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MADALENA, IR. Influéncia da deficiéncia de estrdgeno na taxa de erup¢ao dentaria em
modelo murino [Tese]. Ribeirao Preto: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Odontologia de Ribeirao Preto; 2020.

RESuUMO

A erupcao dentaria € um processo fisioldgico definido como a migracao do dente em
desenvolvimento intradsseo até a sua emergéncia e posicionamento funcional na
cavidade bucal. No entanto, alteracOes sistémicas e/ou sindromes, decorrentes do
desequilibrio hormonal, s3o descritas como principais causadores de disturbios nesse
processo. O estrogeno apesar de ser um hormonio presente e ativo do periodo
embrionario a puberdade, quando relacionado a taxa de erupcao dentaria, seu papel
ainda ndo é elucidado. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
da deficiéncia de estrogeno e seus receptores na taxa de erupgao dentaria. Quarenta
ratas da linhagem Wistar Hannover foram divididas em dois grupos segundo a
intervencao recebida: Grupo OVX - cirurgia de ovariectomia e Grupo SHAM - cirurgia
ficticia. Os procedimentos cirdrgicos foram realizados no 25° dia de vida pos-uterina.
A taxa de erupcao dentaria (mm/dia) dos incisivos inferiores foi avaliada nas condicoes
de hipo- e hiperfungao. Imagens dos incisivos foram capturadas de forma padronizada
por camera acoplada ao estereomicroscépio Optico a partir do 35° dia de vida pds-
uterina, a cada 48 e 72 horas durante 21 dias. A mensuracao da taxa de erupgao
dentaria foi realizada pelo calculo de média, por meio da diferenca entre medidas
iniciais e apos o periodo de 48/72 horas. Apds a eutanasia, a regido odontogénica foi
utilizada para identificagdo histoldgica, analise da presenca de receptores de estrogeno
(ERa e ERB) e expressado génica dos genes codificadores de ERa e ERB (ERS1 e ERS2).
As analises foram realizadas por meio da reagao de imunohistoquimica e técnica de
PCR em tempo real quantitativo. A avaliagdo referente a taxa de erupcdo dentaria,
peso corporal, peso do Utero e expressdao génica de £RSI e ERSZ foram analisadas
estatisticamente utilizando os softwares SPSS 24.0 e GraphPad Prism 7.04. O teste ¢
de Studentfoi utilizado para comparacao das médias entre os grupos OVX e SHAM. O
nivel de significancia adotado foi de 5%. A condicao de hipofuncdo, ndo apresentou
diferenca estatistica significativa quando se compara os dois grupos, OVX e SHAM
(p=0.09). Por outro lado, quando se compara os grupos em condicao de hiperfungao,
0 grupo OVX demonstrou taxa de erupcdo dentaria diminuida em relacdo 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 relacao
ao peso do Utero, o grupo OVX apresentou uma diminuicdo de peso em relacdo ao
grupo SHAM (p<0.0001). Nos cortes histoldgicos foi possivel identificar a presenga de
ERa e ERB. O ERa foi expresso em ameloblastos em ambos os grupos. Ja o ERB
demonstrou-se presente em células da papila dentaria do grupo OVX e, em células do
tecido de sustentacao de ambos os grupos, OVX e SHAM. Quanto a expressao génica,
0 ESR1 ndo demonstrou diferenca estatistica significativa quando os grupos foram
comparados (p=0.33). Entretanto, a expressao génica de £SR2 foi significativamente
maior no grupo OVX (p=0.05). Pode-se concluir que a deficiéncia de estrogeno
influencia negativamente a taxa de erupcao dentaria.

Palavras-chave: Erupcao Dentaria, Estrégeno, Odontogénese, Fisiopatologia,
Foliculo dentario.






MADALENA, IR. Influence of estrogen deficiency on tooth eruption rate in murine
model [Thesis]. Ribeirdao Preto: University of Sao Paulo, Ribeirdo 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 (ERa and ERB) and gene expression of ERa and ERB coding genes
(ERSI and ERSZ). Analyzes were performed by immunohistochemistry reaction and
quantitative real time PCR technique. The evaluation regarding tooth eruption rate,
body weight, uterine weight and ERa and ERP 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 ERa and ERB. ERa was expressed in ameloblasts in both groups. ERB was
found to be present in OVX group dental papilla cells and, in support tissue cells of
both OVX and SHAM groups. £SRI gene expression, OVX and SHAM groups did not
show statistically significant difference when compared (p=0.33). However, ESR2gene
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 INTRODUGAO

A erupcao dentaria € um processo fisioldgico definido como a migracao do dente
em desenvolvimento intradsseo até a sua emergéncia e posicionamento funcional na
cavidade bucal (Marks e Schroeder, 1996). Esse processo, pode ser conveniente,
mesmo que arbitrariamente, dividido em estagios, abrangendo fases pré-, eruptivas e
pos-eruptivas (Marks e Schroeder, 1996; Jain e Rathee, 2019). A fase pré-eruptiva se
inicia logo nas etapas iniciais da odontogénese, onde a formacao coronaria exige o
desenvolvimento dimensional intradsseo. Assim, quando a porgao coronaria 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
migracao do dente em desenvolvimento intradsseo em diregao a sua posicao funcional,
a erupgao dentdria seja mediada pela associacao da remodelacdo dssea (Marks Jr e
Cahill, 1984; Marks e Cahill, 1987) e desenvolvimento radicular (Proffit e Frazeir-
Bowers, 2009).

Diversos pesquisadores ressaltam que a teoria da remodelacdo dssea seja a
mais condizente com o processo de erupgao dentaria devido a sinalizagao proveniente
do foliculo dentario (Cahill e Marks, 1980; Marks e Cahill, 1984; Marks e Cahill, 1987;
Zhou et al., 2019), que induz a alta expressao de marcadores relacionados a formacao
(RUNX2, OSX, ALP, OCN, CX43) e reabsorcao déssea (OPG, RANKL, MCP-1, CSF-1). O
produto da expressao dos genes que expressam a formacao e a reabsorcao dssea da
via de erupcao, 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 remodelacao dssea, no entanto, permanece viavel apenas nas fases
iniciais da odontogénese uma vez que, parte do foliculo é perdido apds a emergéncia
gengival (Marks e Schroeder, 1996). Assim, a teoria de crescimento radicular, fibras
colagenas do ligamento periodontal e pressao de fluxo sanguineo na regidao de
periapice sao 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 formacao e a renovagao do
ligamento periodontal a erupcao continua de incisivos (Marks e Schroeder, 1996). Tais
mecanismos, ainda que incertos, sao hipoteses para descrever o processo de erupgao
durante toda a vida do érgdo dentario (Berkovitz e Thomas, 1969; Berkovitz, 1971).
Mesmo que a taxa de erupcao dentaria tenha uma reducao relevante, o crescimento
e desenvolvimento da face, a compensacao do desgaste oclusal causado pelo atrito
ou até mesmo a extrusao causada pela perda do dente antagonista, sempre estardao
em constante renovagao, acompanhado o desenvolvimento e modificagao dos arcos

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

Além dos mecanismos fisioldgicos da erupgao dentaria, varios fatores locais,
ambientais e sistémicos também podem estar associados a 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 tém ressaltado que alteragdes sistémicas e/ou
sindromes, principalmente as decorrentes do desequilibrio hormonal ocasionam
desordens significativas do processo de erupcdo dentaria (Lorimer, 1972; Roberts et
al., 1986; Silva et a., 2016; Subramanian et al., 2016; Vucic et al.,, 2017). A
hiperfuncdao da glandula pituitaria e os tumores corticais adrenais ja foram descritos
com potencial de acarretar alteracdes na taxa de erupcao dentaria (Lorimier 1972;
Chandna e Bathla, 2011; Litsas, 2015; Vasconcelos e Vasconcelos, 2016; Davidopoulou
e Chatzigianne, 2017). No entanto, embora haja estudos diversos referentes as
condicoes de hipofuncdo da glandula pituitaria e a consequente diminuicao dos niveis
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 evidéncias cientificas sobre os hormonios sexuais ainda permanecem

escassos, principalmente quando relacionada a erupcao dentaria.

E importante salientar as possiveis alteracSes fisioldgicas da taxa de erupcdo
dentdria mediante ao desequilibrio dos hormonios sexuais, uma vez que esses
hormonios desempenham um papel critico em muitos tecidos. O desenvolvimento do
organismo é particularmente vulneravel a exposicao a substancias que mimetizam

acao 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). Varias classes de substancias quimicas, como pesticidas, fungicidas,
produtos quimicos industriais, plastificantes, nonilfendis, metais, agentes
farmacéuticos e fitoestrogénios podem ser classificados como desreguladores
enddcrinos (Yilmaz et al.,, 2019). Em geral, um desregulador enddcrino pode
apresentar os seguintes mecanismos de agao: ligagao em receptor hormonal, interagao
com enzimas que sintetizam ou metabolizam hormonios, alteracdo da liberacao
hipotalamica-hipofisaria de hormonios e/ou alteragao da transducao 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 compreensao dos mecanismos de acdo que o desequilibrio hormonal pode

ocasionar nos individuos, principalmente em atividades que envolvam o estrdgeno.

O estrégeno é um horménio presente e ativo do periodo embrionario (Ben-Hur
et al., 1993) a puberdade (Varlinskaya; Vetter-O'Hagen; Spear, 2013). Este hormonio
esta presente em maior quantidade no sexo feminino, sendo produzido principalmente
pelos ovarios. No entanto, homens também possuem niveis de estrogeno, que é
produzido pelo tecido adiposo e cérebro (Kula et al., 2005; Saito; Cui, 2018).
Atualmente é possivel correlacionar a participacao do estrogeno na reproducao
masculina e em varios outros sistemas, incluindo os sistemas neuroenddcrino,
vascular, esquelético e imunoldgico de ambos os sexos (Almeida et al., 2017; Christ et
al., 2018; Patel et al., 2018). Além disso, também esta associado a diversas doencas
diferentes como a obesidade, disturbio metabdlico, uma variedade de canceres,
osteoporose, lUpus 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 classica pela qual o estrégeno realiza sua acao é mediada por seus
receptores intracelulares (Cato et al., 2002), os quais pertencem a familia de
receptores nucleares e operam como fatores de transcricao quando induzidos por seus
ligantes (Nelson e Habibi, 2013). Existem trés tipos de receptores de estrdgeno (ERs)
descritos, sendo os mais prevalentes o receptor de estrdgeno tipo alpha (ERa) e o

receptor de estrégeno tipo beta (ERPB), codificados pelos genes ESRI e ESRZ,


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 distribuicdo tecidual destes receptores é varidvel e ambos podem ser
expressos nos mesmos tecidos ou em tecidos distintos e em niveis 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 expressao ERa prevalece em regides do Utero, glandula mamaria, células
intersticiais de Leydig, epididimo, osso, musculo esquelético, figado, rins, tecido
adiposo e glandula pituitaria com os niveis mais altos. Ja o ERB possui uma expressao
mais especifica (Levin, 2015; Hewitt et al., 2016; Hamilton et al., 2017). Contudo,
pode ser descrito em regides relacionadas aos ovarios, pulmao, préstata, glandulas
salivares e medula 6ssea (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 ER[3, podem ser expressos em uma linhagem
celular com diferenciacao osteogénica em células da polpa, sugerindo seu efeito pro-
osteogénico (Manokawinchoke et al., 2016; Lu et al., 2016; Alhodhodi et al., 2017).
No entanto, é valido ressaltar que ainda ndo é esclarecido como a deficiéncia de
estrogeno e seus receptores podem influenciar na odontogénese e consequentemente

taxa de erupcao dentaria.

Um estudo realizado por Lorimier (1972), foi o Unico estudo a relacionar a taxa
de erupcdo dentaria e os hormonios sexuais por meio de condicdes de hipo- e
hipergonadismo. O estudo foi realizado em ratas heterogéneas Sprague-Dawle de
ambos sexos com 90 dias de idade. Os animais foram divididos em quatros grupos,
sendo metade dessas, submetidos a diminuicdo da liberacdo dos hormonios sexuais
por meio da cirurgia de ovariectomia e castracao bilateral. O grupo controle foi
submetido apenas ao acompanhamento, sem realizacdo de cirurgia ficticia. A taxa de
erupcao dentaria foi realizada em ambos incisivos superiores em condicOes
normofuncionais durante cinco semanas. No entanto, apds metade do periodo de
acompanhamento, metade dos animais dos grupos controle, bem como, metade dos

animais dos grupos experimentais, foram submetidos a reposicao hormonal.
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O estudo de Lorimier (1972) demonstrou um retardo da taxa de erupcao
dentaria de aproximadamente 10% no grupo submetido a castracao e 7% do grupo
submetido a ovariectomia, quando comparados aos grupos controle. Assim, o estudo
pOde supor que a testosterona e o estradiol, juntamente com a cortisona e a tiroxina,
poderiam ser responsaveis por aproximadamente 60% da ergonomia dos incisivos.
Além disso, visto que os hormonios sexuais sao conhecidos por colaborar no processo
de formacao de alguns tecidos, destacou-se a suposicao que esses hormonios também
poderiam causar efeitos semelhantes sobre os tecidos relacionados ao processo de
erupcgao, quando analisados separadamente. Lorimier (1972) também demostrou a
interacao da reposicao hormonal realizada com administracdo de estrégeno, que
acarretou uma aceleracao da taxa de erupcao dentaria, bem como a sobredosagem

hormonal que acarretou um retardo da taxa de erupcao.

Parte dos achados do estudo de Lorimier (1972) corroboram com o estudo de
Roberts et al. (1986) que também descreveram um possivel efeito bifasico do
estrégeno no desenvolvimento da denticdo em humanos. A acdo deste hormonio
demonstrou antecipar a erupgdo dentdria em meninas no periodo pré-puberal,
enquanto niveis muito elevados, demostram retardar o processo. Alguns estudos
posteriores, realizados em individuos portadores da Sindrome de Turner, uma condicao
genética com consequente deficiéncia de estrégeno, também identificaram disturbios
na erupcao dentaria. No entanto, em fases finais da emergéncia do dente na cavidade
bucal, o processo apresentou-se discretamente adiantado quando comparados a
pacientes sem alteracdes sindrémicas (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 acao do estrégeno em alguns tecidos do corpo serem
replicados aos tecidos relacionados ao processo de erupgao dentaria. Assim como no
estudo de Midtbo e Halse (1992), relaciona o retardo de crescimento craniofacial com

possiveis atrasos no processo de erupcdo dentaria.

Evidencia-se que pesquisas sejam realizadas para relacionar a influéncia da
deficiéncia de estrdgeno na erupcao dentdria, tendo em vista que a literatura se
encontra limitada quando abordado tal assunto. Deste modo, com o objetivo de

contribuir com as evidéncias cientificas sobre os mecanismos de acao da deficiéncia
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de estrégeno nos tecidos bucais como também, contribuir para orientacao de
individuos e/ou populagdes na implementacao de estratégias preventivas, diagndsticas
e terapéuticas mais eficientes relacionadas a taxa de erupcao, o presente trabalho teve
como obijetivo avaliar a influéncia da deficiéncia de estrdgeno na taxa de erupgao

dentaria.
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2 PROPOSICAO

Objetivo geral:

e Avaliar a influéncia da deficiéncia de estrdgeno na taxa de erupgao dentaria, em

modelo murino.

Objetivos especificos:

e Avaliar a taxa de erupgao dentaria sob condicdo de deficiéncia de estrogeno.

e Avaliar a imunoexpressao de ERa e ERB na regido odontogénica sob condicdo
de deficiéncia de estrégeno.

e Avaliar a expressao génica de ERa (ESRI) e ERB (ESR2) na regido odontogénica

sob condicao de deficiéncia de estrogeno.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa foi submetido a apreciacao pela Comissao de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto - Universidade
de S3o Paulo (FORP/USP), tendo sido aprovado pelo numero de protocolo
2018.1.40.58.3 (ANEXO A).

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado um estudo /7 wvivo, longitudinal, prospectivo, paralelo e
experimental de carater descritivo e estatistico. Nesse cenario, 40 ratas da espécie
Rattus norvegicus e linhagem Wistar Hannouver, em periodo pré-puberal, foram
submetidas a uma intervencao cirdrgica, na qual apds aleatorizagdo da intervencao
foram divididas em dois grupos. Em um grupo, houve a incisdo bilateral dos ovarios
com consequente diminuicao da liberacao enddgena de estrégeno (grupo OVX). No
outro grupo, houve apenas a simulacdo cirdrgica sem qualquer consequéncia para
liberacdao enddgena de estrogeno (grupo SHAM). Apds o procedimento cirdrgico, as
ratas foram avaliadas durante um periodo de 21 dias consecutivos. Durante esse
periodo, avaliagbes quanto a taxa de erupgao dentaria e peso corporal foram realizadas
de forma padronizada e sistematizada. Apds o periodo de avaliacdes, os animais foram
submetidos a eutanasia e a uma nova intervencdo cirdrgica pos-morte. Essa
intervencao foi realizada na regiao abdominal e regido de mandibula. Na regido
abdominal, foi realizada a remogdo uterina para posterior analise da atrofia por meio
do peso. Na regidao de mandibula, foi realizada a remocdo das hemimandibulas para
identificacdo histoldgica, reacdo de imunohistoquimica e quantificagdo da expressao

génica dos genes codificadores de ERa e ERB da regido odontogénica (Figura 1).
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FIGURA 1. Fluxograma - Delineamento experimental
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3.3 AMOSTRA E AMOSTRAGEM DOS ANIMAIS

O tamanho da amostra foi estabelecido de acordo com a referéncia o estudo de
Lorimier (1972). No grupo submetido a cirurgia de ovariectomia houve uma taxa de
erupcao dentaria média de 2.54 (0.19) mm, enquanto no grupo controle foi observado
uma taxa de erupgao dentdria média de 2.72 (0.20) mm. Considerando os valores de
média e desvio padrao supracitados, o calculo amostral para validar a diferenca entre
duas amostras independentes foi realizado por meio do software G*Power® 3.1.9.2
(Dusseldorf, Alemanha). Para o calculo foi usado como premissa um B valor de 0.20,
um a valor de 0.05 e uma taxa de alocagdo de 1:1. O nimero obtido apds o calculo
foi de 20 animais por grupo.

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

— Campus de Ribeirao Preto, onde foram selecionados de acordo com idade e boa


https://pt.wikipedia.org/wiki/D%C3%BCsseldorf
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saude geral. Os animais foram solicitados com de 21 dias de vida pds-uterino pois,
conforme respalda a literatura, corresponde ao periodo pré-puberal. A puberdade em
ratas dessa linhagem se inicia no 35° ao 55° dia de vida pds-uterina, e
consequentemente, ha um pico de liberacao de estrogeno da raca neste intervalo de
tempo (Ojeda et al., 1976). Foram excluidos do estudo, animais que apresentaram
insucesso nos procedimentos cirlrgicos, que apresentaram fraturas dentarias durante
avaliacdo da taxa de erupgdo e que vieram a obito antes da avaliacdo final. Desse
modo, os animais foram codificados e posteriormente procedeu-se a randomizacao em

dois grupos conforme discriminado na tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimental e controle em fungao da intervencao sofrida

Grupos Procedimento n
ovX Ovariectomia 20 animais
SHAM Cirurgia ficticia 20 animais

Os animais foram acondicionados no Biotério IT da FORP/USP, em ambiente com
temperatura controlada e ciclo de 12 horas claro-escuro, com livre demanda a racao
(Labina Purina®/Agribrands do Brasil LTDA, Paulinia, BR) e agua filtrada.

Visando a adaptacao dos animais, procedeu-se o procedimento cirlirgico quatro

dias apds da chegada dos animais.

3.4 AVALIACAO QUANTITATIVA DO PESO CORPORAL

O peso corporal foi registrado antes do procedimento cirirgico e antes de todas
as intervengbes de avaliacdo quantitativa de taxa de erupcao dentaria. Os animais
foram pesados sempre na mesma sequéncia e horario. A pesagem foi realizada por
meio de balanca digital (Urano®, Canos, BR), também disponivel no Biotério II
FORP/USP.

3.5 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS
Os procedimentos cirurgicos foram realizados por meio de anestesia geral, via
intramuscular. Os farmacos 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 regiao lateral de tronco
onde estdo localizados os ovarios. A antissepsia foi realizada por meio da tricotomia
da regido e posteriormente, a friccao delicada com a solugao de iodopovidona a base
de dalcool. Apds o procedimento cirirgico houve a administracao medicacao antibidtica,
anti-inflamatdria e analgésica. Os farmacos utilizados foram a Benzilpenicilina
Benzatina (Pentabidtico®) 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 subcutédnea. O Tramadol também administrado novamente

24 horas apods o procedimento cirlrgico.

3.5.1 OVARIECTOMIA E CIRURGIA FICTICIA

No grupo OVX, visando a deficiéncia na producao do estrégeno pelos ovarios,
foi realizada ligadura seguido de excisdo cirurgica bilateral dos mesmos (ovariectomia),
conforme descrito no protocolo de Weitzmann e Pacifi (2006). No grupo SHAM, foi
realizada a cirurgia de ovariectomia ficticia, na qual os ovarios foram movimentados e
devolvidos intactos a posicao original, conforme descrito por Orrico et al. (2005) e
Romualdo et al. (2018).

O sucesso do procedimento cirdrgico confirmou-se pela sobrevida adequada dos
animais, aumento do peso corporal gradual durante o periodo de experimentagao e
pela atrofia uterina apos eutanasia. A diminuicdo da liberagdo enddgena de estrégeno,
ocasionada devido a ovariectomia, proporciona diferencas significativas de varidveis
relacionadas ao peso corporal e peso Utero. Sendo assim, o grupo OVX tende a
apresentar aumento do peso corporal e uma diminuicdo do peso do Utero quando
comparado ao grupo SHAM (Chen et al., 2014). O peso do Utero foi registrado por
meio da balanca de precisao (Uni Bloc®, Filadélfia, EUA) disponivel no laboratério de
Biologia Molecular da FORP/USP. O procedimento cirlrgico encontra-se ilustrado na

figura 2.
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FIGURA 2. Sequéncia de procedimentos cirdrgicos: Ovariectomia e Cirurgia Ficticia

Legenda: a. Anestesia intramuscular; b. Medicacdo pré-operatodria; c. Incisdo; d. Divulsdo de tecidos; e.
Ovariectomia: ligadura das tubas uterinas e excisado bilateral dos ovarios; f. Cirurgia ficticia: os ovarios
foram movimentados e devolvidos a posicao original; g. Sutura do tecido abdominal com fio
reabsorvivel; h. Sutura tecido epitelial; i. Medicagao pds-operatdria; j. Cuidados pos-operatorios.

Fotos gentilmente cedidas pela Dr2. Priscilla Romualdo.
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3.6 AVALIAGAO QUANTITATIVA DA TAXA DE ERUPGAO DENTARIA

A avaliacdao quantitativa da taxa de erupcao dentaria iniciou-se a partir do 35°
dia de vida pds-uterina. O procedimento foi realizado na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, no Departamento de Fisica e Quimica da Universidade de Sao Paulo —
Campus de Ribeirdo Preto (FCFRP/USP). Para quantificagao, as segundas, quartas e
sextas-feiras foram definidas, possibilitando um intervalo de 48 e 72 horas entre as
intervencdes. A avaliagdo quantitativa foi realizada por um periodo de 21 dias
consecutivos, totalizando 8 intervencoes (Lee et al., 2002; Silva et al., 2016). Cada
sessao foi realizada sempre na mesma hora do dia e seguindo a mesma sequéncia de
animais (Lee et al., 2002; Drevensek et al., 2009; Silva et al., 2016).

A imobilizacdo dos animais ho momento da avaliagao quantitativa da taxa de
erupgao dentaria foi realizada por sedacao minima via intramuscular (Lee et al., 2002).
Os farmacos utilizados em concentracdao diminuida, garantiram a estabilizacdo do
animal bem como a auséncia de toxicidade e sofrimento. Foram administrados
Cloridrato de Ketamina a 10% (40 mg/Kg) e Cloridrato de Xilazina a 2% (5mg/kg),
previamente as intervencdes. 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 cabeca, permitindo que os incisivos
inferiores, também estabilizados, ficassem paralelos ao plano horizontal (Figura 3a e
b). A taxa de erupgdo dentaria foi realizada em ambos incisivos centrais inferiores,
devido a erupcao dentaria continua e comodidade de visualizacao clinica (Gelarch et
al., 2000; Lee et al., 2002; Sassaki et al., 2003; Shimada et al., 2006; Gomes et al.,
2013; Aradjo et al., 2014; Silva et al., 2016). O comprimento dos incisivos inferiores
foi registrado com auxilio do estereomicroscopio O6ptico (Zeiss CL1500 ECO,
BioSurplus®, San Diego, EUA) e simultaneamente, registro de imagem realizado por
meio de cadmera acoplada ao equipamento (Canon EO0S 1000D, Canon do Brasil
Industria e Comércio|Ltda, Sao Paulo, BR). Uma régua milimetrada (Maquira®,
Maringda, BR) também foi posicionada com objetivo de orientagdo, em milimetros, no
momento da tomada fotografica (Figura 3b).

A partir da padronizacao na posi¢cao do animal, foram instituidos parametros

anatomicos referenciais para que a taxa de erupcao dentaria fosse registrada sempre
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nas mesmas condicdes 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. E valido ressaltar, que
devido crescimento continuo de incisivos de roedores, o desgaste fisioldgico poderia
influenciar nos valores reais da taxa de erupgao (Gerlach et al., 2000; Omar et al.,
2011). Entdo, um sulco linear no sentido mesio/distal na face vestibular de ambos
incisivos inferiores, 2 mm aquém da papila gengival interdental, denominada marca de
referéncia (R) foi realizado (Figura 4) (Lee et al., 2002; Gomes et al., 2013; Silva et
al., 2016). Os sulcos correspondentes as marcas de referéncia, 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 superficie, devido a

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

FIGURA 4. Parametros anatomicos referenciais
delimitados nos incisivos inferiores dos modelos
experimentais (OVX e SHAM)

b 4

A

|

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).

—

P X

Mesmo com a padronizacao dos pontos referenciais, os autores ainda sugerem
que a taxa de erupgao seja realizada em condigoes de hipo- e hiperfuncao (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 nao serem identificados em condicao de
normofuncao (Gerlach et al., 2000; Gerlach et al., 2002; Gomes et al., 2013). Assim,

a mensuracao da taxa de erupcao foi realizada em condigdes de hipo- e hiperfuncao.



MATERIAL E METODOS | 59

FIGURA 3. Padronizacdo das tomadas fotograficas para mensuracdo da taxa de erupgao dentaria
em modelo experimental (OVX e SHAM)

Legenda: a. Estabilizacdo protetora adjuvante a anestesia geral realizada para padronizacdao do animal.
b. Visdo dos incisivos inferiores de acordo com a estabilizagdo de cabega e pescoco.
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A condicao de hipofuncao do incisivo inferior direito foi realizada pelo ajuste a
nivel da papila gengival (Lee et al., 2002; Gomes et al., 2013; Silva et al., 2016),

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

FIGURA 5. Delimitacdo de pontos referenciais iniciais apds o ajuste de bordo
incisal direito
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Legenda: a. Ajuste incisal do incisivo central inferior direito; b. Variaveis
resultantes das delimitagdes em relagdo ao ponto P.
Fonte: Adaptado de Lee et al. (2002).

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

erupcao seguem dispostos na tabela 2.

TABELA 2. Valores resultantes da avaliacdo da taxa de erupcdo dentaria

Incisivo central inferior direito - Incisivo central inferior esquerdo -
Hipofuncional Hiperfuncional
D; - disténcia do ponto (P) até a marca de Ds - distancia do ponto (P) até a marca de
referéncia (R) referéncia (R)
D2 - distancia do ponto (P) até o bordo incisal D4 - distancia do ponto (P) até o bordo incisal
ajustado (B) (B)

Apos 24 ou 72 horas o registro do deslocamento dos pontos referenciais foram
mensurados e novos pontos anatémicos referenciais foram restabelecidos (Gerlach et
al., 2000; Lee et al., 2002; Omar et al., 2011). Desta forma, a marca de referéncia (R)
foi anulada e novos parametros 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).
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FIGURA 6. Mensuracdo dos pontos referenciais apds 48/72 horas e
restabelecimento da condicdo inicial
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Legenda: a. Mensuragao dos pontos apds 48/72 horas. b. Restabelecimento
dos pontos anatomicos referenciais iniciais. A seta em vermelho indica a
marcagao desconsiderada.

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

As imagens foram inseridas sob coordenadas (x e y) e avaliadas por meio do
software Image]® version 1.6. (National Institutes of Health, Bethesda, EUA). Deste
modo, dados correspondentes ao comprimento dos incisivos inferiores foram dispostos
em tabela e a diferenca entre o aspecto inicial e crescimento apds de 48 e/ou 72 horas
foram calculados (Lorimier, 1972). A figura 7, retrata a sequéncia dos procedimentos

realizados na etapa de avaliagao da taxa de erupcao.


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 avaliagdo quantitativa da taxa de erupgdo
dentaria

. o - “ ‘/- .

Legenda: a. Aspecto inicial; b. Ajuste incisal e padronizacdo dos pontos
referenciais; c. Aspecto apos 48 ou 72 horas; d. Reajuste incisal.
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3.7 EUTANASIA

A eutanasia ocorreu ao final da terceira semana de mensuracao da taxa de
erupcao, onde os animais estavam com 56 dias de vida pds-uterina. A eutanasia foi
realizada seguindo as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal — CONCEA, informada na publicacao no Diario Oficial da Unido (22/02/2018),
secao I, onde a Resolucao Normativa n° 37, de 15 de fevereiro de 2018, determina a
Diretriz da Pratica de Eutanasia do CONCEA e revoga a Resolucao Normativa n° 13,

de 20 de setembro de 2013, apontando que:

"Os anestésicos dissociativos ndo devem ser utilizados como agentes unicos
para realizacdo de eutandsia porque ndo promovem inconsciéncia, mas apenas
dissociacdo do cortex cerebral. Podem causar excitacdo, catalepsia e convulsdo
em altas doses e a dose letal € muito alta. Entretanto, para eutandsia, quando
associados aos agonistas de adrenorreceptores de alpha-2, como a xilazina,
podem ser utilizados para contengdo quimica de animais indoceis, seguido de
sobredosagem com a propria associacdo ou complementagcdo com anestesicos
gerais. A sobredosagem da combinacado de anestésicos dissociativos e agonistas
de adrenorreceptores de alpha-2 pode ser utilizada para eutandsia de

roedores”.

Portanto, a indugao da eutanasia nos animais do presente estudo foi realizada
por sobredose anestésica, por meio da associacdo de Cloridrato de Ketamina
(300mg/kg de peso) e Cloridrato de Xilazina (30mg/kg de peso), as quais estao

disponiveis na pagina da CEUA, no site www.forp.usp.br. Adicionalmente, conforme

sugestao da CEUA, para garantir otimizacao dos procedimentos, a decapitacao
também foi adotada.

Apds a eutanasia dos animais, as mandibulas foram removidas, dissecadas e
seccionadas em hemimandibulas. Metade dos espécimes foram destinados a analise
da regido odontogénica, por meio da técnica de coloracdo com hematoxilina e eosina
e imunohistoquimica. A outra metade foi destinada a analise da expressao génica pela

técnica de PCR em tempo real quantitativo.


http://www.forp.usp.br/
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Para analise histoldgica da regidgo odontogénica, metade das hemimandibulas
foram processadas de forma integra. A outra metade foi novamente seccionada no
sentido transversal na regiao mesial do segundo molar inferior (Figura 8a e b). Para
anadlise da expressdao génica, todos os espécimes foram submetidos a seccao do
condilo, processo coronoide e ramo da mandibula com objetivo de isolar a regido
odontogénica (Figura 8¢, d, e). A seccdo da hemimandibula foi realizada com disco

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

FIGURA 8. Desenho esquematico da hemimandibula integra e
dos espécimes isolados

L

Legenda: a. Desenho esquematico representando a
hemimandibula ao longo do eixo do dente; b. Desenho
esquematico representando a hemimandibula seccionada no
sentido transversal; c. desenho esquematico da regido
odontogénica isolada para analise de expressdo génica.

Fonte: Adaptado de Aradjo et al. (2014).

3.8 AVALIACAO MICROSCOPICA

PROCESSAMENTO HISTOTECNICO

Os espécimes foram fixados por imersao em formol tamponado a 10% por 24
horas a temperatura ambiente e, depois, lavados por aproximadamente, 4 horas em
agua corrente. Em seguida, para a desmineralizacao, foi utilizada solugdo a base de

EDTA a 4,13% (pH 7-7,4). Os espécimes foram mantidos nesta solucdo, a temperatura
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ambiente, trocada semanalmente, até sua completa desmineralizacdo. O grau de
desmineralizagdo das estruturas foi testado por meio da penetracao de agulha nos
tecidos, para verificacdo da sua consisténcia. Uma vez que os espécimes completaram
o processo de descalcificacdo, foram submetidas ao processamento histotécnico de
rotina, sendo lavadas em agua corrente por 2 horas, desidratadas em alcool de
concentracoes crescentes (70%, 90%, 95% e 100% por 60 minutos cada),
diafanizadas em xilol (3 banhos de 60 minutos cada) e incluidas em parafina. A posicao
de inclusao dos espécimes foi padronizada segundo a seccdo. As hemimandibulas
integras foram dispostas com a superficie vestibular voltada para regidao do corte, e
estes foram realizados no sentido longitudinal. As hemimandibulas seccionadas, foram
dispostas com a superficie mesial do segundo molar inferior voltado para a superficie
de corte. Assim, os cortes histoldgicos também foram realizados no sentido
longitudinal a partir da porcao final a porcao inicial da regido odontogénica (Figura 9).

Os blocos parafinados contendo os espécimes foram cortados em micrétomo
(Leica RM2145, Leica Microsystems®, Wetzlar, Alemanha) no sentido anteroposterior,
semiserrilhado, com espessura de 3um. A partir de cada bloco foram obtidas trinta

laminas histoldgicas contendo trés e dois cortes cada, respectivamente.

FIGURA 9. Desenho esquematico da regido
odontogénica do incisivo inferior de roedores

Legenda: A. porcdo inicial; B. porcao média; C.
porgao final da regido odontogénica. Os cortes
foram realizados a partir da regido C para regiao A.
Fonte: AraUjo et al. (2014).
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3.8.1 AVALIACAO HISTOLOGICA

A identificagdo histoldgica foi realizada com o objetivo de facilitar a
interpretacdo anatdémica e melhorar a compreensao da andlise por reagdao de
imunohistoquimica. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina, montadas em
balsamo do Canada e analisadas em microscépio de luz comum com aumento de 25x
a 400x. Foram selecionadas porcoes médias, correspondentes a fase de histo- e
morfodiferenciacao (fase de campanula) e, porcao final da regidao odontogénica

representando a odontogénese completa.

3.8.2 AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA

Para avaliacdo da presenca e localizacdo do ERa e ERB na regido odontogénica,
os cortes sequenciais foram colocados sobre laminas devidamente revestidas com
organo-silano (StarFrost®, Lowestoft, Reino Unido) para realizacdo da técnica de
imunohistoquimica dos diferentes grupos. As reacdoes de imunohistoquimica foram
realizadas por meio da técnica da imunoperoxidase. Os cortes histoldgicos foram
desparafinizados em estufa a 60°C por 4 horas. A desparafinizagcao foi seguida da
imersao em xilol, duas trocas a cada 10 minutos e hidratadas em alcool em
concentracoes decrescentes (2 banhos em alcool etilico absoluto, 90%, 70% e 50%,
respectivamente) e na sequéncia em agua destilada (10 passagens sem intervalo, RU).
A recuperagao antigénica foi realizada utilizando solugdo pH 9,0 (Target Retrieval
Solution S2367, Dako Products®, Glostrup, Dinamarca), em fervura, por 15 minutos
na panela de pressao elétrica. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com
imersdo das laminas em perdxido de hidrogénio 3,5% em temperatura ambiente por
10 minutos, seguido pela imersao em tampao fosfato-salino (PBS — pH 7,4). Todos os
cortes foram cobertos com o anticorpo primario conforme a tabela 3, em ambiente
com umidade constante a 4°C por 16 horas. Apds esse periodo, foi realizada a
deteccdo com o kit LSAB® (Dako Products®, Glostrup, Dinamarca). O complexo
antigeno anticorpo foi revelado utilizando 3,3’ — diaminobenzidina (DAB) (Dako
Products®, Glostrup, Dinamarca) e os cortes foram contra corados com hematoxilina
de Carazzi. As laminas foram entdo lavadas em agua corrente, lavadas em agua
amoniacal por 30 segundos, lavadas em agua corrente, diafanizadas, desidratadas e

montadas. As amostras foram examinadas em microscépio Optico (DM500, Leica
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Microsystems®, Wetzlar, Alemanha) adaptado a uma camera de alta resolugao (ICC50,
Leica Microsystems®, Heerbrugg, Alemanha). De cada imagem foi realizada uma
sequéncia de fotos nos tamanhos de 5x a 1000x, sendo selecionadas foto de maior

aumento, como 400x e 1000x.

TABELA 3. Relacdo dos anticorpos primarios e secundarios utilizados para técnica de imunohistoquimica
dos diferentes grupos

An!:lcc’)r!:os Fabricante Diluicao | Recuperacdao | Bloqueio Antlcorip? Cromogeno
primarios secundario
Anti-ERa - Santa Cruz o
mouse Biotechnology, | 1:200 | 52367 (DAKO) | 0,5% H20, IgG2a DAB liquido
pH 9 10 minutos
monoclonal Inc. Europe
Anti-ERB - Santa Cruz o
mouse Biotechnology, | 1:200 | 52367 (DAKO) | 0,5% H20 IgG2a DAB liquido
pH 9 10 minutos
monoclonal Inc. Europe

3.9 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA - PCR EM TEMPO REAL QUANTITATIVO

Para quantificar a expressao génica de £SR1 e ESRZ2 diferencialmente expressos
entre os grupos OVX e SHAM, os espécimes (constituidos pela regidgo odontogénica
individualizada) foram mantidos em RNAlater (Life Technologies Corporation -
Carlsbad®, Canada, EUA) e congelados a -80°C até o dia do processamento. Para
tanto, foi utilizado o kit m/iVana™ miRNA Isolation (Thermo Fischer Scientific,
Carlsbad, EUA), e seguido o protocolo do fabricante, onde durante todo o
procedimento de extracdo foi utilizada a solucdo RNaseZap® (Thermo Fischer
Scientific, Carlsbad, EUA) para descontaminacao de todos os materiais utilizados,
assim como da bancada. Este procedimento foi adotado para a obtencao de um
ambiente livre de RNAses que poderiam levar a degradacao dos produtos de extracgao.
Os espécimes foram descongelados e pesados de forma a garantir que a quantidade
de tecido submetida a extracdo ndo estivesse fora dos limites determinados pelo kit
(0,5 — 250 mqg). Apds pesagem, as amostras foram acondicionadas em tubos do tipo
Falcon de 50 mL devidamente identificados e a elas foram adicionados o tampao de
lise proveniente do kit Lysis/Binding Buffer for Dynabeads™ (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 auxilio de um homogeneizador de tecidos (BioSpec Products®, Bartlesville,

Alemanha).
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Os espécimes entdao foram processados utilizando colunas filtrantes e tubos
coletores fornecidos com o kit para completar o isolamento do RNA total, sendo
submetidas a centrifugacao e lavagem com as solugdes conforme instrucdoes do
fabricante, sendo a Ultima etapa constituida pela eluicao dos acidos nucleicos retidos
na coluna utilizando 100 pL da solucdo de eluigdo - Elution Solution® (Thermo Fischer
Scientific, Carlsbad, EUA) aquecida a 100°C. Ao final do processo, os tubos foram
armazenados em freezer a -20° C para posterior analises.

Para realizacao da analise de pureza e quantificacdo de RNA total, as amostras
de RNA total foram retiradas do freezer e deixadas brevemente sobre a bancada para
descongelar. A quantificacdo por densidade Optica foi realizada em espectrofotometro
NanoDrop™One (Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts, EUA) utilizando-se 1 pL
do produto da extracao. A concentragao de RNA foi determinada a partir de analise de
absorbancia a 260 nm e, com base nas leituras a 280 nm, a qualidade da amostra foi
avaliada usando a razao A260/A280, com valores dessa razao préximos a 2,0 sendo
considerados como indicativos de alta pureza.

Apds a extracao do RNA, o DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando
1ug de RNA total e o kit High Capacity (Applied Biosystems®, Foster City, EUA). As
reagoes entao 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 transcricao reversa
utilizado. O programa consistia de uma etapa a 25° C por 10 minutos, seguido por
uma etapa a 37° C por 120 minutos, outra etapa a 85° C por 5 minutos sendo entao
finalizado a 4° C por 5 minutos. Ao término deste processo, os espécimes estavam
prontos para serem submetidas ao processo de quantificagao por PCR em tempo real
ou poderiam ser armazenadas em freezer a -20° C ou -80° C dependendo do tempo
de armazenagem necessario.

O produto resultante do PCR (cDNA) foi utilizado para o ensaio de quantificacao
por PCR em tempo real (gQPCR). Para tanto, realizou-se a adicao do reagente TagMan™
Fast Universal PCR Master Mix (2X), no AmpErase™ UNG (Thermo Fischer Scientific,
Carlsbad, EUA), sendo as reagoes para quantificacao preparadas seguindo orientacoes
do fabricante. As condigcoes de reacao de RT-PCR para cada gene de interesse foram

otimizadas com relagdo a concentracao de primers e eficiéncia da amplificacao do gene
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alvo. Apds insercao no equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific®, Massachusetts, EUA), foi selecionado o programa de termociclagem
“Quantitative (comparative AACt)”, que consiste em um estagio inicial para
agquecimento das reacoes até 95° C por 20 segundos seguido por um estagio composto
por 40 ciclos em que as amostras foram aquecidas a 95° C por 1 segundo e depois
levadas a 60° C por 20 segundos para que houvesse a extensao da nova cadeia de
DNA, liberacao das sondas fluorescentes presentes nos ensaios e leitura desses sinais
pelo aparelho, delineando a construcao da curva de sinal em relagdo ao numero de
ciclos completados.

Obtidos os graficos, foi possivel determinar o valor de Cycle Threshold (Ct);
visto que as amostras foram realizadas em duplicatas, primeiramente realizou-se
média aritmética entre os Crs de cada amostra, e, do Cr médio obtido de cada amostra,
foi subtraido o Cr médio dos diferentes controles enddgenos utilizados (ACTB e
GAPDH), caracterizando o primeiro A do método utilizado.

Na sequéncia, as amostras do grupo SHAM foram selecionadas como “controle”
(calibradores do experimento), ou seja, essas amostras serviram como base de
comparagao para os niveis de expressao e caracterizacao dos resultados. Em outras
palavras, de cada ACr obtido para as amostras foi subtraido o ACt médio do grupo
SHAM, configurando entdo o AACrt. Esse valor foi entdao aplicado em uma exponencial
do tipo 2-22¢t para que fosse enfim, obtido o valor de fold change, isto é, a quantidade

de vezes que caracteriza a diferenca de expressao encontrada nas amostras.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

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 significancia de 5% (erro tipo I). A normalidade foi
testada usando o teste de Shapiro-Wilk e analise de Quantile-Quantile plot (QQ-plot).
O teste de Levene foi aplicado para testar a homogeneidade de variancias. Os dados
referentes a taxa de erupcao, peso corporal, peso do Utero e expressao génica de
ERS1 e ERSZ, seguiram uma distribuicdo normal e possuem homogeneidade de
variancias. Um modelo linear geral de medidas repetidas e um fator foi usado como

método para Anadlise de Variancia (ANOVA) para testar a interacao entre o fator tempo
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e o fator tipo de tratamento. A equivaléncia de matrizes de covariancia foi testada pelo
teste M de Box. O resultado significativo no teste de esfericidade de Mauchley
demonstrou a necessidade de uma corregao estatistica (correcao de Huynh-Feldt). O
ajuste de Bonferron foi aplicado para comparacdes multiplas. O teste ¢ de Student foi

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

4.1 INFLUENCIA DA DEFICIENCIA DE ESTROGENO NO PESO CORPORAL

Durante o periodo de experimento, foi possivel observar nos dois grupos o

aumento de peso corporal gradual até o dia da eutanasia (Grafico 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).

GRAFICO 1. Influéncia do modelo experimental (OVX e SHAM) no
peso corporal em funcdo do tempo
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TABELA 4. Estatistica descritiva e inferencial do peso corporal nos grupos OVX e SHAM

. Grupos
Condicao do
OovX SHAM p-valor
Animal
Min.- max. Média (DP) Min.- max. 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 padrao.

4.2 INFLUENCIA DA DEFICIENCIA DE ESTROGENO NA TAXA DE ERUPCAO

DENTARIA

Os dados referentes a mensuragdes de D, e D4, tanto nas condigdes de hipo-

quanto hiperfuncdo, apresentaram-se com alto indice de fratura no terco incisal (59%
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no grupo OVX e 53% no grupo SHAM), inviabilizando a avaliacao da taxa de erupcao

nestes pontos referenciais.

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

OVX em condigbes de hipofuncao (D1) ha uma ligeira diminuicdo da taxa de erupcao

dentaria em relagdo ao grupo SHAM entre os dias 17 e 21 (Grafico 2a). Em condicao

de hiperfuncdo (D3), € possivel observar que a taxa de erupgao dentaria no grupo OVX

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

SHAM (Gréfico 2b).

GRAFICO 2. Influéncia do modelo experimental (OVX e SHAM) na taxa de erupcao dentaria em funcao

do tempo
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Legenda: a. Dentes em condigdo de hipofuncdo. b. Dentes em condicdo de hiperfuncao
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Quando as médias finais da taxa de erupcao sao comparadas, em condicao de

hipofuncao (D1), ndo ha diferenca estatistica significativa entre os grupos (p=0,09)

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

hiperfuncao (D3), o grupo OVX demonstrou taxa de erupgao diminuida em relagdo ao

grupo SHAM, (p= 0,03) (Grafico 3b).
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GRAFICO 3. Influéncia do modelo experimental (OVX e SHAM) na taxa de erupcao dentaria
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A interacao entre os fatores tempo experimental e grupo teste foi testada por

meio da ANOVA (Analise de Variancia) (Tabela 2). Os resultados demonstraram que

ha um efeito significativo do tempo nas medidas de taxa de erupcdo. Entretanto,

quando o fator grupo experimental € incluido na inferéncia, observa-se que nao ha

uma interagao entre os valores de matrizes da taxa de erupgao.

TABELA 5. Interacdo entre o fator grupo experimental (OVX e SHAM) e a variavel tempo: Andlise de
variancia para um fator e medidas repetidas.

p-value np2
Tempo 0,000 (1.00) 0,262
Efeitos Principais
Grupo Experimental 0,004 (0.85) 0,209
Interagoes Tempo x Grupo Experimental 0,459 (0.33) 0,025

Box’ M: p-valor

0,547

4.3 INFLUENCIA DA DEFICIENCIA DE ESTROGENO NA ATROFIA UTERINA

Apos eutanasia, foi possivel observar que o grupo OVX apresentou significativa

atrofia uterina quando comparado ao grupo SHAM (p< 0,0001) (Grafico 4).
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GRAFICO 4. Influéncia do modelo experimental (OVX e SHAM) no
peso do Utero (em gramas)
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4.4 AVALIAGAO MICROSCOPICA DA REGIAO ODONTOGENICA

4.4.1 HISTOLOGIA DA REGIAO ODONTOGENICA

Em um corte transversal da regido odontogénica do incisivo inferior, em sua
porcao média, € possivel observar o estagio de campanula da odontogénese. Este
estagio € marcado pela histodiferenciacdo de um conjunto de células epiteliais
semelhantes em componentes distintos morfo- e funcionalmente (Figura 10).

Em um corte longitudinal da regido odontogénica, € possivel observar a
diferenciacao de ameloblastos (a partir do epitélio interno) e odontoblastos (a partir
das células da papila dentaria adjacentes ao epitélio interno). Esta diferenciagao inicia-
se na ponta de cuspides e/ou bordas incisais e progride em direcdo a alca cervical
(Figura 11).

Em cortes subsequentes, é possivel observar a conformacao da porgao final da
regidao odontogénica. Nota-se deposicdo completa de esmalte e dentina, assim como
a formacao de cemento. Em dentes com erupgdo continua, esse estagio corresponde

ao estagio de formagao radicular (Figura 12).
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FIGURA 10. Fotomicrografia da porgdo média da regido odontogénica do incisivo inferior de roedores
apods tratamento com coloracdo de hematoxilina e eosina — corte transversal
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Legenda: a. Porcdo média da regido odontogénica do incisivo inferior correspondente ao estagio de
campanula da odontogénese. A regido em destaque é chamada de alga cervical. b. Em uma visdo
ampliada da alca cervical, pode-se observar os epitélios, externo e interno do 6rgao dentario (EE e EI,
respectivamente). O EE e o EI do 6rgdo dentario se unem e circundam o reticulo estrelado (setas em
vermelho). O EE assume caracteristica cuboide. O EI adquire forma cilindrica baixa, caracterizado pelo
alto contetido de glicogénio. A papila dentaria (PD) e foliculo dentério (FD) também sdo evidentes. As
células da papila dentaria apresentam-se como células mesenquimais indiferenciadas. Ao longo da alca
cervical é possivel observar a reducdo do reticulo estrelado (setas em azul), que dardo inicio a formagao
de esmalte dentdrio.
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FIGURA 11. Fotomicrografia da regido odontogénica do incisivo inferior de roedores apds tratamento
com coloracdo de hematoxilina e eosina — corte longitudinal
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Legenda: a. Histodiferenciagdo ao
longo da alga cervical. b. Em uma
visdo mais ampliada da alca
cervical, pode-se observar a unido
dos epitélios, interno e externo (EI
e EE, respectivamente), reticulo
estrelado (seta em vermelho) e
papila dentaria (PD). Entre o EI e
RE forma-se o] estrato
intermediario que participard da
formacdo do esmalte de dentario.
As células do EI, até entdo,
cilindricas e baixas, tornam-se
altas com inversao de polaridade.
Estas células transformam-se em
pré-ameloblastos  (PA). Sob
influéncia dos PAs, as células
mesenquimais da periferia da PD
interrompem sua divisao e logo se
diferenciardo em odontoblastos
(setas em azul).

c. Observa-se que os pré-
odontoblastos diferenciaram-se em
odontoblastos (OB). Apds a
deposicao de dentina (dentina do
manto) (setas em vermelho), os
pré-ameloblastos completardo sua
diferenciagdo em ameloblastos
(AM) e ha formacdo inicial de
esmalte (setas em azul). Pode-se
observar duas ou trés camadas de
células pavimentosas que
constituem o estrato intermediario
(Ei), que participara da formacao
do esmalte.
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FIGURA 12. Fotomicrografia da porcdo final da regido odontogénica do incisivo inferior de roedores
apos tratamento com coloragdao de hematoxilina e eosina — corte transversal

Legenda: a. Porgao final da regido odontogénica do incisivo inferior correspondente ao estagio de
formacdo radicular. As regides em destaque estdo ampliadas na figura 13b (face lingual do incisivo
inferior) e figura 13c (face mesio-vestibular do incisivo inferior). Em b, nota-se a presenca de ligamento
periodontal (LP), cemento acelular (CA), odontoblastos (OB) e papila dentaria (PD). O LP ancora os
incisivos ao 0sso circundante na face lingual. As setas em vermelho indicam as fibras de Sharpey. Em c,
nota-se a presenca de pré-dentina (PD), dentina (D), esmalte (E), ameloblastos (AM) e estrato
intermediario (Ei) envolvido pelo foliculo dentario (FD).
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4.4.2 INFLUENCIA DA DEFICIENCIA DE ESTROGENO NA IMUNOEXPRESSAO DOS
RECEPTORES DE ESTROGENO (ERa e ERB) NA REGIAO ODONTOGENICA

O ERa pode ser descritos com imunoexpressao nuclear. Em um corte
longitudinal da regido odontogénica, nota-se que a regidgo de alca cervical nao
apresentou imunoexpressao em ambos os grupos (OVX e SHAM) (Figura 13a e b). Ja
a regiao de ameloblastos, de ambos os grupos (OVX e SHAM), demonstrou
imunoexpressao de ERa (Figura 13c e d). A regido constituida pelos tecidos de
sustentacdo também ndao demonstrou imunoexpressao nuclear de ERa em ambos os
grupos (OVX e SHAM) (Figura 13e e f).

O ERB pode ser descritos com imunoexpressao nuclear e citoplasmatica. Em um
corte longitudinal da regido odontogénica, nota-se imunoexpressdao em células da
papila dentaria no grupo OVX (Figura 14a e b). A regido contendo os ameloblastos ndo
demonstrou imunoexpressao para 0 ERB em nenhum dos grupos (OVX e SHAM)
(Figura 14c e d). A regido constituida pelos tecidos de sustentacdo, a imunoexpressao
de ERB 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 porcdo referente a alca cervical da regido odontogénica (a e b); regiao
de ameloblastos (c e d) e regido dos tecidos de sustentagdo (e e f) apds a realizagdo da técnica de
imunohistoquimica para ERa
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Legenda: As figuras a e b, correspondentes a regidao de alga cervical do incisivo inferior, ndao
demonstraram presenca de imunoexpressdo para ERa. Ja nas figuras c e d, ha imunoexpressao para
ERa em ambos os grupos, indicados pelas setas em vermelho. Nas figuras e e f, correspondente aos
tecidos de suporte, também ndo houve imunoexpressao de ERa.

Papila dentaria (PD), foliculo dentario (FD), ameloblastos (AM), esmalte (E), ligamento periodontal (LP),
cemento acelular (CA), odontoblastos (OB).
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FIGURA 14. Fotomicrografia da porcdo referente a alca cervical da regido odontogénica (a e b); regido
de ameloblastos (c e d) e regido dos tecidos de sustentagdo (e e f) apos a realizacdo da técnica de
imunohistoquimica para ERB
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Legenda: As figuras a e b, correspondentes a regido da alca cervical do incisivo inferior. Em a, ndao
houve presenca de imunoexpressao para ERB no grupo SHAM. Ja em b, as células da papila dentéria
demonstram imunoexpressdao de ERB (setas em vermelho). Nas figuras ¢ e d, ndao houve
imunoexpressao para ERB em ambos os grupos. Ja nas figuras e e f, correspondente aos tecidos de
suporte, houve imunoexpressao de ERB em ambos os grupos. As setas em vermelho indicam a
imunoexpressao em cementoblastos. As setas em azul indicam a imunoexpressao em ligamento
periodontal. Papila dentaria (PD), foliculo dentario (FD), ameloblastos (AM), esmalte (E), ligamento
periodontal (LP), cemento acelular (CA), odontoblastos (OB).
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4.5 INFLUENCIA DA DEFICIENCIA DE ESTROGENO NA EXPRESSAO GENICA DE ESR1
E ESR2 NA REGIAO ODONTOGENICA

Pode-se observar que a expressao génica £SRI de estrégeno nao diferiu na
comparacao entre os grupos OVX e SHAM (p=0.33) (Grafico 5a). Entretanto, a
expressao génica £SR2 foi significativamente menor no grupo SHAM (p=0.05) (Grafico
5b).

GRAFICO 5. Influéncia do modelo experimental (OVX e SHAM) na expressao relativa de RNAm (ESR1
e ESR2) na regido odontogénica
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Legenda: a. Expressdo génica de £SRI na regido odontogénica. b. Expressdo génica de £SR2na
regido odontogénica
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5 DISCUSSAO

5.1 DESENHO DO ESTUDO E TAMANHO AMOSTRAL

A erupcao dentaria tipicamente associada ao desenvolvimento craniofacial,
embora de demasiada importancia para o aparelho estomatognatico, ainda nao esta
complemente compreendida. De forma pragmatica, a compreensdao dos mecanismos
envolvidos nesse fendbmeno tem grande relevancia clinica quando se considera que ha
uma influéncia multifatorial tanto no processo de erupcao dentaria (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 varios mecanismos
que a deficiéncia de estrégeno 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 situacdes fisioldgicas ou patoldgicas
atribuidas ao corpo humano, pode-se ter uma resposta na regidao odontogénica que
consequentemente poderdao ocasionar desvios significativos no curso da erupcao
dentaria.

Nessa pesquisa, 0 modelo experimental murino foi adotado devido a erupgao
continua de incisivos superiores e inferiores, a similaridade com a regido odontogénica
humana e aplicabilidade de um modelo /n vivo de deficiéncia de estrégeno (Thompson
et al., 1995; Weitzmann e Pacific, 2006; Merzel e Novaes, 2006). A erupgao continua
dos incisivos possui capacidade regenerativa, sendo considerado o melhor modelo para
replicacOes de fendmenos associados a taxa de erupcao dentaria. Além disso, a por¢ao
inicial da regido odontogénica, apresenta similaridade com os estagios de capuz e
campanula da odontogénese humana (Thompson et al., 1995; Merzel e Novaes, 2006).
Deste modo, é possivel identificar alteragdes na erupcdo dentdria durante toda vida
do animal. E vélido ressaltar que o fendmeno de erupcdo continua ocorre apenas em
incisivos, diferentemente dos outros dentes da arcada dentaria que seguem curso
normal (Treuting, Dintzis, Montine, 2018).

O modelo de roedores destinados a esta pesquisa foi realizado com ratas
heterogéneas da linhagem Wistar Hannover. Essa linhagem foi selecionada pois
permite uma maior reprodutibilidade do desenvolvimento humano em razao de mais

de 90% de seu genoma poder ser dividido em regides correspondentes ao dos
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humanos (Waterston et al., 2002). Desta forma, foi possivel demonstrar resultados
proximos ao desenvolvimento humano, tanto em niveis sistémicos e quanto
comportamentais. Corroborando com a escolha dos animais heterogéneos, diversos
estudos relacionados a taxa de erupcdo dentaria, também denotam essa
particularidade (Shimada et al., 2005; Drevensek et al., 2009; Gomes et al., 2013;
Aratjo et al., 2014; Silva et al., 2016).

Existem diversos modelos para desencadear a deficiéncia de estrogeno, dentre
0s mais utilizados podemos citar o uso de animais geneticamente modificados (Polur
et al., 2015; Hewitt et al., 2016), o uso de antagonistas de ERs (Marquez-Hernandez
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 investigacao experimental de agles relacionadas a erradicacao do estrogeno, ndo
explicariam a influéncia da deficiéncia de estrdgeno e seus receptores, uma vez que
(Davey et al.,, 2004; McCauley, Toéziim, Rosol, 2002) estes animais apresentariam
fenotipos mais graves da deficiéncia/auséncia de estrégeno nos tecidos. Ja o uso de
antagonistas de ERs poderiam remeter processos farmacocinéticos e
farmacodinamicos ocasionando vieses quando na analise 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 deficiéncia de estrégeno foi realizada
experimentalmente pela cirurgia de ovariectomia (Weitzmann e Pacifici, 2006). O
modelo se destacar pois a deficiéncia hormonal em ratas assemelha-se aos padroes
de alteracdes apreciados em humanos sob essa mesma condigao (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 deficiéncia semelhante a menopausa,
estimulando a reabsorcao déssea por meio de células osteoclasticas (Weitzman e
Pacifici, 2006) e do aumento de vida util dessas células (Thompson et al., 1995; Krum
et al., 2008; Martin-Millan et al., 2010), induzindo a osteopenia.

Em relagdo ao periodo escolhido para o procedimento de ovariectomia, optou-
se por iniciar a experimentacao aos 25 dias de vida pos-uterina, correspondente ao
periodo pré-puberal de ratas Wistar Hannouver (Ojeda et al., 1976; Treuting, Dintziz,
Montine, 2018). Essa estratégia objetivou a mimetizacao dos niveis de estrdgenos

circulantes no corpo do animal antes de sua maior descarga hormonal e consequente
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maturacdo sexual. Seguiu-se a proposicao que a taxa de erupgao dentaria poderia
estar alterada quando houvesse grandes descargas hormonais, como nos resultados
de estudos prévios realizados no modelo humano (Filipsson, Lindsten, Alimqvist, 1965;
Roberts et al., 1986; Midtbo e Halse, 1992; Hass et al., 2001; Ahiko et al., 2019).

Para acompanhar da reducao dos niveis séricos de estrégeno durante o periodo
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 periodo maior de tempo e demonstraram
diferenca 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
diminuicdo de gasto de energia, o que resulta em obesidade e resisténcia a insulina
(Rogers et al., 2009; Zhu et al., 2013; Darbre et al., 2017). No entanto, enfatiza-se
que o controle do peso corporal nao é suficiente para validar a deficiéncia de
estrégeno. Entdo, logo a apds a eutanasia, foi realizado uma autdpsia 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 eficiéncia da cirurgia de ovariectomia, as
concentragbes plasmaticas de estrégeno também foram avaliadas. No entanto, existe
uma variacao hormonal constante em cada ciclo reprodutivo do animal, assim seria
dificil estabelecer um parametro a ser seguido (Treuting, Dintziz, Montine, 2018). A
efetividade da ovariectomia também pode ser realizada pela diminuigdo da densidade
mineral (BMD), utilizando microtomografia computadorizada (microCT). Neste trabalho
a complementacao por essa metodologia foi excluida uma vez que o efeito da
deficiéncia de estrogeno avaliada por meio da MicroCT depende do tipo de osso
avaliado. Em ossos longos as alteragdes da microarquitetura trabecular foram
observadas apds 12 semanas do procedimento cirdrgico (Liu et al.,, 2015; Hao et al,,
2016). Em contrapartida no osso subcondral da articulagao temporomandibular foi
possivel observar alteracoes apds 10 semanas do procedimento (Chen et al., 2014).
Deste modo, embora os efeitos da diminuicdo dos niveis enddgenos de estrogeno
possam afetar a microarquitetura e a densidade mineral dos o0ssos maxilares e

mandibulares, os resultados ainda sao inconsistentes.
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A avaliacao da taxa de erupcao dentaria foi realizada por meio do registro de
imagem pelo estereomicroscdpio dptico associado a camera acoplada ao dispositivo e
posterior analise por software. A literatura descreve varios métodos para avaliacao
quantitativa da taxa de erupcao dentaria. Alguns autores utilizam metodologia mais
simples como analise direta com paquimetro (Lorimier 1972), andlise direta com
microscopio Optico e paquimetro digital (Gerlach et al., 2000; Sassaki et al., 2003;
Omar et al., 2018) e registro de imagem com microscopio Optico e camera acoplada
ao dispositivo (Lee et al., 2002). Outros autores, utilizam tecnologia mais sofisticada,
como os dispositivos eletronicos conectados a um voltimetro digital. No entanto, esses
equipamentos possuem alto custo e necessitam de procedimentos cirdrgicos para
serem instalados (Shimada et al., 2006). Em um estudo comparativo de métodos de
avaliacao de taxa de erupgao sob condicao de visao direta e registro de imagem, foi
possivel demostrar que ndao houve diferenca significativa entre as metodologias
utilizadas. Contudo, as afericdes por método direto podem ser influenciadas pela
memoria do operador, diminuindo a confiabilidade de resultados (Lee et al. 2002).

Os incisivos inferiores foram selecionados devido a capacidade de erupgao mais
acelerada quando comparados aos incisivos superiores (Maténa, 1972; Treuting,
Dintziz, Montine, 2018). Além disso, houve uma melhor relacdo de paralelismo da
coroa clinica em relacao a lente do estereomicroscopio (Treuting, Dintziz, Montine,
2018). Posteriormente, procedeu-se a padronizacao e ajuste incisal, criando as
condicOes de hipo- e hiperfuncao (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 erupcao e replicar alteracOes sistémicas minimas associadas a
taxa de erupgdo dentaria (Bryer 1957; Gerlach et al., 2000; Lee et al., 2002). Contudo,
cabe ressaltar que nao foram encontrados resultados significativos nos dentes em
condicao de hipofuncao. Isso pode ser justificado pelas alteracdes da regiao
odontogénica na deficiéncia de estrogeno que serdo discutidas posteriormente, ou pela
incompatibilidade de metodologia empregada. Segundo alguns autores, a delimitacao
do ponto P no incisivo em condicao de hipofuncao pode inviabilizar resultados, tendo
em vista que a gengiva pode torna-se hiperplasica e friavel quando o incisivo é

encurtado regularmente. Isso faz com que haja deslocamento do parametro 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 REGIAO ODONTOGENICA DE DENTES COM CRESCIMENTO CONTINUO —
INCISIVOS INFERIORES DO MODELO MURINO

A regido odontogénica de dentes com erupcdo continua apresenta um grau
elevado de metabolismo, proliferacao e diferenciacao (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
€ mesenquimais para manter a sua capacidade regenerativa (Treuting, Dnitzis,
Montine, 2018). Sendo assim, sugere-se que o grau de responsividade da regiao
odontogénica frente a agentes internos e/ou externos esteja diretamente relacionado
a taxa de erupcao dentaria continua. Diante disso, propds-se a identificacao das
estruturas que compdem a regidao odontogénica e a andlise de receptores que
corroborassem ativamente com a deficiéncia de estrogeno. Em termos praticos, esse
a identificacao de estruturas no modelo animal pode fornecer informagdes valiosas ao
estudo dos mecanismos associados a erupgao e desenvolvimento dentario.

Os dentes com erupcdao continua nos permitem correlaciona-los com a
odontogénese em humanos (Merzel e Novaes, 2006; Treuting, Dnitzis, Montine, 2018).
Esses dentes retratam estagios iniciais da odontogénese, mais especificamente,
estagios de capuz e campanula, independentemente da idade do animal (Treuting,
Dnitzis, Montine, 2018). Além disso, 0 modelo murino nos permite também aproximar
0s estagios posteriores da odontogénese, como a formacao radicular. Os dentes com
erupcao continua sdo 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 porcao final da regidao odontogénica por exemplo,
todas as estruturas que compdem a odontogénese se fazem presentes (Maténa,
1972). Em nosso trabalho, prop0s-se realizar cortes histoldgicos em diversos
seguimentos da regido odontogénica com objetivo de identificar tecidos e
posteriormente, simplificar a analise imunohistoquimica dos ERs. Além disso, a regido

odontogénica também foi isolada para analise da expressao génica de £SR1 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 atuacao desse hormonio.

Os cortes foram realizados ao longo da regido odontogénica e em sentido
transversal. Foram utilizadas as porcdes, média e final, da regido odontogénica. A
regiao inicial corresponde ao estagio de capuz, onde o evento mais evidente é a
proliferacao celular, que proporciona o aumento do nimero de células tato do epitélio
(que esta invaginando) quanto do ectomesénquima (que se condensa abaixo do
epitélio). A partir da porcao média, que corresponde a fase de campanula, inicia-se a
morfogénese e a histodiferenciacdo. Assim, um conjunto de células epiteliais
semelhantes torna-se um componente distinto morfo- e funcionalmente (Nanci, 2014).
A morfogénese e a histodiferenciacdo iniciam a formacao do reticulo estrelado, epitélio
dentario externo e interno e, estrato intermediario. A unidao dos epitélios dentarios,
externo e interno dao origem a alga cervical. Diversos autores relatam que a alca
cervical localizada no “apice 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 evolucao da
dentinogénese, as células do epitélio dentario interno concluem a diferenciagdo,
assumem fungdo secretora e produzem matriz organica em contato com a superficie
de dentina recém-formada e, quase instantaneamente, a matriz organica é
mineralizada formando o esmalte (Nanci, 2014).

A fase seguinte, formacao radicular, também é proveniente da proliferacao dos
epitélios, interno e externo, da alca cervical. A partir desse estagio, a erupcao dentaria
é iniciada no sentido axial em humanos (Nanci, 2014). A alca cervical sofrera uma
diferenciacao em diafragma epitelial e a bainha epitelial de Hertwig, quase
imperceptivel no modelo murino (Treuting, Dnitzis, Montine, 2018). O diafragma
epitelial corresponde a porgdo final do encontro entre epitélio interno e externo; ja a
bainha epitelial de Hertwig é uma estrutura mais complexa e que sera responsavel por
guiar o desenvolvimento dos tecidos de sustentacao: cemento, ligamento periodontal
e 0sso alveolar (Nanci, 2014). Todas as estruturas supracitadas foram recapituladas
perante a interacdo nas teorias da erupcao dentaria (Jain e Rathee, 2019). Assim,
sugere-se os receptores de estrégeno possam estar localizados nessas estruturas, e

possam colaborar com desvios significativos na taxa de erupgao dentaria.
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5.3 TAXA DE ERUPGAO DENTARIA E A DEFICIENCIA DE ESTROGENO

Ao final de trés semanas, a média das diferencas entre os grupos OVX e SHAM
foram comparadas. Em condicao de hipofuncao nao foram obtidos resultados
estatisticamente significativos entre os grupos. No entanto, quando analisado os dados
referentes as condicdes de hiperfuncao, o grupo OVX demonstrou uma taxa de
erupcao dentaria diminuida em relacdo ao grupo SHAM.

Atualmente, é sabido que a influéncia multifatorial prejudica a compreensao e
discussao dos diversos fatores envolvidos no processo de erupgao dentdria. A titulo de
exemplo, podemos destacar os resultados obtidos nesta pesquisa nos dentes
submetidos a condicdo hipofungdo. Ha um respaldo abundante na literatura quanto a
erupcao dentaria acelerada em dentes em condicao de hipofuncao, de acordo com o
estagio de odontogénese 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 condicao de hipofuncao, depois que o
sucessor ja tenha iniciado o processo, havera uma aceleragao. Se essa perda ocorrer
antes que o sucessor entre na fase pré-eruptiva havera um atraso. Ademais, o
processo de erupcdo dentaria em condicao de hipofuncao foi descrito com uma
velocidade de duas a trés vezes maior que dentes em condicdo de hiperfuncao (Bryer
1957; Gerlach et al.,, 2000; Lee et al., 2002). Porém, quando os incisivos sao
submetidos a uma condicdo de hipofuncdo, juntamente com a deficiéncia de
estrégeno, supdem-se que haja uma diminuigdo da proliferacao celular, que podera
ocasionar desvios significativos na taxa de erupcao, pela formagao de estruturas
deficientes relacionadas ao processo (Gomes et al., 2013).

A deficiéncia de estrégeno pode ser descrita e associada com a densidade
mineral dssea 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 dssea friavel, bem como, desorganizacao das fibras
colagenas do ligamento periodontal (Zhang et al.,, 2011; Liu et al., 2015;
Manokawinchoke et al., 2016). Assim, com as estruturas do tecido de sustentacao
prejudicadas, o metabolismo e a remodelacdo durante a erupgao dentaria,

principalmente em dentes com erupcdo continua, também podem apresentar-se
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prejudicados. Deste modo, € possivel sugerir que a modificacdo nas estruturas dos
tecidos de sustentacao poderia ndao exercer uma forca de tracao suficiente para que o
dente seja capaz de movimentar-se.

A fragilidade morfoldgica das fibras periodontais submetidas a deficiéncia de
estrogeno também pdde ser demonstrada em estudo realizado em modelo murino, no
qual a carga mecanica funcional foi reduzida pela extracdo do dente antagonico. Como
resultados, os autores puderam observar uma perda 6ssea no volume do 0sso alveolar.
No entanto, a aposicdo dssea continuou na superficie do 0sso alveolar voltada para o
ligamento periodontal, resultando em aumento da altura vertical do osso sem
sustentagdo pelas fibras periodontais. A aposicao 6ssea em condicOes rudimentares,
ocasionou uma leve extrusao dentaria, porém, a movimentacdo da erupcao dentaria
continuou sem alteracdes significativas (Ejiri et al., 2008). Individuos portadores da
Sindrome de Turner também demonstraram um resultado interessante quanto a
morfologia corondria e radicular de alguns dentes. Além da morfologia simplificada
presente nesses individuos, foi possivel 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 excluidas devido ao indice de
fratura. Assim, sugere-se que os defeitos na qualidade de esmalte, além da
conformacao radicular, poderiam ter favorecido ainda mais o indice de fratura e
consequentemente, desvios significativos na taxa de erupcao dentaria.

Em relacao aos resultados obtidos nos dentes submetidos a condicdo de
hiperfuncdo, sugere-se que a diminuicdo da taxa de erupcdo dentdria possa estar
associada a deficiéncia na remodelacdo dos tecidos de suporte, associada ao esforco
mastigatorio provocado pela condicao de hiperfungdo. Corroborando com nossos
resultados, o estudo de Lorimier (1972), realizado em dentes em condicao de
normofuncdo, também observou uma diminuicdo da taxa de erupcdo dentaria.
Novamente, a influéncia multifatorial pode justificar nossos resultados referentes a
condicao de hiperfuncao, uma vez que, os esforcos mastigatdrios ou qualquer
resisténcia oclusal, também pode causar alteracao do curso normal da erupcao
dentaria (Moxham e Berkovitz, 1995; Almonaitiene et al., 2010; Ames et al., 2010).

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

discrepancia de resultados entre os dias 14 e 19, correspondente ao final da primeira
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e inicio da segunda semana de vida pos-uterina. Sugere-se que o decorrer desse
periodo, estaria presente, o apice do periodo puberal em animais que se encontram
entre a puberdade e a plena maturidade (Treuting, Dintzis, Montine, 2018). Isto §&,
pode-se dizer que essa discrepancia ocorreu em um periodo que aconteceria maior
liberacdo enddgena de estrdgeno. E importante relatar essa tematica pois os estudos
realizados em humanos com diagndsticos de deficiéncia de estrogeno destacaram
achados clinicos referentes ao retardo de erupcao dentaria exatamente quando os
individuos atravessavam o periodo que seria de maior liberacdo de estrégeno (Roberts
et al. 1986; Mitbo e Halse, 1992; Ahiko et al.,2019).

No estudo de Roberts et al. (1986) exalta-se ainda mais a hipotese de um efeito
bifasico do estrogeno na denticdao em desenvolvimento no qual, a deficiéncia de
estrégeno poderia estar acelerando o desenvolvimento em periodo pré-puberal. Isso
explicaria a erupgao adiantada em meninas comparados aos meninos. Todavia, o
estudo também descreve o retardo do desenvolvimento em niveis elevados ou
deficientes associados ao periodo puberal. Contudo, é valido ressaltar que no estudo
de Roberts et al. (1986), a avaliagdo do desenvolvimento odontogénico foi realizada
em pacientes com puberdade precoce devido a lesdes associadas ao sistema nervoso
central, incluindo harmatomas, hidrocefalia congénita, astrocitoma, neurofibrose,
cistos aracnoides, sindromes dentre outras patologias. Diversas dessas alteragbes ja
foram descritas como coadjuvante no desvio da taxa de erupgao dentaria (de Morais
Gallarreta et al., 2010; Scaramucci et al., 2011; Canger et al., 2013). Assim, fica
inviabilizado a comparagao direta com estes resultados.

Um estudo realizado em meninas com Sindrome de Turner, relatou que a
deficiéncia de estrogeno poderia causar um avanco do desenvolvimento e erupcao
dentaria moderadamente avancada ou normal. E importante enfatizar que o estudo
foi realizado em uma amostra muito heterogénea. Foram incluidas meninas com idades
entre 7-16 anos, ou seja, todos periodos criticos da fase de maturacao sexual (Mitbo
e Halse, 1972). Além disso, o estudo avaliou o desenvolvimento e erupgao dentaria
por meio do método de Demirjian et al. (1973). Esse tipo de avaliagdo compreende na
analise dos estagios de desenvolvimento dentario e possui como grande desvantagem,
o risco de vieses quando aplicados em individuos mais velhos. Isto €, com o aumento

da idade, o nimero de dentes em desenvolvimento diminui e a classificacao é baseada
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principalmente na formacao de raizes, que é um processo de poucos "eventos" e longa
duracao. Contudo, a sugestao 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 erupc¢ao
acelerada. Em contrapartida, as meninas em idade puberal, média de 12 anos de
idade, demonstraram um retardo na erupc¢ao dentdaria quando comparadas as meninas
controle.

Outro ponto a ser discutido sobre estudos clinicos da taxa de erupcdo dentaria
em modelo humano, é a deficiéncia da padronizagao da nomenclatura (Mitbo e Halse,
1992). Embora alguns autores entendam que o desenvolvimento odontogénico e
erupcao dentaria sdo processos essencialmente diferentes, e que podem ser
influenciados por fatores genéticos, ambientais e hormonais, a grande maioria dos
estudos relacionados a deficiéncia de estrdgeno e a erupcao dentaria em modelos
humanos, tratam termos como desenvolvimento odontogénico, formacao dentaria,
maturagdo dentdria e erupcao dentaria como analogos (Mitbo e Halse, 1972; Roberts
et al., 1986). Essa heterogeneidade de termos contribui para formagao de vieses e

dificulta a interpretacao dos resultados.

5.4 IMUNOEXPRESSAO E EXPRESSAO GENICA NA REGIAO ODONTOGENICA NA
DEFICIENCIA DE ESTROGENO

Os diferentes clones dos ERs tém apresentado padroes de imunoexpressao nao
homogéneos, onde apresentam tanto marcagao predominantemente nuclear (Nilsson
et al., 1999) como também nuclear e citoplasmatica (van der Eerden et al., 2002b).
Essas proteinas tém acgdes no nucleo celular, regulando a transcricao de genes-alvo
especificos, ligando-se a sequéncias 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 regiao odontogénica possui expressoes
de ambos os receptores: ERa e ERB. No entanto, a imunoexpressao de ERa foi
observada principalmente em ameloblastos em ambos os grupos, OVX e SHAM. Esse
resultado corrobora com alguns trabalhos presentes na literatura que descrevem a
presenca de ERa em ameloblastos (Ferrer et al., 2005; Jedeon et al., 2014; Houari et

al., 2016). O estudo de Houari et al. (2016) ainda destaca o estagio de maturagdo com
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maior presenca da imunoexpressao de ERa. Diversos autores tém ressaltado a
associacdo da deficiéncia de estrogeno com defeitos de esmalte (Takeshita et al.,
2004; Kakei et al., 2013; Arid et al., 2019) e, apesar da amelogénese nao estar
relacionada diretamente com a erupcao dentaria (Jain e Rathee, 2019), alteragdes no
processo de secrecao e maturacao de esmalte ocasionam respectivamente, alteracoes
quantitativas e qualitativas no esmalte dentario (Patel et al., 2019). Com isso, ha um
impacto significativo nas funcdes oclusais (Lopes et al., 2018), podendo propiciar um
desvio na taxa de erupcao dentaria, como descrito anteriormente.

Em relagdo a quantificacdo da expressao génica das proteinas codificadoras de
ERa (ERSI), o resultado ndao demonstrou diferenca entre os grupos OVX e SHAM na
regiao odontogénica. Deste modo, € possivel sugerir que, mesmo que a taxa de
erupgao dentaria sofra influéncia indireta dos defeitos de esmalte ocasionados pela
deficiéncia de estrégeno, seus receptores nao estariam sendo modulados pela acao do
estrogeno. E valido ressaltar que a sinalizacdo do estrégeno pode ser decorrente da
interacao tanto a nivel nuclear quanto na membrana plasmatica (Eyster, 2016; Hewitt
et al., 2016; Hamilton et al., 2017). A nivel nuclear, a principal via de sinalizacao,
conhecida como genbémica, é descrita por meio da ligacdo direta do estrégeno a
elementos reguladores do DNA (Saville et al., 2000; Hewitt et al., 2016). Ja a nivel de
membrana plasmatica, a acao do estrogeno pode ser efetuada por meio de trés
mecanismos de regulagao transcricional que sao capazes de conduzir as respostas
hormonais aos tecidos alvo (Hewitt et al., 2016; Hamilton et al., 2017). Os ERs
associados a membrana plasmatica medeiam a via de sinalizacao ndo-genémica (Nadal
et al., 2001; Hewitt et al., 2016; Hamilton et al., 2017).

A via de sinalizacdo ndao-gendmica, especificamente, pode ser realizada pela
inibicao das vias de sinalizacgao MAPK/ERK ou AKT, por meio do ERa e/ou pelos
receptores da proteina G (GPR30) (Prossnitz et al., 2007; Hewitt et al., 2016; Hamilton
et al., 2017). A proteina G esta localizada no lado citosélico da membrana plasmatica,
se une a um nucleotideo, o GTP (trifosfato de guanosina), estimulando a producao de
cAMP e se disponibilizando para uma nova interacdo com o complexo hormonio-
receptor. Como as diferentes células tém receptores especificos para os diferentes
hormonios, o cAMP opera como um metabdlito comum para a agao de varios

hormonios. Assim, cada célula tem diferentes enzimas que reconhecem diferentes
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hormonios, mas que sao afetadas pelo cCAMP. Essa via de sinalizacdo pode ser descrita
como via intracelular ndo nuclear e de acdo rapida (Hewitt et al., 2016; Hamilton et
al., 2017). Contudo, a acdo do estrégeno também pode estar vinculada a agao do
hormonio de crescimento (GH) indiretamente por meio de um mecanismo de
amarracgao aos locais de ligacao de API1 ou SPI (GC) para regular a transcricao. Assim,
os fatores de crescimento (IGF, EGF) podem fosforilar ER por meio das vias de
sinalizagao intracelular mediadas pelo receptor do fator de crescimento de membrana
(GFR) e regular a expressdo génica na auséncia de ligante (Hewitt et al., 2016;
Hamilton et al., 2017).

O GH é um hormonio produzido pelos somatotrofos no lobo anterior da hipodfise,
é liberado na circulagdo e liga-se a receptores nos tecidos-alvo com o objetivo de
estimular o crescimento (Magalh3es et al., 2012). A secrecao de GH ocorre em pulsos
e é controlada pelo hipotadlamo por meio do hormonio liberador do GH (GHRH), da
somatostatina e da ghrelina. A somatostatina exerce um efeito inibitdrio, enquanto o
GHRH e a ghrelina estimulam a secrecao de GH por intermédio de receptores
especificos distintos acoplados a proteina G (Rosicka et al., 2002). Conforme descrito
por Hutchinson et al. (1988), o GH age sobre as células da granulosa acelerando o
processo de diferenciacdao das células foliculares em células luteinicas (Magalhdes et
al., 2012).

Em relacdo a imunoexpressao de ERPB, nossos resultados demonstram a
presenca do ERB em células da papila dentaria no grupo OVX e em células do tecido
de sustentagao de ambos os grupos. O ERB possui um padrao de expressao mais
limitando (Hamilton et al., 2017). Diferentemente do ERa, a via de sinalizagao ocorre
apenas a nivel nuclear (Levin, 2015; Hamilton et al., 2017). Desta forma, é possivel
sugerir que via de sinalizacao do ERB seja dependente do ligante. Corroborando com
nossos resultados, um estudo /in vitro, também observou a presenca de ERB em
células-tronco da polpa dentaria de dentes humanos. O estudo ainda descreveu o
potencial de diferenciacdao pré-osteogénico associado a reposicao hormonal com
estradiol, em condigdes de cultura apropriadas (Alhodhodi et al., 2017). Faz-se
importante destacar que regidao da alca cervical do incisivo é formada por células

mesenquimais, e com isso, possuem células-tronco com capacidades de
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autorrenovacao e potencial de diferenciacao (Botelho et al., 2017; Morsczeck et al.,
2018).

Nossos resultados também demonstram imunoexpressao de ERB 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 deficiéncia de estrdgeno ja foi descrita com potencial de
ocasionar uma diminuicdo de células-tronco e, consequentemente, diminuicdo do
potencial de diferenciacao celular (Heo et al, 2015; Wu et al., 2018). Assim, sugere-
se que tal associagdo poderia ocasionar um retardo da erupgao dentdria por deficiéncia
nas estruturas que regem esse processo. Alguns trabalhos apontam disturbios da
erupgao dentaria induzidos por deficiéncias no ligamento periodontal ocasionados pela
deficiéncia de estrégeno (Popova et al., 2007; E et al., 2016). Bem como, 0sso alveolar
e conformidade radicular (Ahiko et al., 2019; Nakayama et al., 2018; Maier et al.,
2019).

A partir do tecido de sustentacdo, foi possivel observar a presenca da
imunoexpressao de ERB em cementoblastos. Liao et al. (2016), corrobora com nossos
resultados e ainda descreve a participacdao do estrogeno na diferenciacao sistematica
dos cementoblastos. Embora a pesquisa sobre o comprometimento de células de
células-tronco mesenquimais tenha sido extensivamente estudada, a diferenciacdo de
cementoblastos ndo é bem elucidada. Alguns autores justificam o impasse pela
dificuldade de marcar e isolar seletivamente essa populacao de células (Matthews et
al., 2016). Contudo, é importante ressaltar a presenca de imunoexpressao do ERB em
cementoblastos uma vez que o cemento desempenha papéis essenciais na
manutencao da estabilidade periodontal (Bartold et al., 2000; Consolaro, 2013). Além
disso, pode estar associado a erupcao dentaria no modelo murino uma vez que os
feixes do ligamento periodontal na face lingual do incisivo podem responder de forma
pertinente as cargas mastigatdrias (Park et al., 2014).

Um resultado interessante a ser destacado na imunoexpressao de ERa e ERB é
auséncia de marcacdo no foliculo dentdrio e osso alveolar. As células do foliculo
dentario assim como as células da papila dentaria, apresentam caracteristicas similares

em termos de diferenciacao (Seaberg e van der Kooy, 2003; Huang, Gronthos, Shi,
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2009). Ja o osso alveolar, possui respaldo abundante na literatura em detrimento da
presenca de ERa e ERB com efeito pré-osteogénico (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 remodelacdo dssea seja a mais
condizente com o processo de erupgao dentaria devido a sinalizacao proveniente do
foliculo dentario e a formacao da via de erupgao (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 regido do foliculo dentario na porgdo final da regido
odontogénica, envolve principalmente os ameloblastos. Essa parte do tecido
conjuntivo periodontal simplesmente se comporta protegendo a base do dente contra
lesdes, uma vez que o caminho eruptivo ja estaria formado (Maténa, 1972). Sugere-
se que seja realizado um acompanhamento em molares no modelo murino, que
remeterao resultados mais fiéis a essa fase da odontogénese humana.

Em relacdo a expressao génica, nossos resultados demonstraram um aumento
da expressao de ERB (£SR2) no grupo OVX. Desta forma, é possivel sugerir que via
de sinalizacdo seja dependente do ligante e que, o0 aumento da expressdo génica seja
decorrente do mecanismo de amplificacao de sinais para captacao do ligante e
consequentemente, desempenho funcional nos tecidos-alvo (Liu et al., 2016). Assim
como demonstram nossos resultados, o aumento da expressdao génica de ESR2
também foi observada em tecidos contendo células-tronco de origem mesenquimal
provenientes da medula dssea (Balla et al., 2019).

0 aumento da expressao génica de £SR2no grupo OVX reduz significativamente
a capacidade de diferenciacdo das células-tronco (Balla et al., 2019). Nos dentes com
erupcao continua, sugere-se que essa reducdo ocasione desvios significativos na
odontogénese e consequentemente na taxa de erupcao. No entanto, o estudo também
destaca a fisiologia enddcrina como adjuvante nesses resultados. Isto &, a
ovariectomia leva a um nivel sérico elevado d o hormonio foliculo 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 superficie
das células-tronco mesenquimais (Chin, 2018), portanto a ligacao do FSH ao seu

receptor pode melhorar a formagao e diferenciacao dos osteoclastos, prejudicando a
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formacdo osteogénica na medula dssea (Balla et al., 2019). Sugere-se que esse
mecanismo também seja capaz de gerar estimulos semelhantes em células da papila
dentaria.

E sabido que os ERs tém pouca sobreposicdo funcional (Balla et al., 2019) e as
eventuais interacdes com os ERB ndo podem ser excluidas. As alteracdes especificas
da medula dssea identificadas no padrao de expressao génica sugerem a existéncia
de receptores ativos, assim como nossos resultados. Sendo assim, é possivel sugerir
que haja falha no processo de erupgao dentaria ndo somente pela acdo do GH por
meio dos ERa, mas, pela acao direta do ERB. Consideramos que nossos resultados
contribuirdo para uma compreensao mais profunda das alteragdes na taxa de erupcao
dentaria e odontogénese desencadeadas pela deficiéncia de estrdgeno. Deste modo,
ressalta-se a importdncia do acompanhamento enddcrino conjunto ao
acompanhamento odontoldgico no qual a deficiéncia de estrégeno podera auxiliar na
identificacdo e em intervengbes terapéuticas com alto impacto no tratamento

odontopediatrico futuramente.

5.5 LIMITACOES DO ESTUDO

e A andlise da taxa de erupcgdo dentaria na deficiéncia de estrogeno poderia
ter sido mensurada também em animais submetidos a condicdo de normofuncao
conforme descrito por diversos autores (Miwa et al., 2013; Araujo et al., 2014; Chidiac
et al., 2018; Chidiac et al., 2019). No entanto, o niUmero de animais distribuidos em
trés grupos poderia ocasionar resultados insuficientes perante o nimero amostral.

e Destaca-se a dificuldade de individualizacao das porgOes inicial, média e
final da regido odontogénica, uma vez que cada animal apresenta suas particularidades

anatémicas, mesmo sendo um modelo padronizado.
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6 CONCLUSAO

A hipdtese nula foi rejeitada. A deficiéncia de estrogeno demonstrou influéncia
negativa na taxa de erupcao em dentes em condicao de hiperfuncao. No entanto,
apesar de ERa e ERB estarem presentes na regido odontogénica em ambos os grupos,
sugere-se que o ERP esta diretamente relacionado ao retardo da erupcao dentdria na

deficiéncia de estrégeno.
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ANEXO A — CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USo DE ANIMAIS

It Aanatee (o BA o

RSN UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

c E U A FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAD PRETO

ComissAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CamannAu 1 1A wo Liac us Avaas

CERTIFICADO CEUA - FORP/USP

Cortificamos que o projeto intitulado “O papel do estrégeno @ seus receptores
na erupgdo dentarla”, Protocolo n” 2018 1 40 58 3, sob a responsabilidade do Prof Dr
Paulo Nelson Filho - que envolve a produgho, manutengdo e/ou utilizagado de animals
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) = encontra-se de acordo com os preceltos da Lei n° 11 784, de 08
de outubro de 2008, do Decreto n° 6.809, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conseiho Nacional de Controle da Experimentaghio Animal (CONCEA). e
foi APROVADQ pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de

Odontologia de Ribeirdo Preto (CEUA/FORP) em 18/04/2018.

Vigéncia do Projeto | 01/06/2018 a 20/12/2020
Espécie/Linhagem | Rato heterogénio / Wistar Hannover
N° de animais 50

Peso/ldade 100g / 35 dias

Sexo Fémea

Origem Biotério Central = PUSP-RP

Ribeir&o Preto, 18 de abril de 2018.

Prof. Dr. 8l essora

Coordenador da Comisséio de Etica-do Uso de Animais
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ANEXO B — PROTOCOLO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A
10l00:4
o‘
& <3k s -
8 < }‘% UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
:\ g s FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO
*)\\ ~ ,.0' Comissdo de Etica no Uso de Animais
O, Y oY
tus? i
Of. CEUA 040/2018 Ribeirdo Preto, 18 de abril de 2018.

Ref, processo n°® 2018.1,40.58.3

Senhor(a) Pesquisador(a),

A ComissBo de Etica no Uso de Animals, em sua 572 Sessdo, realizada em
18/04/2018, APROVOU 08 procedimentos éticos apresentados no Protocolo sobre a Pesquisa
intitulada: “O papel do estrégeno e seus receptores na erupgdo dentdria” emitindo o certificado
anexo.

Salientamos que a Comissdo sugere que, para a eutandsia, seja realizada
decapitacdo apds a administragao de sobredose anestésica.

Informamos, também, que deverd ser entregue na Secretaria da CEUA, até
20/01/2021, o Relatério Final contendo 0s resultados e/ou resumo do trabalho publicado.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Michel Rels M
Coordenador da Comissdo de Etica no'Uso de Animais

ora

Iimo(a). Sr.(a)

Prof. Dr. Paulo Nelson Filho
Departamento de Clinica Infantil
desta Faculdade

Jeafn

AVENIDA DO CAFE S/N® - TEL: (16) 3802-0251/4123- FAX: (16) 3602.4102
14040.904 - RIBEIRAO PRETO - SP- BRASIL
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APENDICE A — REVISAO LITERARIA SOBRE METODOLOGIA DE TAXA DE ERUPCAO DENTARIA

] A i Condigao da
Artigo (Autor, ano) Titulo do artigo Objetivo principal Parametros referenciais funcio
Grupo controle - Marca na superficie vestibular dos Normofuncgo
The effect of lead on the eruption rates of | Avaliar o efeito do chumbo sobre os incisivos de ratos em incisivos inferiores
Gerlach et al., 2000 o - ~ , - - -
incisor teeth in rats. erupgdo continua Grupo experimental - marca ha superficie Normo-, hipo-

vestibular dos incisivos inferiores esquerdo

e hiperfungdo

Gerlach et al., 2002

Alveolar bone remodeling pattern of the rat
incisor under different functional conditions
as shown by minocycline administration

Avaliar a remodelagdo da regido odontogénica de
incisivos de ratos perante a administragdo da
minoxiclina.

Grupo controle - Marca na superficie vestibular dos
incisivos inferiores

Normofuncao

Grupo experimental - marca na superficie
vestibular dos incisivos inferiores esquerdo

Normo-, hipo-
e hiperfungdo

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 analises de imagem para medir

a taxa de erupcdo do incisivo inferior. O estudo também

avaliou a borda incisal como ponto de referéncia para a
medida da taxa de erupgao sem erupgao

Grupo controle - Marca na superficie vestibular dos
incisivos inferiores

Normofungdo

Grupo experimental - marca na superficie
vestibular dos incisivos inferiores esquerdo

Normo-, hipo-
e hiperfungao

Sassaki et al., 2003

Neuroendocrine alterations impair enamel m
ineralization, tooth eruption and saliva in rat

Avaliar as repercussoes de distdrbios hormonais sobre
dentes e glandulas salivares.

Marca na superficie vestibular de todos os dentes a

Shimada et al., 2006

Effects of local injections of vasoactive
drugs on eruption rate of incisor teeth in
anaesthetized rats

Avaliar os efeitos de injegOes locais de drogas vasoativas
no fluxo sanguineo regional dentro da cavidade em
associagdo erupcdo dentaria.

Drevensek et al., 2009

Orthodontic force decreases the eruption
rate of rat incisors

Determinar se uma forga de 25 cN aplicada aos dentes
em diregdo anteroposterior reduz a erupgao dentaria de
incisivos murinos

Omar et al., 2011

MT1-MMP expression in the odontogenic
region of rat incisors undergoing interrupted
eruption

Avaliar a expressao de MT1-MMP na regido
odontogénica, bem como a taxa de erupgdo e a
morfologia do incisivo inferior esquerdo de ratos, sob
interrupcdo da erupcdo dentdria.

Gomes et al., 2013

Relationship between cell
proliferation and eruption rate in
the rat incisor

Avaliar a relagdo entre a proliferacao celular e
a taxa de erupgdo dentaria no incisivo de ratos

nivel da papila interdental e ponto referéncia a Normofungdo
nivel do ponto mais baixo da gengiva
Dispositivo de metal acoplado cirurgicamente no =
S e Normofungao
incisivo inferior
Marca na superficie vestibular de todos os dentes a
nivel da papila interdental e ponto referéncia a Normofungdo
nivel do ponto mais baixo da gengiva vestibular.

Marca na superficie vestibular de todos os dentes a

nivel da papila interdental e ponto referéncia a Normofungdo
nivel do ponto mais baixo da gengiva vestibular.

Grupo controle - Marca na superficie vestibular dos ~
Lo R o Normofungao
incisivos inferiores

Grupo experimental - m arca na superficie Hipo- e

vestibular dos incisivos inferiores

hiperfuncdo

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 inibicdo da erupcdo dentaria

Marca na superficie vestibular de todos os dentes a
nivel da papila interdental e ponto referéncia a
nivel do ponto mais baixo da gengiva

Normofungdo



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)

Parametros referenciais

Condigao da

Titulo do artigo Objetivo principal fungao
Avaliar as alteragdes morfoldgicas causadas pela acdo da
Effect of radiotherapy on radiacdo sobre a regido odontogénica dos incisivos de Marca na superficie vestibular de todos os dentes a
Aratjo et al., 2014 the eruption rate and morphology of ratos, com doses de 5 e 15Gy, e averiguar se essas nivel da papila interdental e ponto referéncia a Normofungdo
the odontogenic region of rat incisors. alteragbes podem interferir na taxa de erupgao desses nivel do ponto mais baixo da gengiva vestibular.
dentes.
Parathyroid h ntermithent Grupo controle - Marca na superficie vestibular dos Normofuncio
. _raratyroid hormone intermittent Avaliar a influéncia de paratireoide hormonal (PTH) na incisivos inferiores

Silva et al., 2016 administration promotes delay on rat incisor . D, - - -

taxa de erupgao dos incisivos inferiores Grupo experimental - marca na superficie Normo-, hipo-

eruption

vestibular dos incisivos inferiores esquerdo

e hiperfungdo

Contribution of capsaicin-sensitive

Avaliar o papel dos aferentes sensiveis a capsaicina no

Marca na superficie vestibular de todos os dentes a

Chidiac et al., 2019 innervation to the continuous eruption of ~ o : nivel da papila interdental e ponto referéncia em | Normofuncdo
the rat mandibular incisors processo de erupgao de incisivos de ratos intactos tatuagem metalica
Modulation of incisor eruption in rats by Ri?)\ézlrl\a/;g%g ad%esl 21?eiltrgir\éaalgzi?ni;Z?:)cni}aagjﬁi:: ’ Marca na superficie vestibular de todos os dentes a
Chidiac et al., 2018 sympathetic efferents. ganglionar pré ou pés- erupcio de incisivos de ratos nivel da papila interdental e pp_nto referéncia em | Normofungao
intactos tatuagem metalica
Effects of loss of occlusal contact on the Avaliar o efeito da perda de contato oclusal, na expressao
expression of matrix metalloproteinase-2, de metaloproteinase de matriz (MMP) -2, membrana tipo
membrane type 1-MMP, tissue inhibitor of | 1-MMP (MT1-MMP) e inibidor tecidual da MMP-2 (TIMP-2) Marca na superficie vestibular dos incisivos Hipo- e

Omar et al., 2018

the MMP-2, eruption rate, organization and
resistance of collagen fibers of the rat
incisor periodontal ligament.

em o ligamento periodontal do incisivo de rato , bem
como a taxa de erupcdo, resisténcia e organizacdo do
colageno.

inferiores

hiperfungado



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29432940
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29432940
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29432940

