LUCIANA ALVES HERDY DA SILVA

EXPRESSAO DA PROTEINA DA MATRIZ DENTINARIA 1 (DMP1) EM
DIFERENTES ESTAGIOS DA ODONTOGENESE

CAMPINAS
2008



LUCIANA ALVES HERDY DA SILVA

EXPRESSAO DA PROTEINA DA MATRIZ DENTINARIA 1 (DMP1) EM
DIFERENTES ESTAGIOS DA ODONTOGENESE

Tese apresentada ao Centro de POs-
Graduacédo / CPO Séao Leopoldo Mandic,
para obtencdo do grau de Doutor em
Odontologia.

Area de concentracao: Ciéncias
Odontoldgicas.

Orientadora: Profa Dra Vera Cavalcanti de
Araujo

CAMPINAS
2008



Ficha Catalografica elaborada pela Biblioteca "Séo Leopoldo Mandic"

Silva, Luciana Alves Herdy da.
Si586e Expressdo da proteina da matriz dentindria 1 (DMP1) em
diferentes estagios da odontogénese / Luciana Alves Herdy da
Silva. — Campinas: [s.n.], 2008.
54f.: il.

Orientador: Vera Cavalcanti de Aradujo.
Tese (Doutorado em Ciéncias Odontolégicas) — C.P.O. Sao
Leopoldo Mandic — Centro de Pés-Graduacéo.

1. Odontogénese. 2. Imunoistoquimica. 3. Odontoblastos.
I. Aradjo, Vera Cavalcanti. Il. C.P.O. Sédo Leopoldo Mandic —
Centro de Pds-Graduacao. Ill. Titulo.




C.P.O. - CENTRO DE PESQUISAS ODONTOLOGICAS
SAO LEOPOLDO MANDIC

Folha de Aprovacao

A tese intitulada: “EXPRESSAO DA PROTEINA DA MATRIZ DENTINARIA 1
(DMP1) EM DIFERENTES ESTAGIOS DA ODONTOGENESE” apresentada ao
Centro de Pos-Graduacao, para obtencédo do grau de Doutor em Odontologia, area
de concentracdo: Ciéncias Odontoldgicas em 16/04/2008, a comissao examinadora

abaixo denominada, foi aprovada apos liberacao pelo orientador.

Prof. (a) Dr (a) Vera Cavalcanti de Araujo
Presidente

Prof. (a) Dr (a) Cristiane Furuse
1° Membro

Prof. (a) Dr (a) Marcelo Jose Strazzeri Bonecker
2° Membro

Prof. (a) Dr (a) Andresa Borges Soares
3° Membro

Prof. (a) Dr (a) Franco Arsati
4° Membro



DEDICATORIA

Ao senhor Deus

Que dirige toda a minha vida,

Concedendo-me forcas em tudo.

Somente em Ti Senhor realizo todas as coisas.

A0 meu esposo Sérgio

Seu amor, carinho e dedicacao
Incentivam-me a vencer as etapas
Da nossa vida e a ir além.

A0S meus pequeninos

Frederico e Manuela

Presente de Deus em dobro

Vocés se tornaram a razao da minha vida

A minha mae Noredi,
Por acreditar sempre nas minhas vitorias.



AGRADECIMENTOS

A Deus sempre a minha gratid&o, pois sem Ele nada sou.
A meu esposo, pela dedicacdo e amor, demonstrado em todo tempo.

Obrigada pelos seus cuidados, paciéncia e disponibilidade nos momentos em

gue pude acompanha-lo apenas em meus pensamentos.

A minha orientadora Prof® Dr* Vera Cavalcanti de Aradjo, obrigada por
conduzir a realizacdo desse trabalho de forma tdo amavel e compreensivel. Poder
estar ao seu lado representa para mim uma grande licdo, mais do que palavras

podem descrever.

A co orientadora Prof® Elizabeth Martinez, pela paciéncia, disponibilidade e

carinho sempre a mim dispensados. Sem sua ajuda seria “quase” impossivel.

Ao Prof. Dr. Marcelo Bonecker, seu exemplo de dedicacéo na arte de orientar
e ensinar, sem jamais temer o compartilhar do conhecimento, sera sempre fonte de

inspiragao.

Aos Prof® Dr° Ney Araujo e Cristiane Furuse, pela colaboracédo nas etapas de

elaboracéo.

A equipe de funcionarias do Laboratério de Patologia Bucal da SL Mandic,
sempre dispostas a nos atender com carinho.

A Sara, mas do que funcionaria, amiga, por cumprir de forma tio responsavel

e dedicada sua profissdo me permitindo realizar outros projetos sem preocupacao.

A minha amiga Andréa de Paula Fregonese e seus familiares, obrigada pelo
carinho de sempre e o0 amor que faz diminuir as distancias. Sua companhia durante
o decorrer do curso com incentivos e conselhos me fez ir mais longe. O exemplo de
sua dedicacdo aos estudos e a dificil tarefa de vencer obstaculos para ensinar me

motivam a crescer a cada dia na carreira educacional.

Ao meu irmdo José Luiz, que foi amigo e companheiro, além de colega de
curso, partilhar esses momentos com vocé foi inesquecivel. Sem seu incentivo

certamente essa oportunidade teria passado em branco.



A S&o Leopoldo Mandic, instituicdo que acreditou na capacidade de muitos,
abrindo suas portas para aqueles que além de serem capazes, acreditam e amam o
magistério.

A todos os professores que compartilharam o saber de forma amigéavel.

Equipe de Odontopediatria e Corpo docente do doutorado obrigada pela

oportunidade de aprender com vocés.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizagdo desse

trabalho.



“Muitos sdo os planos do coragdo do
homem; mas o designio do Senhor, esse
prevalecera.”

Provérbios 19:21



RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar a proteina da matriz dentinaria 1 (DMP1). Uma
fosfoproteina acida, que em sua estrutura e composicdo observa-se um alto
conteudo de &cido aspartico, acido glutamico e residuos de serina. A presenca das
serinas fosforiladas permite a interagdo da DMP1 com alguns cations como o calcio
e o fosfato que permite relaciona-la com o processo de mineralizacao dos tecidos
duros. Através de estudo qualitativo associado a técnica de imunoistoquimica, foi
avaliada a expressdo da DMP1 em dentes derivados de sete fetos humanos em
diferentes estagios gestacionais: 14, 16, 19, 20, 21, 23 e 24 semanas, e
comparamos com trés dentes com rizogénese completa. Os resultados mostraram
gque a DMP1 foi expressa na lamina dentaria no nucleo das células da periferia
voltadas para o lado do germe dentario e em células centrais tanto no nucleo como
no citoplasma. No germe dentario, em fase de campéanula, no 6rgdo do esmalte, no
epitélio externo apresentou no nucleo e no citoplasma de algumas células marcacao
heterogénea para a DMP1. No reticulo estrelado a marcacgéo foi positiva em ndcleo
e em citoplasma. No estrato intermediario a expressdao da DMP1 foi bastante
positiva. No epitélio interno e na alga cervical, a marcacéo foi heterogénea no nucleo
e no citoplasma. Na papila dentaria em sua maior extensdo, a DMP 1 mostrou
positividade homogénea nas suas células. Entretanto, na regido mais proxima aos
pré-ameloblastos, a DMP1 apresentou uma marcacao heterogénea, com expressao
tanto em nucleo como em citoplasma. Na fase de coroa, no 6rgdo do esmalte, no
epitélio externo a DMP1 foi expressa apenas em nucleos celulares. No reticulo
estrelado apresentou marcacdo positiva tanto em nucleo como no citoplasma. No
estrato intermediario houve forte marcacdo para a DMP1l. Os ameloblastos
apresentaram marcagao positiva para a DMP1, mas nas fases com mineralizacao
avancada a morfologia se apresentou de forma “aerada” sugerindo a ndo marcacao
das organelas citoplasmaticas. Nas células da alca cervical a marcacéo positiva se
deu apenas nos nucleos. E nenhuma marcacdo foi observada na matriz
mineralizada do esmalte. Na papila dentaria os odontoblastos mostraram marcacgéo
positiva em nucleo e em citoplasma, as demais células da papila apresentaram
heterogeneidade para a marcagcdao da DMP1l e discreta marcacdo na matriz
extracelular. Na dentina os tdbulos dentinarios proximos a regido odontoblastica se
mostraram positivos para a DMP1. Nos dentes com rizogénese completa a
expressao positiva da DMP1, se deu apenas numa faixa estreita de dentina proxima
a pré-dentina. Conclui - se que nas diferentes fases da odontogénese houve a
expressdo da DMP1, porém novos estudos se fazem necessarios para melhor
entendimento de sua funcdo em cada fase da organogénese.

Palavras-chave: Odontogénese. Imunoistoquimica. Odontoblastos.



ABSTRACT

The aim of these study was to available the dentinal matrix protein 1 (DMP1). Its a
phosfoprotein acid, that in its structure and composition is observed a high content of
aspartic acid, glutamic acid and serine residues. The presence of the phosforilad
serine allows the interaction of DMP1 with some cations as the calcium and the
phosphate that it allows to relate it with the process of mineralization of the hard
tissue. Through study qualitative associate to the Immunocytochemistry technique,
we evaluated the expression of DMPL1 in derived teeth of seven human fetuses in
different apprenticeships: 14, 16, 19, 20, 21, 23 and 24 weeks, and we compared
with three teeth with completes root. The results showed that DMP1 was expressed
in the dental sheet in the nucleus of the cells of the periphery returned to the side of
the dental germ and in central cells in the nucleus and in the cytoplasm. In the dental
germ, in campanula phase, the organ of the enamel, in the external epithelium
presented in the nucleus and in the cytoplasm of some cells heterogeneous
demarcation for DMP1. In the starred reticulum the demarcation was positive in
nucleus and in cytoplasm. In the intermediate stratum the expression of DMP1 was
quite positive. In the internal epithelium and in the cervical loop, the demarcation was
heterogeneous in the nucleus and in the cytoplasm. In the dental papilla in largest
extension, DMP 1 showed homogeneous assertiveness in their cells. However, in the
closest area to the preameloblasts, DMP1 presented a heterogeneous demarcation,
with expression in nucleus and in cytoplasm. In the crown phase, in the organ of the
enamel, in the epithelium | express DMP1 was expressed just in cellular nuclei. In the
starry reticulum it presented positive demarcation in nucleus and in the cytoplasm. In
the intermediate stratum there was strong demarcation for DMP1. The ameloblasts
presented positive demarcation for DMP1, but in the phases with advanced
mineralization the morphology came of form "aerada" suggesting the non
demarcation of the citoplasmatic organelles. In the cells of the cervical loop the
positive demarcation just felt in the nuclei. And no demarcation was observed at the
mineralized head office of the enamel. The dental papilla the odontoblast showed
positive demarcation in nucleus and in cytoplasm, the other cells of the papilla
presented heterogeneity for the demarcation of DMP1 and discreet demarcation in
the head office extra cellular. In the dentine the dentinal tubules close to the
odontoblast area were shown positive for DMPL1. In the teeth with completes root the
positive expression of DMP1 just in a narrow strip of close dentine the pre-dentine.
The concluded of this work was that in the different phases of the odontogenesis
there was the expression of DMP1, however new studies are made necessary for
better understanding of function in each phase of the organogenesis.

Keywords: Odontogenesis. Immunohistochemistry. Odontoblast.
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1 INTRODUCAO

O processo de desenvolvimento das estruturas dentais sao
independentes devido a formacgao de cada estrutura representar um elemento dental
morfologicamente diferente. Esse processo € continuo e didaticamente é dividido em
fases de acordo com a forma que se apresenta: botdo, capuz, campanula, coroa e

raiz.

A odontogénese tem seu verdadeiro inicio na fase de botdo, com a
proliferacdo uniforme da lamina dentaria ao longo dos futuros arcos originando em
cada arco dez pequenas esférulas que invadem o ectomesénquima, iniciando o

processo de formacéo dos germes dentarios (Katchburian, Arana, 2004).

Estabelecida a fase de campanula vario componentes do germe dental
poderdo ser observados. A porcdo epitelial serd denominada 6rgao do esmalte. A
condensacdao resultante do aumento do ectomesénquima conduz a observacédo de
uma massa celular, denominada papila dentaria que mais adiante originara a dentina
e 0 cemento, ainda nessa fase sera atribuida a morfo e a histodiferenciacédo dos
elementos dentais devido a diminuicdo da divisao celular do érgédo do esmalte e do

ectomesénquima (Katchburian, Arana, 2004).

Nos diferentes estagios da odontogénese a migracdo, condensacao,
diferenciacdo e proliferacdo celular sdo importantes eventos. A diferenciacdo das
células da periferia da papila dentaria em odontoblastos originara a dentina que
posteriormente formardo a dentina coronaria e a radicular. Tais estagios sao
altamente controlados, pois resultam na conversao de pré-dentina ndo mineralizada

em dentina mineralizada (Hart, Hart, 2007). Os odontoblastos organizados em uma
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matriz simples irdo sintetizar e secretar o0s componentes da matriz extracelular da
dentina primaria e secundéaria controlando subsequentemente a mineralizacao
(Smith et al.,, 1995; D’'Souza et al., 1995; Magloire et al., 2001; Arana-Chavez,
Massa, 2004). Na composicdo da matriz extracelular da dentina estdo presentes
componentes fibrilares, substancia fundamental interfibrilar, que é composta de
fibrilas colagenas, proteinas ndo colagenas como a sialofosfoproteina dentinaria
(DSPP), que se divide em sialoproteina dentinaria (DSP) e fosfoproteina dentinaria
(DPP), proteinas da matriz dentinaria 1,2 e 3 (DMP1, DMP2 e DMP3) e proteinas

morfogenéticas dentinarias (Katchburian, Arana, 2004; Hart, Hart, 2007).

A DMP1 é uma fosfoproteina acida que tem sido relacionada diretamente
ao processo de mineralizacdo dos tecidos em formacédo (Massa et al., 2005). E sua
expressao nos odontoblastos é essencial para uma normal odontogénese (Lu et al.,
2007). Em sua estrutura e composicdo, observa-se um alto contetudo de: acido
aspartico, acido glutamico e residuos de serina. As serinas permitem a interacéo da
DMP1 com cations, como célcio e o fosfato. Tal interacdo permite relacionar a DMP1
com o0s processos de mineralizacdo dos tecidos duros, com a iniciacdo dos
processos de nucleacao e regulacdo do crescimento dos cristais de hidroxiapatita,
gue se organizam na presenca da mesma (Srinivasan et al., 1999; Narayanan et al.,

2003).

Evidéncias relacionam a DMP1 aos processos de bio-mineralizacdo, pois
o blogueio da mesma reduziu a expressdo da fosfatase alcalina e da osteocalcina

gue sao proteinas envolvidas na mineralizacdo de muitos tecidos (Aguiar, 2007).

O presente estudo visa analisar a expressdao da DMP1 nos diferentes

estagios da odontogénese, através de estudo qualitativo associado a técnicas de
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imunoistoquimica, visando esclarecer o papel da expressdo da mesma nos

mecanismos de mineralizacéo do tecido dentario.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Odontogénese

Na embriogénese notamos que a formacdo dos primérdios da cavidade
bucal aparece inicialmente na forma de uma discreta depressdo no ectoderma
superficial, chamada de estomddio, por volta do inicio da quarta semana de
gestacdo humana. Posteriormente os dentes sédo formados a partir do ectoderma e
do mesoderma. Nos elementos dentarios o esmalte se forma a partir do ectoderma
da cavidade bucal e os demais tecidos como: dentina, cemento e polpa sao
originarios do mesénquima circundante que se deriva do mesoderma (Moore,

Persuad, 1995).

Odontogénese é a denominacao dada ao processo de desenvolvimento
da estrutura dental, onde cada tecido € formado por um processo especifico.
Constituem formas de desenvolvimento independente devido a formacédo de cada
estrutura representar um elemento dental morfologicamente diferente, divididos em
grupos denominados, incisivos, caninos, pré-molares e molares. Tem seu inicio
através da interacéo do epitélio oral e o ectomesénquima adjacente, que originara a

banda epitelial primaria e, a seguir, a lamina dentaria (Katchburian, Arana, 2004).

Normalmente dois conjuntos de dentes sdo formados: a dentadura
decidua e a denticdo permanente. A influéncia indutora do mesénquima, originario
da cristal neural, sobre o ectoderma sobrejacente sugere o inicio de
desenvolvimento dos elementos dentarios. O processo de desenvolvimento dos
dentes € continuo, porém o entendimento de tal processo viabiliza-se com a divisao

didatica em fases, baseadas na forma que se apresentam: broto, capuz e sino. O
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inicio de formacédo dos elementos dentarios ndo se da ao mesmo tempo para todos
0os dentes, ela se inicia na regidao anterior da mandibula, mais tarde na regiao
anterior da maxila e avanca em sentido posterior em ambos os maxilares, e

prossegue durante um ano apos o nascimento (Moore, Persuad, 1995).

A partir da lamina dentaria os germes dentarios seguem as fases de
botdo, capuz, campanula, coroa e raiz. A formacao especifica dos diversos tecidos
que irdo constituir o dente e suas estruturas de suporte terdo inicio a partir da fase
de campéanula. Recebendo dessa forma denominacdes distintas como:
dentinogénese - correspondente a formacao da dentina, amelogénese - formacao do
esmalte, cementogénese - formacdo do cemento, e osteogénese- formacédo Ossea.

(Katchburian, Arana, 2004).

Nas fases da odontogénese a fase de botdo representa o verdadeiro
inicio da formacéo de cada dente. A lamina dentéaria se prolifera uniformemente ao
longo dos futuros arcos, e apresenta numerosas atividades mitéticas diferenciais em
alguns locais, que dardo origem a dez pequenas esférulas que invadem o
ectomesénquima, iniciando o processo de formacao dos germes dentarios deciduos,
fato que ocorre a partir da oitava semana de vida intra-uterina. Na fase de botéo,
gue ndo € necessariamente a mesma para todos os dentes, 0 ectomesénquima
subjacente apresenta uma discreta condensacdo de células onde irdo estar
presentes a tenascina e o sidecan-1, que séo regulados por sinais das células em
proliferacdo, que interagem também com outros elementos da matriz extracelular

quanto com os fatores de crescimento (Katchburian, Arana, 2004).

O crescimento desigual proveniente da continuacdo da proliferacao
epitelial se da em forma de boné e denomina esta fase da odontogénese como

capuz. Apresenta no centro da parte mais profunda uma concavidade que contém
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um numero expressivo de células ectomesenquimais que pode estar relacionada a
interacdo célula- matriz extracelular, a provavel pressédo criada pela condensacao
ectomesenquimal na parte central resulta na formacao de sua borda (Katchburian,

Arana, 2004).

Estabelecida a fase de capuz varios componentes do germe dentario
podem ser observados. A porcdo epitelial sera chamada de 6rgdo do esmalte. A
condensacdao resultante do aumento do ectomesénquima conduz a observacédo de
uma massa celular, denominada de papila dentaria que futuramente dara origem a

dentina e ao cemento.

O crescimento do 6rgdo do esmalte se caracteriza pela diminuicdo da
proliferacéo das células epiteliais. Nesta fase a parte epitelial do germe dentario se
apresenta em forma de sino com margens profundas devido a concavidade estar
mais acentuada, assim sendo chamada de fase de campénula. A diferenciacéo
celular do germe dentario ocorre quando a divisdo celular do érgéo do esmalte e do
ectomesénquima diminuem. Sendo atribuida a essa fase a morfo e

histodiferenciacédo (Katchburian, Arana, 2004).

A primeira camada da matriz de dentina aparece quando na papila
dentaria adjacente, as células ectomesenquimais da regido periférica, sob influéncia
dos pré ameloblastos param de se dividir e aumentam de tamanho e se diferenciam

em odontoblastos (Katchburian, Arana, 2004).

Os tdbulos dentinarios que formam a dentina sdo abundantes e
atravessam toda a sua espessura. S8o preenchidos por extensdes citoplasmaticas
dos odontoblastos, que se diferenciam a partir das células ectomensenquimais da
papila dentaria, por inducao reciproca com as ceélulas do epitélio interno do érgéo do

esmalte (Ten Cate, 1998).
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Na fase de coroa ocorre a deposi¢cao de dentina e esmalte, em regides
adjacentes os odontoblastos secretam o0s constituintes da matriz organica da
primeira camada de dentina, que se da de fora para dentro (Katchburian, Arana,

2004).

Os odontoblastos organizados em uma camada simples se diferenciam
no estagio de sino tardio da odontogénese, sintetizam e secretam os componentes
da matriz extracelular da dentina primaria e secundaria controlando
subsequentemente a mineralizacdo (Smith et al., 1995; D’'Souza et al., 1995;

Magloire et al., 2001; Arana- Chavez, Massa, 2004).

O esmalte reveste a coroa dentaria e difere dos demais tecidos
mineralizados por sua origem ectodérmica. As células responsaveis pela sua
formacdo sdo os ameloblastos e estdo envolvidos na sintese e secrecdo das
proteinas da matriz e na mineralizagdo do mesmo. E composto essencialmente por
cristais de fosfato de calcio sob a forma de hidroxiapatita (97%), por material

organico (1%) e por agua (2%) (Aguiar; 2007).

No inicio da amelogénese as proteinas da matriz do esmalte se
apresentam de forma abundante e parecem influenciar a organizacao estrutural e a
mineralizacdo do esmalte. As diversas proteinas que formam a matriz nao
mineralizada do esmalte incluem a amelogenina e as ndo amelogeninas e as

proteinases (Smith, 1995; Hu et al., 2001).

Durante a dentinogénese as células da periferia da papila dentaria se
diferenciam em odontoblastos que dardo origem a dentina que ird se diferenciar em
duas etapas: a de formacdo da dentina coronaria e outra da radicular. A
dentinogénese é um processo altamente controlado que resulta na conversao da

pré-dentina ndo mineralizada em dentina mineralizada (Katchburian, Arana, 2004).
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A dentina se caracteriza por ser um tecido mineralizado de natureza
conjuntiva e avascular, produzida pelos odontoblatos que se diferenciam das células
mesenquimais da papila dentaria, constitui a maior parte da estrutura do dente. E
constituida de 70% de mineral, 18% de material organico e 12% de agua. Seu
componente inorganico € constituido por cristais de hidroxiapatita, enquanto a
porcao organica contém principalmente colageno do tipo I, fracées de colageno tipo
lll e V, glicoproteinas, proteoglicanos e proteinas ndo colagenas (Ten Cate, 1998;

Katchburian, Arana, 2004; Hart, Hart, 2007).

A dentina se constitui de inUmeros tdbulos dentinarios que atravessam
toda a sua espessura e sdo preenchidos por extensfes citoplasmaticas dos
odontoblastos, diferenciados a partir de células ectomesénquimais da papila dentaria
(Ten Cate, 1998). O odontoblasto sintetiza e secreta os componentes da matriz
extracelular da dentina primaria e secundaria durante a dentinogénese, controlando
subsequentemente sua mineralizacdo. Apresenta também estrutura tubular que
concede resiliéncia ao tecido desempenhado dessa forma a sustentacdo do esmalte
dentario reduzindo o risco de fraturas (D’Souza et al., 1995; Smith et al., 1995;

Magloire et al., 2001; Arana-Chavez, Massa, 2004).

A expressédo de varios genes que codificam as proteinas colagenas e nao
colagenas por modificagcbes morfolégicas marcam a diferenciacdo dos
odontoblastos. Alguns desses genes se expressam de forma especifica e pode
confirmar o fenotipo de odontoblasto completamente diferenciado (Ruch et al.,
1995). Expressam a sialofosfoproteina dentinaria (DSPP), produto de gene nao
transcrito por outras células como osteoblastos (Gaikwad et al., 2001). Em humanos
podemos observar a presenca de trés tipos de dentina: primaria, secundaria e

terciaria. A dentina primaria é o tecido secretado antes do término da formacéo
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radicular. Ja a secundaria € produzida apés a formacdo radicular de forma lenta
durante toda a vida (Smith et al., 1995). A dentina terciaria, a matriz dentinaria se
deposita em locais especificos da interface polpa-dentina em resposta a um
estimulo, podendo ser classificada dependendo da severidade da agressao e das
condicdes do tecido pulpar em reacional ou reparativa (Smith et al., 1995; Murray et
al., 2003). Quando ha um estimulo de baixa intensidade, h4 aumento da secrecéo da
matriz pelos odontoblastos pré existentes expostos a injuria. Estimulos mais
intensos podem destruir os odontoblastos primarios levando a formacdo de uma
nova geracao de ceélulas secretoras de dentina denominadas de células “odontoblast

- like”, caso as condi¢des pulpares sejam favoraveis (Smith et al., 1995).

A matriz de dentina terciaria secretada por um grupo de odontoblastos pos
mitGticos sobreviventes a injuria pulpar € denominada de dentina reacional. Ja a
dentina reparativa é aquela secretada pelas células “odontoblast - like” da matriz de
dentina, formadas apés a destruicdo dos odontoblastos primarios (Smith et al., 1995;
Magloire et al., 2001; Smith et al., 2001; Murray et al., 2003). A dentina terciaria pode
variar de uma matriz mais organizada semelhante a dentina primaria para uma
matriz atubular, distréfica, com inclusGes celulares e aspecto ostedide (Smith et al.,

1995).

Segundo Tziafas (1994, 1995) existem evidéncias de que apenas as
populacdes celulares da polpa tém potencial para se diferenciar em células
“odontoblast- like”, competéncia adquirida nos eventos iniciais da formacéo dentaria,

durante interacGes entre o ectoderma oral e as células ectomesenquimais.

As proteinas ndo colagenas tém sido implicadas na regulacdo da
deposicdo dos cristais inorganicos sobre a matriz do o0sso, dentina e esmalte

(George et al., 1993; Goldberg et al., 1995). Na dentina os odontoblastos secretam
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um arcabouco ndo mineralizado, formado por fibrilas coldgenas, chamado de pré-
dentina, que, a certa distancia do corpo celular do odontoblasto, € transformada em
dentina. Essa célula ao se deslocar para o centro da polpa produz mais pré-dentina
que gradualmente se mineraliza, mantendo sua conexdao com o tecido através dos
processos odontoblasticos. A transformacdo da pré-dentina em dentina envolve
fendbmenos que iniciam a deposicdo e crescimento de cristais de apatita entre e
sobre as fibrilas colagenas. Os mecanismos envolvidos na mineralizacédo da dentina
sugerem a evidéncia da participacdo das proteinas ndo colagenas neste processo

(Butler, Ritchie, 1995; Massa et al., 2005; Aguiar, 2007).

A diferenciacdo dos odontoblastos é marcada pela expressao de genes
que codificam as proteinas colagenas e nado colagenas através de modificacbes
morfologicas, a expressdo dos mesmos € especifica e pode confirmar o fendtipo de
odontoblastos distintos, estas diferenciacdes refletem na formacdo de processos

citoplasmaticos apicais e polarizacdo celular (Ruch et al., 1995).

A matriz ndo colagena da dentina € constituida por varias proteinas,
muitas altamente fosforiladas, com propriedades de ligacdo ao calcio e funcéo
variando entre promocéao e inibicdo de deposicdo de minerais em experimentos in
vitro (Hunter et al., 1996). Algumas sdo produtos derivados da clivagem de uma
proteina de alto peso molecular chamada sialofosfoproteina dentinaria (DSPP) como
sialoproteina dentinaria (DSP) e fosfoproteina dentinaria (DPP), proteina da matriz
dentinaria 1, 2 e 3 (DMP1, DMP2 e DMP3, respectivamente), osteopontina (OPN),
sialoproteina 0ssea, osteonectina e osteocalcina (Butler, Ritchie, 1995; He et al.,
2003). A DMP1 é uma fosfoproteina encontrada particularmente na dentina e no
0sso potencialmente relacionada com a odontogénese (George et al.,, 1993;

MacDougall et al., 1998; Massa et al., 2005).
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2.2 Proteina da matriz dentinéaria 1 - DMP1

Proteinas nao colagenas tém sido relacionadas a regulacédo dos cristais
inorganicos sobre a matriz do osso, da dentina e do esmalte; no controle da
nucleacao, inibicdo, tamanho, forma e orientacdo dos cristais formados (George et

al., 1993; Goldberg et al., 1995).

A proteina da matriz dentinaria 1 (DMP1) é uma fosfoproteina acida que
tem sido relacionada diretamente ao processo de mineralizacdo dos tecidos em
formacdo (Massa et al., 2005). A expresséo dessa proteina € notada tanto no tecido
pulpar quanto nos odontoblastos, e atribui-se a ela a regulacdo da diferenciacdo dos
odontoblastos, a formacdo do sistema tubular da dentina e sua mineralizacdo. A
expressao da DMP1 torna-se essencial tanto em odontoblastos precoces quanto nos
tardios para uma normal odontogénese. Alteracdes nessa proteina podem trazer

defeitos na odontogénese e na mineralizacao (Lu et al., 2007).

Nos primeiros estagios da odontogénese a DMPL1 foi localizada mais
precocemente no complexo de Golgi e nos nucleos dos odontoblastos em
diferenciacdo, nas vesiculas da matriz e na matriz dentinaria completamente
mineralizada. Quando a mineralizacdo se expande das vesiculas da matriz para a
matriz circundante, a DMP1 expressa € extracelular, em volta dos globulos
mineralizados. Nas regides mineralizadas da manta dentinaria esta presente tanto
nas regibes mineralizadas como em volta da dentina peritubular, mas também esta
presente na interface mineralizada da dentina com a pré-dentina. A DMP1 na
dentina é encontrada em células e matriz relacionada com a mineralizacdo (Massa
et al., 2005). A presenca da DMP1 também pode ser sinalizada em ameloblastos

secretores, mas nao no esmalte dentéario (Kim et al., 2006).
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Na estrutura e composicdo da DMP1 observa-se um alto conteudo de
acido aspartico, acido glutdamico e residuos de serina (George et al., 1993;
Srinivasan et al., 1999). A presenca das serinas fosforiladas permite a interacao da
DMP1 com alguns cétions, especialmente o calcio (Srinivasan et al., 1999;

Narayanan et al., 2003).

A possivel interacdo da DMP1 com o célcio e fosfato permite relaciona-la
com o processo de mineralizacdo dos tecidos duros, onde a proteina iniciaria o
processo de nucleacao e regulacdo do crescimento dos cristais de hidroxiapatita que
se organizam na presenca da DMP1 (Srinivasan et al., 1999; He et al.,, 2003;

Narayanan et al., 2003).

A DMP1 é expressa no inicio da mineralizagdo indicando um possivel
papel regulador neste processo (He et al., 2003; Massa et al., 2005). Existe a
hipotese que os odontoblastos e células precursoras poderiam sintetizar a DMP1 e
transporta-la para o nucleo onde seria responsavel pela transcricdo dos genes da

matriz envolvidos na formacé&o do tecido mineralizado (Narayanan et al., 2003).

A DMP1 além de induzir a transcricdo de genes especificos da dentina
pode regular também a expressao de proteinas relacionadas a mineralizacao, pois o
bloqueio da mesma reduziu a expressao da fosfatase alcalina e da osteocalcina que
sao duas proteinas envolvidas na mineralizacdo de outros tecidos (Narayanan et al.,

2003).

A mineralizacdo da dentina requer mecanismos de transcricdo que
induzam a cascata de expressdo dos genes para O progressivo processo de
desenvolvimento dos fendtipos dos odontoblastos. Durante a citodiferenciacdo dos
odontoblastos ha uma constante mudanca na atividade de transcricdo dos genes. A

matriz genética especifica do tecido que estdo silenciadas no inicio da diferenciacéo
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sao expressos durante o processo de diferenciacdo terminal. Ha evidencias de que a
DMP1 funciona como uma molécula reguladora importante nos processos de bio-
mineralizacdo. A excessiva expressdo da DMP1 no sistema de cultura celular
aumenta o0 processo de mineralizacdo tanto qualitativamente quanto
quantitativamente. A primeira localizacdo da DMP1 € no nucleo da célula, o calcio
responsavel pelo transporte da DMP1 para a matriz extracelular durante a
diferenciacdo dos odontoblastos. Esse parametro bimodal de localizacdo demonstra
uma influéncia direta da DMP1 promovendo o desenvolvimento dos odontoblastos e
dos fendtipos de osteoblastos e que atuam em outras funcbes associadas aos

estados de diferenciacdo (Narayanan et al., 2006).

O gene da DMP1 é identificado durante a embriogénese e o
desenvolvimento poés-natal. Nos dentes embriogénicos um sinal de DMP1 foi
observada na linha odontoblastica e um pequeno nivel foi observado nas células
odontoblasticas precursoras da polpa, bem como nos pré-ameloblastos. No periodo
pos-natal a DMP1 continua atuando no processo de mineralizagcdo. A superficie
normal peritubular é substituida por uma superficie de dentina irregular através da

DMP1 (Ye et al., 2004).

A proteina DMP1 foi localizada ao longo dos tubulos dentinarios e seus
prolongamentos na dentina radicular, e a distribuicdo da DMP1 trocou do final dos
tubulos dentinarios para a base dos mesmos conforme a formacdo da dentina
progredia. Relacionando a DMP1 também a funcédo de mineralizacdo da dentina e

do cemento na formacéo radicular (Toyosawa et al., 2003).

Tem sido demonstrado que a DMP1 reside no ndcleo, no citoplasma e na
matriz extracelular dos osteoblastos dependendo do seu estado de diferenciacéo e

que exibem efeitos pleiotropicos. Sugerindo uma bifuncdo da proteina durante a
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maturacdo e a diferenciacdo dos osteoblastos. Na diferenciacdo precoce dos
osteoblastos como sinalizador da transcricdo e como iniciador da mineralizacao
durante a diferenciacao final dos osteoblastos (Narayanan et al., 2003). No ndcleo, a
DMP1 seria responsavel pela transcricdo dos genes da matriz envolvidos na
formacdo dos tecidos mineralizados. Quando os osteoblastos tornam-se polarizados
a DMPL1 seria fosforilada sendo exportada para a matriz extracelular onde iniciaria a
nucleacdo da hidroxiapatita e regularia a formacdo de tecido mineralizado (He,

George, 2004).

Além da DMP1 regular a mineralizacdo dos tecidos e dos dentes, tem
sido sugerido que ela possa exercer outras funcdes, pois também foi expressa em
tecidos ndo mineralizados como: musculos, pancreas, ceérebro, figado e rim

(Teresawa et al., 2004).

Os mecanismos através dos quais os tecidos humanos sofrem
mineralizacdo ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Porém a expressao de
determinadas proteinas parece estar diretamente ligada a esse processo, como a
expressdo da DMP1. Através de estudo ultra estrutural associado a técnicas
imunoistoquimica do elemento dentario nas diferentes fases da odontogénese pode-

se esclarecer o papel da expressédo da DMP1 nas fases da odontogénese.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressao da proteina da matriz
dentinaria 1 (DMP1) pela técnica imunoistoquimica, nas diversas fases da

odontogénese e no dente com rizogénese completa.
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4 MATERIAIS E METODOS

Para este estudo foram utilizados dentes em diferentes fases de
formacdao, fixados em formol a 10% e incluidos em parafina, derivados de 07 fetos
humanos em diferentes estagios gestacionais: 14, 16, 19, 20, 21, 23 e 24 semanas,

comparando-se com trés dentes com rizogénese completa.

Este material j& emblocado em parafina é pertencente ao arquivo do
Laboratério de Patologia Cirdrgica da Disciplina de Patologia Bucal da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sdo Paulo e ja foi submetido a avaliagdo do Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade supracitada e utilizada em trabalhos anteriores
(Parecer no 03/03 Protocolo 02/03) e também aprovado para utilizacdo pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas Odontoldgicas S&o Leopoldo Mandic
em Dissertacado de Mestrado em Patologia Bucal (Protocolo 06/263 em 15/09/2006),

e para realizacédo desse trabalho (em 04/04/2008).

Os blocos de parafina contendo os espécimes foram cortados a 5um de
espessura e corados em hematoxilina e eosina para checagem das estruturas

dentarias presentes.

Para a realizacdo da técnica imunoistoquimica foram utilizados cortes de
3 um de espessura. As reacdes imunoistoquimica foram realizadas seguindo o
protocolo estabelecido pelo Laboratorio de Patologia do Centro de Pesquisas

Odontologicas e Faculdade de Odontologia Sado Leopoldo Mandic, descrito a seguir:

a) desparafinacdo dos cortes de 3 um de espessura em dois banhos de
xilol: o primeiro a 60°C por 30 minutos e 0 segundo a temperatura

ambiente por 20 minutos;
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b) reidratacdo em uma série de etanol em concentracfes decrescente

(100%, 95%, 85%) durante 5 minutos cada;

c) remocéao de pigmentos formélicos por imersdo em solucdo de hidroxido

de amonia a 10% em etanol 85% durante 10 minutos;
d) lavagem em agua corrente e agua destilada por 10 minutos cada,;

e) bloqueio da peroxidade endogena tecidual com imersdo do material em
solucéo de peroxido de hidrogénio a 6% e metanol na proporgédo 1:1,

em dois banhos de 15 minutos cada;
f) lavagem em agua corrente e agua destilada por 10 minutos cada;

g) dois banhos de solucdo tampéao de TRIS 0, 05M pH 7,4, por 5 minutos

cada.

ApoOs esse preparo realizado manualmente, as laminas foram levadas a
DAKO Autostainer Staining System (DAKO, Carpentreria, CA, USA), onde a reacgao

foi concluida mecanicamente.
Nela foram efetuadas:

a) incubacdo com anticorpo primario policlonal DMP1 (Takara Bio Inc.,
Otsu, Shiga, Japéao) diluido em BSA 1% na concentracao 1:75 por 18h
a 4°C;

b) incubacdo do reagente LSAB EnVision Peroxidse Mouse (Dako, cdéd.

K4001), nos cortes previamente incubados com o anticorpo primario,

conforme recomendac0des do fabricante;

c) revelacdo da reagcdo com DAKO Liquid DAB plus (Dako, cod. K3468)

segundo recomendacdes do fabricante;
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d) contra coloragcdo com hematoxilina de Mayer.

Apoés esses procedimentos os cortes foram desidratados, diafinizados e

montados em Permoun® para analise dos resultados em microscopia de luz.

Foi realizada andlise qualitativa das marcacdes imunoistoquimicas para a

DMPL1, por trés observadores, nas seguintes estruturas e fases da odontogénese:
a) lamina dentéria - em ndcleo e citoplasma;
b) germe dentario - em nucleo e citoplasma;
- fase de campanula;
- 6rgédo do esmalte;
c) epitélio externo do 6rgdo do esmalte;
d) reticulo estrelado;
e) estrato intermediario;
f) epitélio interno do 6rgao do esmalte;
g) alca cervical;
h) papila dentéria - em ndcleo e citoplasma,;
- fase de coroa;
- 0rgao do esmalte.
j) epitélio externo do 6rgdo do esmalte - apenas nos nucleos celulares;
k) reticulo estrelado;
[) estrato intermediario;

m) ameloblastos;
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alca cervical - apenas nos nucleos celulares;
esmalte;

papila dentaria - em nucleo e citoplasma,;
odontoblastos;

demais células - na matriz extracelular;
dentina;

dente com rizogénese completa - no nucleo e citoplasma dos tubulos

dentinarios.
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5 RESULTADOS

Os resultados observados sao referentes a dentes em formacgao
derivados de sete fetos humanos em diferentes estagios gestacionais (4, 16, 19, 20,
21, 23 e 24 semanas) e 03 dentes com rizogénese completa que serviram para

comparacao do padrao de expressao da proteina da matriz dentinaria 1 (DMPL1).

Observaram-se nos cortes histolégicos estudados germes dentarios em
diferentes estagios de desenvolvimento bem como os tecidos circundantes, incluindo
epitélio da mucosa de revestimento, lamina prépria, tecido 6ésseo e muscular, e

glandulas salivares.

A DMP1 foi visualizada além das estruturas dentarias, em diversos

tecidos como: 6sseo, muscular, epitelial e glandulas salivares.

Dividiremos didaticamente nossos resultados segundo as fases e regides
da odontogénese que foram observadas nos espécimes fetais e examinados e nas

diferentes regides dos dentes com rizogénese completa.

5.1 Dente em desenvolvimento
5.1.1 Lamina Dentaria

As células periféricas da lamina dentéaria voltadas para o lado do germe
dentario apresentaram na sua maioria, expressao positiva no nucleo para a proteina
DMP1, enquanto que as células periféricas do lado oposto mostraram-se negativas

(figura 1a), (quadro 1).
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As células centrais da lamina dentaria apresentaram expressao tanto em
ndcleo como em citoplasma (figura 1b). Os remanescentes da lamina dentaria
(lamina fragmentada), ap6s a formacdo do 6rgdo do esmalte, ndo expressaram a

DMP1 no citoplasma (quadro 1).

Figura 1 - Fotomicrografia da lamina dentaria, técnica imunoistoquimica. Observa-se que
as células periféricas da lamina voltadas para o lado do germe dentério
apresentaram na sua maioria, expressao positiva no nucleo para a proteina
DMP1, enquanto que as células periféricas do lado oposto mostraram-se
negativas (A). As células centrais da lamina apresentaram expressao tanto em
nucleo como em citoplasma (B) Aumentos originais: A- X200; B- X400.



Células Periféricas

Voltadas para o Opostas ao
Germe Dentario Germe Dentario

Células
Centrais

Remanescentes da Lamina

Dentaria

(Ap6s a formagdo do Orgéo do

Esmalte)
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Nuclear

Citoplasmaética

+

+

Quadro 1 - Expressédo da DMP1 na Lamina Dentaria do dente em desenvolvimento.

5.1.2 Germe dentéario

Os espécimes mostraram germes dentarios em fase de campéanula

constituidos por 6rgdo de esmalte e papila dentaria sem mineralizacao visivel em

microscopia de luz (figura 2), e em fase de coroa com evidente deposi¢cdo de matriz

organica de esmalte e dentina (figura 3). A expressdo da proteina DMP1 nestas

estruturas esta descrita a seguir:

5.1.2.1 Fase de campanula

5.1.2.1.1 Org&o do esmalte

a) epitélio externo do 6rgao do esmalte

No epitélio externo do 6rgdo do esmalte pode-se visualizar uma marcacao

heterogénea para a DMP1, com algumas células expressando a presenca da

proteina em seu citoplasma e nucleo (figura 2a, b), (quadro 2).

b) reticulo estrelado

As células do reticulo mostraram marcacao positiva para a DMP1.
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Em algumas amostras as células apresentavam presenca da proteina

tanto no nucleo como no citoplasma (figura 2b), (quadro 2).
c) estrato intermediario

Em estagios em que o estrato intermediario podia ser identificado a

marcacdo da DMP1 se deu de forma bastante positiva (figura 2c), (Quadro 2).
d) epitélio interno do 6rgao do esmalte

No epitélio interno do 6rgédo do esmalte a marcacdo da proteina mostrou-
se heterogénea com algumas células positivas para a DMP1 tanto em ndcleo como

no citoplasma (figura 2c), (quadro 2).
e) alca cervical

As células da alca cervical mostraram-se, da mesma forma que o epitélio
interno, marcacao heterogénea, isto é, células positivas tanto no nucleo como no

citoplasma (figura 2e), (quadro 2).

5.1.2.1.2 Papila Dentéria

Na maior extensdo da papila dentaria, a DMP 1 mostrou positividade
homogénea nas suas células. Entretanto, na regido mais proxima aos pre-
ameloblastos, a DMP1 apresentou uma marcacdo heterogénea, com expressao

tanto em nucleo como em citoplasma (figura 2d), (quadro 2).
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Epitélio Reticulo Estrato Epitélio Alca Papila
Externo do Estrelado Intermediario Interno do | Cervical | Dentéria
Orgéo do Orgéo do
Esmalte Esmalte
Nuclear + + + + + +
. " + + + + + +
Citoplasmatica

Quadro 2 - Expressdo da DMP1 no Germe Dentario fase de Campanula no Orgéo do

Esmalte.

5.1.2.2 Fase de coroa

5.1.2.2.1 Org&o do esmalte

a)

b)

epitélio externo do 6rgdo do esmalte: no epitélio externo do érgédo do
esmalte, que se apresenta fragmentado, pode-se visualizar marcacgao

para a DMP1 somente no nucleo das células (quadro 3);

reticulo estrelado: as células do reticulo estrelado mostraram marcacéo

positiva para a DMP1 tanto em citoplasma quanto em nucleo (quadro 3);

estrato intermediario: as células dessa regido apresentaram forte
marcacdo para a DMP1 tanto em citoplasma quanto em nucleo (figura

3a), (quadro 3);
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Figura 2 - Fotomicrografias de germes dentarios em fase de campéanula, técnica
imunoistoquimica. Em A, observa-se o 6rgdo do esmalte. A marcagdo para a
DMP1 mostra-se bastante heterogénea no epitélio externo do érgdo do
esmalte, com algumas células expressando a proteina em seu citoplasma e
nacleo. As células do reticulo estrelado mostram marcacdo positiva para a
DMP1 (B). Pode-se notar forte marcagdo da DMP1 nas células do estrato
intermediario (C). No epitélio interno a marcacdo da proteina mostra-se
heterogénea com algumas células positivas para a DMP1 tanto em nucleo
como no citoplasma (C). Na papila dentaria, na regido mais préxima aos pré-
ameloblastos, somente algumas células expressam a DMP1 no ndcleo e no
citoplasma (D). Na alca cervical, hd expressao da proteina DMP1 em algumas
células, tanto em nucleo, como citoplasma (E). Aumentos originais: A- X200;
B- X400; C e D- X1000; E- X400.

d) ameloblastos: estas células apresentaram-se positivas para a DMP1
tanto em nucleo, quanto em citoplasma. Nas fases com mineralizacao
avangada, os ameloblastos demonstraram uma morfologia “aerada”
sugerindo que as organelas citoplasmaticas ndo foram marcadas pela

DMP1 (figura 3b), (quadro 3);
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e) alca cervical: as células da alca cervical mostraram marcacdo para a

DMP1 em nucleo, (quadro 3);

f) esmalte: nenhuma marcacéo foi observada na matriz mineralizada do

esmalte (figura 3b), (quadro 3).

Epitélio Reticulo Estrato Ameloblastos Alca Esmalte
Externo do | Estrelado | Intermediario Cervical | Dentario
Orgéo do
Esmalte
Nuclear + + + + + .

Citoplasmaética

Quadro 3 - Expressédo da DMP1 na fase de coroa no 6rgao do esmalte

5.1.2.2.2 Papila dentaria

a)odontoblastos: estas células apresentaram-se positivas para a DMP1

tanto em nudcleo, quanto em citoplasma (figura 3b), (quadro 4);

b)demais células: observou-se heterogeneidade da marcacdo da DMP1 nas
demais células da papila dentaria e discreta marcacdo na matriz

extracelular (figura 3c);

c) dentina: observou-se marcacao na regiao de tibulos dentinarios proximos

a regido odontoblastica (figura 3b), (quadro 4).

Odontoblastos Demais Dentina
Células

Nuclear + + +

Citoplasmatica

Quadro 4 - Expressado da DMP1 na fase de Coroa na Papila Dentaria
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Figura 3 - Fotomicrografia de germes dentarios em fase de coroa, técnica imunoistoquimica.
As células do reticulo estrelado e estrato intermediario mostram marcacao positiva
para a DMP1 (A). Os ameloblastos apresentam-se positivos para a DMP1 tanto
em nucleo, quanto em citoplasma (B). Nenhuma marcacao € observada na matriz
de esmalte (B). Os odontoblastos apresentam-se positivos para a DMP1 tanto em
nacleo, quanto em citoplasma (B). Na dentina observamos marcacao na regido de
tdbulos dentinarios préximos a camada de odontoblastos (B). Nas células da
papila dentéria, observa-se algumas células marcadas para a DMP1 e discreta
marcagao na matriz extracelular (C).

Aumentos originais: A- X630; B- X1000; C- X400.
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5.2 Dente com rizogénese completa
5.2.1 Dentina

Uma faixa estreita de dentina proxima a pré-dentina mostrou marcacao
dos tubulos dentinarios (figura 4a), (quadro 5). Esta marcacdo pode ser vista
esporadicamente também em alguns tubulos mais distantes desta regido, bem como

nas linhas de estresse (figura 4b).

Observou-se também que a pré-dentina € negativa para a expressao de

DMPL1 (figura 4a), (quadro 5).

5.2.2 Polpa

N&o houve expressdo da DMP1 nem em células ou matriz extracelular

(figura 4a), (quadro 5).

Dentina Pré- Dentina Polpa

(Tabulos dentinarios
proximo a pré-dentina)

Nuclear + - -

o zoR + - -
Citoplasmética

Quadro 5 - Expressdo da DMP1 na fase de Coroa no dente com Rizogénese Completa

5.3 Outras estruturas

No epitélio de superficie, a DMP1 apresentava diferentes padrdes de

expressao dependendo da fase de maturacéo.
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Foram positivas também as células musculares estriados, vasos
sanguineos, glandulas salivares (células luminais do ducto e células da semi-lua
serosa das glandulas salivares mistas), nervos, e células das trabéculas Osseas,
tanto osteoblastos, como ostedcitos. Quando presentes, 0s osteoclastos foram

positivos.

A cartilagem de Merckel quando visualizada, foi sempre negativa.
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Figura 4 - Fotomicrografia de dente com rizogénese completa, técnica imunoistoquimica. Na
dentina, uma faixa estreita préxima a pré-dentina mostra marcacao dos tubulos
dentinarios (A). Esta marcagdo pode ser vista esporadicamente também em
alguns tubulos mais distantes desta regido, bem como nas linhas de estresse (B).
Na polpa e pré-dentina ndo ha expressdo da DMP1 nem em células ou matriz
extracelular (A).

Aumentos originais: A- X400; B- X400.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que nos diferentes estagios da
odontogénese houve expressdo da DMP1 com padrbes especificos de marcacédo na
lamina dentaria, nas fases de campanula e coroa e no dente com rizogénese

completa.

A DMP1 é uma fosfoproteina acida relacionada com o processo de
mineralizacdo dos tecidos em formacéo e quando alterada pode trazer defeitos tanto
na odontogénese quanto na mineralizacéo (Massa et al., 2005; Lu et al., 2007). E
composta por um alto contetdo de acido aspartico, acido glutamico e residuos de
serina. Tais residuos permitem a interacdo da DMP1 com alguns cations (George et

al., 1993; Srinivasan et al., 1999; Narayanan et al., 2003).

A possivel interacdo da DMP1 com o célcio e fosfato permite relaciona-la
com o processo de mineralizacdo dos tecidos duros, no qual a proteina iniciaria o
processo de nucleacao e regulacdo do crescimento dos cristais de hidroxiapatita que

se organizam na presenca da mesma (George et al., 1993).

Na lamina dentaria, as células da periferia voltadas para o lado do germe
dentario apresentavam, em sua maioria, expressao positiva para DMP1, enquanto o

lado oposto se mostrou sempre negativo, em nossos resultados.

A presenca da DMP1 nas células da lamina dentéria voltada para o 6rgao
do esmalte pode sugerir que estas ja estdo comprometidas com a diferenciacéo e
formacdo do germe dentario. E estudo prévio ja demonstrou que a DMP1 esta
presente no nucleo de células pré-osteoblasticas em proliferagcdo (Narayanan et al.,

2003).
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Considerando-se todas as fases da odontogénese, a fase de botédo
representa o verdadeiro inicio da formacdo de cada dente. A lamina dentaria se
prolifera uniformemente ao longo dos futuros arcos e apresenta numerosas
atividades mitoticas diferenciais em alguns locais, que dardo origem a dez pequenas
esférulas celulares que invadem o ectomesénquima iniciando o processo de
formacdo dos germes dentéarios deciduos, fato que ocorre a partir da oitava semana
de vida intra-uterina. Na fase de botdo, que ndo ocorre necessariamente no mesmo
momento para todos os dentes, o ectomesénquima subjacente apresenta uma
discreta condensacdo de células onde irdo estar presentes a tenascina e 0
sindecan-1 regulada por sinais das células em proliferacdo, que interagem também
com outros elementos da matriz extracelular e fatores de crescimento (Katchburian,

Arana, 2004).

O crescimento desigual proveniente da continuacdo da proliferacao
epitelial da fase de campanula, apresenta no centro da parte mais profunda uma
concavidade que contém um numero expressivo de ceélulas ectomesenquimais que
pode estar relacionada com a interacdo ceélula - matriz extracelular (Katchburian,

Arana, 2004).

Em nosso estudo, na fase de campanula, observamos marcacao positiva
para a DMP1 tanto no nucleo como no citoplasma das células do epitélio externo do
orgdao do esmalte e do reticulo estrelado. Entretanto, no epitélio interno, que
representa fonte das futuras células ameloblasticas, a marcacdo, embora bem
evidente, ndo se mostrou homogénea, estando algumas células negativas para esta

proteina, tanto em nucleo como em citoplasma.

Na fase de coroa, o mesmo padrdao de marcacdo foi observado, com

ressalva para os ameloblastos e odontoblastos que apresentaram forte marcagao
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para a DMP1 em todas as células, tanto em ndcleo como em citoplasma, embora 0s
ameloblastos apresentem marcacéo “aerada” no seu citoplasma. Isto provavelmente
ocorreu em decorréncia da presenca de organelas citoplasmaticas que ocupam 0s
espacos intracelulares ndo corados pelo anticorpo, uma vez que estas células

apresentam intensa atividade de sintese e secrecao de proteinas.

Pudemos observar que nos diferentes estagios da odontogénese, houve a
expressdo da DMP1 tanto em nucleo como no citoplasma dos diferentes tipos
celulares. Estes achados sdo semelhantes aos resultados de Narayanan et al.
(2003) que demonstraram a presenca desta proteina no ndcleo de células
osteoblasticas em cultura. Uma vez sintetizada no citoplasma, a proteina se liga a
um transportador soluvel de importacdo nuclear, a importina, sendo importada para
0 nucleo assim que sintetizada. Uma vez dentro do nucleo, a DMP1 atua na ativacao

da transcricdo de genes especificos do tecido ésseo, como a osteocalcina.

Esta dupla localizacdo da proteina foi demonstrada por Massa et al.
(2005) em celulas odontoblasticas, sugerindo os autores que a presenca desta
proteina no nucleo de odontoblastos em diferenciacdo desempenha o mesmo papel
de ativacdo da transcricdo de proteinas nao-colagenas especificas para a

dentinogénese.

Além de estar presente no nucleo, a DMP1 esta presente no citoplasma e
na matriz extracelular dos osteoblastos dependendo do seu estado de diferenciacéo
e maturacao, sugerindo uma bifuncdo da proteina como sinalizador da transcricao
de genes do tecido Osseo, bem como, iniciador da mineralizacdo durante a

diferenciacao final dos osteoblastos (Narayanan et al., 2003).

Além de estar expresso em odontoblastos, no presente estudo a DMP1

pode ser observada em ameloblastos nas fases avancadas de mineralizacéo,
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estando caracterizados pela marcacdo aerada no citoplasma, achados estes
semelhantes ao trabalho de Kim et al. (2006). Porém, a DMP1 se mostrou positiva
tanto no nucleo quanto no citoplasma dos ameloblastos do 6rgdo do esmalte na fase

de coroa.

Embora a presenca da DMP1 seja verificada jA nos primordios da
formacéo do 6rgdo do esmalte, como acontece com a lamina dentaria, em algumas
células do epitélio interno do 6rgdo do esmalte, ela ndo é encontrada. Ja na fase de
coroa, com a maturacdo dos ameloblastos e secrecdo de matriz, ela se encontra
expressa em todas as células. Nao encontramos na literatura, explicacdo para este

fato.

A papila dentéria, tanto na fase de campanula como coroa, apresentou
marcacado heterogénea de suas células, sendo algumas positivas para nucleo e/ou
citoplasma. Estes achados sugerem que as células marcadas estdo comprometidas
com a diferenciacdo de células odontoblasticas, enquanto que as ndo marcadas,
representam células mesenquimais indiferenciadas ou até mesmo, células-tronco

(“stem cells”) presentes na papila dentaria (Gronthos et al., 2000).

Nos dentes com rizogénese completa, a proteina DMP1 foi localizada ao
longo dos tubulos dentinarios e seus prolongamentos na dentina radicular, e a
distribuicio da DMP1 mudou do final dos tdbulos dentinarios para a base dos
mesmos conforme a formac&o da dentina progredia relacionando a DMP1 também a
funcdo de mineralizacéo da dentina e do cemento na formacéo radicular (Toyosawa
et al., 2003). Em humanos podemos observar a presenca de trés tipos de dentina:
primaria, secundaria e terciaria. Em nossos resultados a DMP1 foi expressa nos
tubulos dentinarios proximos a regiao odontoblastica bem como numa faixa estreita

de dentina proxima a pré-dentina, nos tubulos dentinarios. Esporadicamente alguns
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tubulos mais distantes da regido de pré-dentina e em areas de estresse a DMP1
apresentaram marcacdo positiva. Tal achado pode ter relacdo com a formacéo de
tecido de reparacado da dentina, pois ha evidéncias de que a DMP1 funciona como
uma molécula reguladora importante nos processos de bio-mineralizacdo. A
excessiva expressdo da DMP1 no sistema de cultura celular aumenta o processo de

mineralizacdo tanto qualitativamente quanto quantitativamente.

Na polpa, nossos resultados mostram expressao positiva da DMP1 nos
vasos e na matriz extracelular em sua regido central. Algumas amostras estavam
positivas apenas na matriz extracelular. Na regido mais proxima a pré-dentina, o
citoplasma de algumas células também apresentaram marcacdo positiva para a
DMPL1. Tais achados podem colaborar com a tese de formacao de tecido reacional
ou reparativo segundo Smith (1995) e Murray (2003) que afirmaram que a matriz
dentinaria se deposita em locais especificos da interface polpa-dentina em resposta
a um estimulo, sugerindo que a resposta a uma agressao pode ser evidenciada no
tecido da polpa através da formacdo de calculos devido a presenca da DMP1 nas

areas evidenciadas.

A auséncia de expressdo da DMP1 na pré-dentina que € um tecido nao
mineralizado pode confirmar a necessidade da expressdo da mesma nos processos
de mineralizacdo (Feng et al., 2003). Ainda sugerem que a DMP1 quando expressa
em tecidos ndo mineralizados pode exercer funcdo na morfodiferenciacdo dos

mesmaos.

No presente estudo, observamos a presenca da proteina DMP1 em
estruturas ndo mineralizadas dos germes dentarios, como ja demonstrado por
Terasawa et al. (2004) sugerindo que esta proteina ndo € especifica de tecidos

mineralizados como 0sso e dentina e, portanto, apresenta funcdes diversas além da
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regulacdo da mineralizacdo. Ainda, houve imunomarcacédo para a DMP1 em células
musculares estriadas, vasos sanguineos, glandulas salivares (células luminais do
ducto e células da semi-lua serosa das glandulas salivares mistas) e nervos, bem
como em células relacionadas com a osteogénese, como osteoblastos e ostedcitos,
achados estes ja demonstrados por diversos autores (Furuse, 2003; Terasawa et al.,

2004; Rios et al., 2005; Ye et al., 2005; Lu et al., 2007).

No epitélio de superficie e nas glandulas salivares, a DMP1 esteve
expressa com diferentes padrbes dependendo da fase de maturacdo, sugerindo a
sua participacdo em epitélios com alta atividade metabdlica (Ogbureke, Fisher,

2007).

Portanto, os resultados do presente estudo demonstraram a presenca da
proteina DMP1 em diferentes fases do desenvolvimento de germes dentarios
humanos e com padrdes especificos de expressdo. Porém, estudos se fazem
necessarios para o0 melhor entendimento desta proteina em cada fase da

organogénese.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que nos diferentes estagios da

odontogénese houve expressao da DMP1 com padrdes especificos de marcacéo na:

a)

b)

d)

f)

g)

h)

)

lamina dentaria: em ndcleo e citoplasma das células centrais e da

periferia;

no germe dentario, em fase de campanula, o 6rgado do esmalte, no epitélio
externo apresentou no nucleo e no citoplasma de algumas células

marcacao heterogénea para a DMP1;

no reticulo estrelado a marcacao foi positiva em nucleo e em citoplasma.

No estrato intermediario a expressédo da DMP1 foi bastante positiva;

no epitélio interno e na al¢a cervical, a marcacao foi heterogénea tanto no

ndcleo como no citoplasma,;

na papila dentaria em sua maior extensdo, a DMP 1 mostrou positividade

homogénea nas suas células;

na fase de coroa, no orgao do esmalte, no epitélio externo a DMP1 foi

expressa apenas em nucleos celulares;
no reticulo estrelado a marcacéo foi positiva também no citoplasma;
no estrato intermediario houve forte marcacéo para a DMP1;

0s ameloblastos apresentaram marcacdo positiva para a DMP1, exceto

nas fases com mineralizacdo avancada,

nas células da alca cervical a marcacdo positiva se deu apenas nos

nucleos;
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e nenhuma marcacao foi observada na matriz mineralizada do esmalte;

na papila dentaria os odontoblastos mostraram marcacdo positiva em
nicleo e em citoplasma, as demais células da papila apresentaram
heterogeneidade para a marcacdo da DMP1 e discreta marcacdo na

matriz extracelular;

na Dentina os tdbulos dentinarios proximos a regido odontoblastica se

mostraram positivos para a DMP1;

nos dentes com rizogénese completa houve expressao positiva da DMP1

apenas numa faixa estreita de dentina proxima a pré-dentina;

novos estudos se fazem necessarios para o melhor entendimento da

DMP1 em cada fase da organogénese.
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