resultado não demonstrou diferença entre os grupos OVX e SHAM na 

região odontogênica. Deste modo, é possível sugerir que, mesmo que a taxa de 

erupção dentária sofra influência indireta dos defeitos de esmalte ocasionados pela 

deficiência de estrógeno, seus receptores não estariam sendo modulados pela ação do 

estrógeno. É válido ressaltar que a sinalização do estrógeno pode ser decorrente da 

interação tanto a nível nuclear quanto na membrana plasmática (Eyster, 2016; Hewitt 

et al., 2016; Hamilton et al., 2017). A nível nuclear, a principal via de sinalização, 

conhecida como genômica, é descrita por meio da ligação direta do estrógeno a 

elementos reguladores do DNA (Saville et al., 2000; Hewitt et al., 2016). Já a nível de 

membrana plasmática, a ação do estrógeno pode ser efetuada por meio de três 

mecanismos de regulação transcricional que são capazes de conduzir as respostas 

hormonais aos tecidos alvo (Hewitt et al., 2016; Hamilton et al., 2017). Os ERs 

associados à membrana plasmática medeiam a via de sinalização não-genômica (Nadal 

et al., 2001; Hewitt et al., 2016; Hamilton et al., 2017).  

A via de sinalização não-genômica, especificamente, pode ser realizada pela 

inibição das vias de sinalização MAPK/ERK ou AKT, por meio do ERα e/ou pelos 

receptores da proteína G (GPR30) (Prossnitz et al., 2007; Hewitt et al., 2016; Hamilton 

et al., 2017). A proteína G está localizada no lado citosólico da membrana plasmática, 

se une a um nucleotídeo, o GTP (trifosfato de guanosina), estimulando a produção de 

cAMP e se disponibilizando para uma nova interação com o complexo hormônio-

receptor. Como as diferentes células têm receptores específicos para os diferentes 

hormônios, o cAMP opera como um metabólito comum para a ação de vários 

hormônios. Assim, cada célula tem diferentes enzimas que reconhecem diferentes 
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hormônios, mas que são afetadas pelo cAMP. Essa via de sinalização pode ser descrita 

como via intracelular não nuclear e de ação rápida (Hewitt et al., 2016; Hamilton et 

al., 2017). Contudo, a ação do estrógeno também pode estar vinculada a ação do 

hormônio de crescimento (GH) indiretamente por meio de um mecanismo de 

amarração aos locais de ligação de AP1 ou SP1 (GC) para regular a transcrição. Assim, 

os fatores de crescimento (IGF, EGF) podem fosforilar ER por meio das vias de 

sinalização intracelular mediadas pelo receptor do fator de crescimento de membrana 

(GFR) e regular a expressão gênica na ausência de ligante (Hewitt et al., 2016; 

Hamilton et al., 2017).  

O GH é um hormônio produzido pelos somatotrofos no lobo anterior da hipófise, 

é liberado na circulação e liga-se a receptores nos tecidos-alvo com o objetivo de 

estimular o crescimento (Magalhães et al., 2012). A secreção de GH ocorre em pulsos 

e é controlada pelo hipotálamo por meio do hormônio liberador do GH (GHRH), da 

somatostatina e da ghrelina. A somatostatina exerce um efeito inibitório, enquanto o 

GHRH e a ghrelina estimulam a secreção de GH por intermédio de receptores 

específicos distintos acoplados à proteína G (Rosicka et al., 2002). Conforme descrito 

por Hutchinson et al. (1988), o GH age sobre as células da granulosa acelerando o 

processo de diferenciação das células foliculares em células luteínicas (Magalhães et 

al., 2012).  

Em relação à imunoexpressão de ERβ, nossos resultados demonstram a 

presença do ERβ em células da papila dentária no grupo OVX e em células do tecido 

de sustentação de ambos os grupos. O ERβ possui um padrão de expressão mais 

limitando (Hamilton et al., 2017). Diferentemente do ERα, a via de sinalização ocorre 

apenas a nível nuclear (Levin, 2015; Hamilton et al., 2017). Desta forma, é possível 

sugerir que via de sinalização do ERβ seja dependente do ligante. Corroborando com 

nossos resultados, um estudo in vitro, também observou a presença de ERβ em 

células-tronco da polpa dentária de dentes humanos. O estudo ainda descreveu o 

potencial de diferenciação pró-osteogênico associado a reposição hormonal com 

estradiol, em condições de cultura apropriadas (Alhodhodi et al., 2017). Faz-se 

importante destacar que região da alça cervical do incisivo é formada por células 

mesenquimais, e com isso, possuem células-tronco com capacidades de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alhodhodi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29031686
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autorrenovação e potencial de diferenciação (Botelho  et al., 2017; Morsczeck et al., 

2018).  

Nossos resultados também demonstram imunoexpressão de ERβ em células do 

ligamento periodontal. As células provenientes do ligamento periodontal também 

foram caracterizadas como células com capacidade de se replicar indefinidamente 

(Seaberg e van der Kooy, 2003; Huang, Gronthos, Shi, 2009). Deste modo, é 

importante ressaltar que a deficiência de estrógeno já foi descrita com potencial de 

ocasionar uma diminuição de células-tronco e, consequentemente, diminuição do 

potencial de diferenciação celular (Heo et al, 2015; Wu et al., 2018). Assim, sugere-

se que tal associação poderia ocasionar um retardo da erupção dentária por deficiência 

nas estruturas que regem esse processo. Alguns trabalhos apontam distúrbios da 

erupção dentária induzidos por deficiências no ligamento periodontal ocasionados pela 

deficiência de estrógeno (Popova et al., 2007; E et al., 2016). Bem como, osso alveolar 

e conformidade radicular (Ahiko et al., 2019; Nakayama et al., 2018; Maier et al., 

2019). 

A partir do tecido de sustentação, foi possível observar a presença da 

imunoexpressão de ERβ em cementoblastos. Liao et al. (2016), corrobora com nossos 

resultados e ainda descreve a participação do estrógeno na diferenciação sistemática 

dos cementoblastos. Embora a pesquisa sobre o comprometimento de células de 

células-tronco mesenquimais tenha sido extensivamente estudada, a diferenciação de 

cementoblastos não é bem elucidada. Alguns autores justificam o impasse pela 

dificuldade de marcar e isolar seletivamente essa população de células (Matthews et 

al., 2016). Contudo, é importante ressaltar a presença de imunoexpressão do ERβ em 

cementoblastos uma vez que o cemento desempenha papéis essenciais na 

manutenção da estabilidade periodontal (Bartold et al., 2000; Consolaro, 2013). Além 

disso, pode estar associado a erupção dentária no modelo murino uma vez que os 

feixes do ligamento periodontal na face lingual do incisivo podem responder de forma 

pertinente às cargas mastigatórias (Park et al., 2014).  

Um resultado interessante a ser destacado na imunoexpressão de ERα e ERβ é 

ausência de marcação no folículo dentário e osso alveolar. As células do folículo 

dentário assim como as células da papila dentária, apresentam características similares 

em termos de diferenciação (Seaberg e van der Kooy, 2003; Huang, Gronthos, Shi, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morsczeck%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29110535
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matthews%20BG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26215316
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2009). Já o osso alveolar, possui respaldo abundante na literatura em detrimento da 

presença de ERα e ERβ com efeito pró-osteogênico (Al-Sherbini et al., 2014; Khalid e 

Krum, 2016; Macari et al., 2016; Vinel et al., 2018; Bobek et al., 2020). Além disso, 

diversos pesquisadores ressaltam que a teoria da remodelação óssea seja a mais 

condizente com o processo de erupção dentária devido à sinalização proveniente do 

folículo dentário e a formação da via de erupção (Marks; Cahill, 1987; Wise; Fan 1989; 

Arai et al., 1999; Que; Lumpkin; Wise, 1999; Wise; King, 2008; Liu; Wise, 2008; Wise, 

2009; Yao et al., 2010; Wise et al., 2011; Yao et al., 2013, Chen et al., 2016). Porém, 

no modelo murino, a região do folículo dentário na porção final da região 

odontogênica, envolve principalmente os ameloblastos. Essa parte do tecido 

conjuntivo periodontal simplesmente se comporta protegendo a base do dente contra 

lesões, uma vez que o caminho eruptivo já estaria formado (Matěna, 1972). Sugere-

se que seja realizado um acompanhamento em molares no modelo murino, que 

remeterão resultados mais fiéis a essa fase da odontogênese humana.  

Em relação a expressão gênica, nossos resultados demonstraram um aumento 

da expressão de ERβ (ESR2) no grupo OVX. Desta forma, é possível sugerir que via 

de sinalização seja dependente do ligante e que, o aumento da expressão gênica seja 

decorrente do mecanismo de amplificação de sinais para captação do ligante e 

consequentemente, desempenho funcional nos tecidos-alvo (Liu et al., 2016). Assim 

como demonstram nossos resultados, o aumento da expressão gênica de ESR2 

também foi observada em tecidos contendo células-tronco de origem mesenquimal 

provenientes da medula óssea (Balla et al., 2019).  

O aumento da expressão gênica de ESR2 no grupo OVX reduz significativamente 

a capacidade de diferenciação das células-tronco (Balla et al., 2019). Nos dentes com 

erupção contínua, sugere-se que essa redução ocasione desvios significativos na 

odontogênese e consequentemente na taxa de erupção. No entanto, o estudo também 

destaca a fisiologia endócrina como adjuvante nesses resultados. Isto é, a 

ovariectomia leva a um nível sérico elevado d o hormônio folículo estimulante (FSH) 

(Yen e Tsai, 1971). De acordo com dados recentes, os receptores de FSH (FSHR) foram 

localizados principalmente nos precursores de osteoclastos e também na superfície 

das células-tronco mesenquimais (Chin, 2018), portanto a ligação do FSH ao seu 

receptor pôde melhorar a formação e diferenciação dos osteoclastos, prejudicando a 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al-Sherbini%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24623203
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/osteoclast
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/osteoclastogenesis
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formação osteogênica na medula óssea (Balla et al., 2019). Sugere-se que esse 

mecanismo também seja capaz de gerar estímulos semelhantes em células da papila 

dentária.  

É sabido que os ERs têm pouca sobreposição funcional (Balla et al., 2019) e as 

eventuais interações com os ERβ não podem ser excluídas. As alterações específicas 

da medula óssea identificadas no padrão de expressão gênica sugerem a existência 

de receptores ativos, assim como nossos resultados. Sendo assim, é possível sugerir 

que haja falha no processo de erupção dentária não somente pela ação do GH por 

meio dos ERα, mas, pela ação direta do ERβ. Consideramos que nossos resultados 

contribuirão para uma compreensão mais profunda das alterações na taxa de erupção 

dentária e odontogênese desencadeadas pela deficiência de estrógeno. Deste modo, 

ressalta-se a importância do acompanhamento endócrino conjunto ao 

acompanhamento odontológico no qual a deficiência de estrógeno poderá auxiliar na 

identificação e em intervenções terapêuticas com alto impacto no tratamento 

odontopediátrico futuramente.  

 

5.5 LIMITAÇÕES DO ESTUDO  

 A análise da taxa de erupção dentária na deficiência de estrógeno poderia 

ter sido mensurada também em animais submetidos a condição de normofunção 

conforme descrito por diversos autores (Miwa et al., 2013; Araújo et al., 2014; Chidiac 

et al., 2018; Chidiac et al., 2019).  No entanto, o número de animais distribuídos em 

três grupos poderia ocasionar resultados insuficientes perante o número amostral.  

 Destaca-se a dificuldade de individualização das porções inicial, média e 

final da região odontogênica, uma vez que cada animal apresenta suas particularidades 

anatômicas, mesmo sendo um modelo padronizado. 
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6 CONCLUSÃO 

 

A hipótese nula foi rejeitada. A deficiência de estrógeno demonstrou influência 

negativa na taxa de erupção em dentes em condição de hiperfunção. No entanto, 

apesar de ERα e ERβ estarem presentes na região odontogênica em ambos os grupos, 

sugere-se que o ERβ está diretamente relacionado ao retardo da erupção dentária na 

deficiência de estrógeno.  
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APÊNDICE A – REVISÃO LITERÁRIA SOBRE METODOLOGIA DE TAXA DE ERUPÇÃO DENTÁRIA 

 

Artigo (Autor, ano) 
Título do artigo Objetivo principal 

Parâmetros referenciais  
Condição da 

função 

Gerlach et al., 2000 
The effect of lead on the eruption rates of 

incisor teeth in rats. 
Avaliar o efeito do chumbo sobre os incisivos de ratos em 

erupção contínua  

Grupo controle - Marca na superfície vestibular dos 
incisivos inferiores 

Normofunção 

Grupo experimental -  marca na superfície 
vestibular dos incisivos inferiores esquerdo 

Normo-, hipo- 
e hiperfunção  

Gerlach et al., 2002 
Alveolar bone remodeling pattern of the rat 
incisor under different functional conditions 

as shown by minocycline administration 

Avaliar a remodelação da região odontogênica de 
incisivos de ratos perante a administração da   

minoxiclina.  

Grupo controle - Marca na superfície vestibular dos 
incisivos inferiores 

Normofunção 

Grupo experimental -  marca na superfície 
vestibular dos incisivos inferiores esquerdo 

Normo-, hipo- 
e hiperfunção  

Lee et al., 2002 

A comparison between a conventional 
optical method and image-analysis for 

measuring the unimpeded eruption rate of 
the rat mandibular incisor 

Comparar os métodos de análises de imagem para medir 
a taxa de erupção do incisivo inferior. O estudo também 
avaliou a borda incisal como ponto de referência para a 

medida da taxa de erupção sem erupção 

Grupo controle - Marca na superfície vestibular dos 
incisivos inferiores 

Normofunção 

Grupo experimental -  marca na superfície 
vestibular dos incisivos inferiores esquerdo 

Normo-, hipo- 
e hiperfunção  

Sassaki et al., 2003 
Neuroendocrine alterations impair enamel m
ineralization, tooth eruption and saliva in rat 

Avaliar as repercussões de distúrbios hormonais sobre 
dentes e glândulas salivares. 

Marca na superfície vestibular de todos os dentes a 
nível da papila interdental e ponto referência a 

nível do ponto mais baixo da gengiva 
Normofunção 

Shimada et al., 2006 
Effects of local injections of vasoactive 

drugs on eruption rate of incisor teeth in 
anaesthetized rats 

Avaliar os efeitos de injeções locais de drogas vasoativas 
no fluxo sanguíneo regional dentro da cavidade em 

associação erupção dentária. 

Dispositivo de metal acoplado cirurgicamente no 
incisivo inferior 

Normofunção 

Drevensek et al., 2009 
Orthodontic force decreases the eruption 

rate of rat incisors 

Determinar se uma força de 25 cN aplicada aos dentes 
em direção anteroposterior reduz a erupção dentária de 

incisivos murinos 

Marca na superfície vestibular de todos os dentes a 
nível da papila interdental e ponto referência a 

nível do ponto mais baixo da gengiva vestibular.  
Normofunção 

Omar et al., 2011 
MT1-MMP expression in the odontogenic 

region of rat incisors undergoing interrupted 
eruption 

 Avaliar a expressão de MT1-MMP na região 
odontogênica, bem como a taxa de erupção e a 

morfologia do incisivo inferior esquerdo de ratos, sob 
interrupção da erupção dentária. 

Marca na superfície vestibular de todos os dentes a 
nível da papila interdental e ponto referência a 

nível do ponto mais baixo da gengiva vestibular.  
Normofunção 

Gomes et al., 2013 
Relationship between cell 

proliferation and eruption rate in 
the rat incisor  

Avaliar a relação entre a proliferação celular e 
a taxa de erupção dentária no incisivo de ratos 

Grupo controle - Marca na superfície vestibular dos 
incisivos inferiores 

Normofunção 

Grupo experimental - m arca na superfície 
vestibular dos incisivos inferiores 

Hipo- e 
hiperfunção  

Miwa et al., 2013 
Effect of interrupted eruption on the enamel 

organ of the rat incisor. 
Avaliar o comportamento dos tecidos incisivos de ratos 

durante a inibição da erupção dentária 

Marca na superfície vestibular de todos os dentes a 
nível da papila interdental e ponto referência a 

nível do ponto mais baixo da gengiva 
Normofunção 

 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23629828
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23629828
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23629828


 
 

Artigo (Autor, ano) 
Título do artigo Objetivo principal 

Parâmetros referenciais  
Condição da 

função 

Araújo et al., 2014 
Effect of radiotherapy on 

the eruption rate and morphology of 
the odontogenic region of rat incisors. 

 Avaliar as alterações morfológicas causadas pela ação da 
radiação sobre a região odontogênica dos incisivos de 
ratos, com doses de 5 e 15Gy, e averiguar se essas 

alterações podem interferir na taxa de erupção desses 
dentes. 

Marca na superfície vestibular de todos os dentes a 
nível da papila interdental e ponto referência a 

nível do ponto mais baixo da gengiva vestibular.  
Normofunção 

Silva et al., 2016 
Parathyroid hormone intermittent 

administration promotes delay on rat incisor 
eruption 

Avaliar a influência de paratireoide hormonal (PTH)  na 
taxa de erupção dos incisivos inferiores  

Grupo controle - Marca na superfície vestibular dos 
incisivos inferiores 

Normofunção 

Grupo experimental -  marca na superfície 
vestibular dos incisivos inferiores esquerdo 

Normo-, hipo- 
e hiperfunção  

Chidiac et al., 2019 
Contribution of capsaicin-sensitive 

innervation to the continuous eruption of 
the rat mandibular incisors  

Avaliar o papel dos aferentes sensíveis à capsaicina no 
processo de erupção de incisivos de ratos intactos 

Marca na superfície vestibular de todos os dentes a 
nível da papila interdental e ponto referência em 

tatuagem metálica 
Normofunção 

Chidiac et al., 2018 
Modulation of incisor eruption in rats by 

sympathetic efferents. 

Reavaliar o papel da inervação simpática, através da 
observação dos efeitos da simpatectomia química 

ganglionar pré ou pós- erupção de incisivos de ratos 
intactos . 

Marca na superfície vestibular de todos os dentes a 
nível da papila interdental e ponto referência em 

tatuagem metálica 
Normofunção 

Omar et al., 2018 

Effects of loss of occlusal contact on the 
expression of matrix metalloproteinase-2, 
membrane type 1-MMP, tissue inhibitor of 
the MMP-2, eruption rate, organization and 

resistance of collagen fibers of the rat 
incisor periodontal ligament. 

Avaliar o efeito da perda de contato oclusal, na expressão 
de metaloproteinase de matriz (MMP) -2, membrana tipo 
1-MMP (MT1-MMP) e inibidor tecidual da MMP-2 (TIMP-2) 

em o ligamento periodontal do incisivo de rato , bem 
como a taxa de erupção, resistência e organização do 

colágeno. 

 Marca na superfície vestibular dos incisivos 
inferiores 

Hipo- e 
hiperfunção  
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