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As plantas nascem terrenas e flexíveis; 
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RESUMO 

 

A junção dentogengival consiste na adaptação da mucosa oral envolvendo o epitélio 

oral (EO), epitélio sulcular (ES), epitélio juncional (EJ) e tecido conjuntivo. O EJ 

desempenha um papel crucial, promovendo aderência à superfície dentária. Além 

disso, em condições de saúde secreta inúmeras moléculas como mecanismo de 

defesa para a eliminação de toxinas e para conter o desafio microbiano. No entanto, 

a destruição de sua integridade estrutural é considerada o marco na conversão do 

epitélio juncional em epitélio de bolsa e, por sua vez no desenvolvimento da 

periodontite. Desta forma, poucos são os estudos que visaram compreender quais as 

alterações desencadeadas aos diferentes níveis de expressão de marcadores 

inflamatórios e sua associação a proteínas derivadas da matriz do esmalte em 

periodontite experimental (PE). Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar a 

expressão da amelotina (AMTN), laminina (LAM-332) e a proteína secretada por 

células dendríticas foliculares (FDC-SP) no EJ sob a presença ou ausência de PE em 

ratos. Dezesseis ratos foram aleatoriamente distribuídos em 2 grupos (n=8/grupo): 

Grupo Controle-Saúde - sem indução de periodontite experimental; Grupo 

Periodontite (PE) - indução de periodontite experimental. A indução da PE foi 

estabelecida por meio da colocação da ligadura de algodão ao redor da região cervical 

dos primeiros molares inferiores esquerdos. Quinze dias após a indução da PE todos 

os animais foram eutanasiados. Após a dissecção as hemi-mandíbulas esquerdas 

foram desmineralizadas e submetidas ao processamento histológico convencional, e 

as secções foram coradas pela hematoxilina-eosina (HE) para análise histopatológica 

dos tecidos periodontais e adjacentes, análise histométrica da perda óssea alveolar 

(POA) da região de furca e de perda óssea interproximal (POI) ou destinaram-se a 

reação imunohistoquímica para detecção e quantificação da fosfatase ácida resistente 

ao tartarato (TRAP) e imuno-histoquímicas fluorescentes para avaliação de AMTN, 

LAM-332, FDC-SP, CD45+ CD66b+, CD8, CD163 e CD80. Os dados foram 



analisados estatisticamente com nível de significância de 5%. O grupo PE apresentou 

aumento na POA e POI, maior quantidade de células TRAP-positivas e focos de 

inflamação aos 15 dias de PE em relação ao grupo Controle-Saudável (p<0.05). A 

expressão de AMTN aumentou significativamente no período de 15 dias para o grupo 

PE (p<0.05), no entanto, não houve diferenças significativas entre a expressão de 

FDC-SP e LAM-332. A análise de correlação de AMTN, LAM-332 e FDC-SP com a 

intensidade de expressões dos marcadores de superfície inflamatória não exibiram 

diferenças significativas para o grupo PE. Conclui-se que, a expressão da amelotina 

pode estar associada à presença da periodontite em ratos com periodontite 

experimental.  

Palavras-chave: Proteína Derivada da Matriz do Esmalte. Periodontite. Inflamação. 

Engenharia Tecidual. Amelogenina. 
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ABSTRACT 

The dentogingival junction consists of the adaptation of the oral mucosa involving the 

oral epithelium (OE), sulcular epithelium (SE), junctional epithelium (JE) and 

connective tissue. The JE plays a crucial role, promoting adhesion to the tooth surface. 

In addition, under health conditions, molecules are secreted as a defense mechanism 

for the elimination of toxins and to contain the microbial challenge. However, the 

destruction of its structural integrity is considered the conversion of the junctional 

epithelium into pocket epithelium and, in turn, in the development of periodontitis. 

Thus, there are few studies that aimed to understand which changes are triggered by 

the different levels of expression of inflammatory markers and their association with 

proteins derived from the enamel matrix in experimental periodontitis (EP). Therefore, 

the aim of this study was to evaluate the expression of amelotin (AMTN), laminin (LAM-

332) and the protein secreted by follicular dendritic cells (FDC-SP) in the JE under the 

presence or absence of PE in rats. Sixteen rats were randomly distributed into 2 groups 

(n=8/group): Control-Health Group - without experimental periodontitis induction; 

Periodontitis Group (PE) - induction of experimental periodontitis. PE induction was 

established by placing a cotton bandage around the cervical region of the lower left 

first molars. Fifteen days after PE induction, all animals were euthanized. After 

dissection, the left hemi-mandibles were demineralized and submitted to conventional 

histological processing, and the sections were stained with hematoxylin-eosin (HE) for 

histopathological analysis of periodontal and adjacent tissues, histometric analysis of 

alveolar bone loss (ABL) in the region of furca and interproximal bone loss (ABLI) or 

were destined to immunohistochemical reaction for detection and quantification of 

tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) and fluorescent immunohistochemistry for 

evaluation of AMTN, LAM-332, FDC-SP, CD45+ CD66b+, CD8, CD163 and CD80. 

Data were statistically analyzed with a significance level of 5%. The PE group showed 

an increase in POA and POI, a greater amount of TRAP-positive cells and foci of 

inflammation at 15 days of PE compared to the Healthy-Control group (p<0.05). AMTN 

expression significantly increased within 15 days for the PE group (p<0.05), however, 



there were no significant differences between FDC-SP and LAM-332 expression. 

Correlation analysis of AMTN, LAM-332 and FDC-SP with the intensity of expression 

of inflammatory surface markers did not show significant differences for the PE group. 

It is concluded that the expression of amelotin may be associated with the presence of 

periodontitis in rats with experimental periodontitis. 

 

Keywords: Enamel Matrix Derived Protein. Periodontitis. Inflammation. Tissue 

Engineering. Amelogenin. 
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1 INTRODUÇÃO* 

De acordo com os critérios estabelecidos por Lang & Bartold, 2018¹ preservar 

a integridade da junção dentogengival é fundamental para manutenção de um 

periodonto sadio. Dentre suas estruturas que auxiliam na resolução da doença o 

epitélio oral (EO), epitélio sulcular (ES), epitélio juncional (EJ) e tecido conjuntivo 

merecem destaque. A preservação da inserção dentária é particularmente 

dependente da integridade do ES e do EJ, que ao contrário do EO não são 

queratinizados.2 Estudos têm discutido que o “sistema de permeabilidade” do EJ 

possa estar associada às estruturas que o fixam a superfície dentária, tais como 

hemidesmossomos, lâmina basal interna e cemento.5 A permeabilidade tecidual do 

EJ permite que células residentes e substâncias migrem do tecido conjuntivo para o 

sulco gengival, limpando e neutralizando o desafio bacteriano contínuo, 

desempenhando um papel ativo no mecanismo de defesa inata.4,5 Em contraste, a 

destruição da integridade estrutural do EJ, que inclui a interrupção do contato célula a 

célula e o desprendimento da superfície ao dente é considerado o marco na conversão 

do EJ em epitélio de bolsa e, por sua vez no desenvolvimento da periodontite.  

A imunocoloração com alvo aos marcadores de superfície CD80, CD163, 

CD66B, CD45, CD4 e CD8 têm sido utilizada para especificar tipos e subtipos de 

células em tecidos periodontais e peri-implantares.10-12 Independentemente de seu 

papel como marcadores de superfície e fenótipos, essas proteínas contribuem para o 

início, progressão e resolução da inflamação com as seguintes funções distintas: 

CD80 (Th1) expresso por células apresentadoras de antígenos, sendo uma molécula 

de co-estimulação ativando as funções das células T, IL-12 e IL-28; CD163 expresso 

por macrófagos/monócitos, apresenta efeitos anti-inflamatórios através da indução a 

liberação de citocinas IL-6, IL-4, IL-17, IL-10; CD66B e CD45 expressos 

constitutivamente de neutrófilos ou também conhecidos como leucócitos 

polimorfonucleares, independentemente da localização celular9,11,12; CD8 (TH0) 

produz uma variedade de citocinas e quimiocinas através da diferenciação de células 

inflamatórias Th1 ou Th210 e CD4 (Th1, Th2, Th17 e TREG) responsável pelo 

 
* De acordo com as instruções do periódico Journal of Periodontal Research. Disponível em: 

https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/16000765/homepage/forauthors.html 

https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/16000765/homepage/forauthors.html
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reconhecimento de patógenos, eliminação e fagocitose de células estranhas e 

apresentação de antígenos.10  

 A junção-cemento-esmalte (JCE) é capaz de secretar uma série de moléculas 

biologicamente ativas, entre as quais encontram-se 17 proteínas conhecidas ou em 

fase de investigação derivadas da matriz do esmalte.13,14 As mais estudadas são a 

amelogenina e a ameloblastina e as recém-descobertas subunidades de Laminin-332 

(LAM-332,) proteína secretada por células dendríticas foliculares (FDC-SP), proteína 

odontogênica associada ao ameloblasto (ODAM), fosfoproteína associada à 

odontogênese (ODAPH), fosfoproteína secretora de ligação ao cálcio prolina-

glutamina rica 1 (SCPPPQ1)  e amelotina (AMTN).13,15,16 Parece existir uma hierarquia 

entre as proteínas, no qual a expressão gênica do ameloblasto sinaliza a secreção e 

síntese das demais durante os estágios de formação e maturação do esmalte 

dentário.13 A AMTN, dada sua especificidade e localização foi originalmente localizada 

no EJ e EO de camundongos.13,14,17 Acredita-se que, devido a interface de sua 

localização da AMTN uma de suas funções seja a inserção e/ou reinserção do 

elemento dentário, no entanto este fato ainda não foi totalmente esclarecido.18 

Diferentemente, evidências demonstram que a FDC-SP atua como um reservatório 

de linfócitos B ativos.19 Sendo assim, é plausível que com o aumento da expressão 

de FDC-SP ocorra um aumento da migração de linfócitos B e ativação de quimiocinas, 

logo, podem contribuir na regulação da resposta imune tecidual.20 Por outro lado, altos 

níveis de LAM-332 relacionam-se na formação e integridade de hemidesmossomos, 

ou seja adesão do EJ ao dente.21 

Uma vez que, a periodontite e a desintegração do EJ estão associadas é 

possível dizer que a expressão dessas proteínas esteja interligada por meio de uma 

via de etiopatogenia comum, e o aumento da expressão possa contribuir para a 

proteção do EJ em condições de doença periodontal. A associação entre gengivite e 

a expressão de AMTN, foi descrita por estudo experimental em humanos, no qual 

avaliou-se a expressão de citocinas pró-inflamatórias perante a transcrição de AMTN 

em fibroblastos gengivais.22 Neste trabalho, os autores destacam o aumento da 

transcrição de AMTN frente ao quadro de inflamação. Estes achados, descrevem a 

ocorrência da resposta imune no EJ, onde citocinas pró-inflamatórias são capazes de 

induzir a expressão do gene AMTN.22 Outro estudo, associou a expressão local de 

AMTN em tecidos gengivais inflamados de camundongos e de humanos com 
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periodontite crônica. Seus dados sugerem um padrão de expressão de AMTN perante 

a interface do EJ e sulco gengival e superfície dental, e papel fundamental na adesão 

celular e mineralização da superfície do esmalte, como também descontrole de sua 

concentração frente à migração apical do epitélio em decorrência da periodontite.23  

Certamente, a recente descoberta das proteínas expressas no EJ abrem portas 

para novos desfechos sobre a saúde e a periodontite. A regulação de níveis da AMTN, 

LAM-332 e FDC-SP podem sugerir um envolvimento na aderência do epitélio com a 

superfície dentária e, portanto, a manutenção da integridade dos tecidos periodontais 

frente a agentes agressores. A hipótese do estudo é de que poderia haver um 

aumento da expressão de proteínas derivadas da matriz do esmalte na presença de 

inflamação induzida pela instalação de ligadura. Assim o objetivo deste estudo foi 

avaliar a expressão da AMTN, LAM-332 e da proteína secretada por células 

dendríticas foliculares (FDC-SP) e sua correlação na regulação da resposta imuno-

inflamatória no EJ de ratos submetidos a um modelo de indução de periodontite 

experimental. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS  

2.1 Delineamento experimental 

Os animais foram mantidos em gaiolas plásticas em ambiente com temperatura 

controlada (21±1ºC), umidade 65-75%, ciclos de luz de 12/12, e receberam ração e 

água ad libitum. O protocolo experimental (#00608-2020) foi aprovado pela Comissão 

de Ética em Uso de Animais (CEUA; Anexo A) e sendo reportado de acordo as 

Diretrizes do ARRIVE.24 

Baseado no cálculo da amostra de trabalhos publicados na literatura 25-29, e, 

considerando a diferença mínima entre as médias, desvio padrão do erro e poder de 

80% para se determinar o número de animais necessários para cada grupo 

experimental, foi indicado  pelo programa que o  número mínimo de animais seria de 

6 por grupo experimental considerando a perda óssea alveolar da área de furca como 

desfecho primário. Oito animais foram utilizados com base na análise histométrica da 

perda óssea interproximal.29  

Dezesseis ratos adultos (Rattus norvegicus, Wistar) com aproximadamente 3 

meses de idade e peso variando entre 300 e 350 g foram aleatoriamente alocados em 

dois grupos experimentais (n=8/grupo): Controle-Saúde (S) - sem indução de 

periodontite experimental; periodontite experimental (PE) - Indução de periodontite 

experimental nos primeiros molares inferiores esquerdos por 15 dias.  

 

2.2 Indução da Periodontite Experimental 

Para a instalação da ligadura, os animais foram submetidos à injeção 

intraperitoneal de cloridrato de cetamina (80 mg/kg; Cetamim, Syntec, Santana do 

Parnaíba, São Paulo, Brazil) e cloridrato de xilazina (6 mg/kg; Coopazine – Coopers 

São Paulo – Brasil). A PE foi induzida pela instalação de um fio de algodão (Corrente, 

algodão 24, Coats Corrente, São Paulo. Brasil) ao redor do primeiro molar inferior 

esquerdo e a ligadura foi mantida por 15 dias em posição sub-gengival.25 

 

2.3 Processamento Histológico  
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Todos os animais foram eutanasiados por injeção intramuscular de uma dose 

letal de tiopental (150 mg/kg; Cristália, Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda., 

Itapira, SP, Brasil) e lidocaína 2% (10 mg/kg) aos 15 dias imediatamente após a 

remoção da ligadura no grupo PE. As hemi-mandíbulas esquerdas foram dissecadas 

e submetidas a solução fixadora, constituída de 4% de formaldeído (Sigma-Aldrich 

Co.) em tampão fosfato-salino (PBS, 0,1 M, 4°C, pH 7,4), por um período de 48 horas. 

Após a fixação, as hemi-mandíbulas esquerdas foram cuidadosamente manuseadas 

e submetidas à desmineralização em ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10% 

por 2 meses.26 Posteriormente, os espécimes foram desidratados por imersão em 

diluições seriadas de álcool. Após inclusão em parafina, as amostras foram 

seccionadas no plano sagital, sempre seguindo o longo eixo do dente em lâminas de 

4 μm de espessura no sentido mésio-distal.26 Os cortes seriados da região de furca 

do primeiro molar inferior esquerdo foram coletados, montados em lâminas de vidro e 

corados com Hematoxilina e Eosina (HE) ou submetidos ao processamento 

imunohistoquímico.  

 

2.4 Análise Histopatológica  

Foi realizada uma análise histológica semi-quantitativa de acordo com Miessi 

et al.27 utilizando escores, que variaram da menor para a maior alteração em % de 

espécimes e mediana, por um histologista certificado (EE) nas regiões de furca e 

interproximal para os seguintes parâmetros e características dos tecidos (Tabela 1): 

1) Intensidade da resposta inflamatória local: escore 0 – ausência de 

inflamação; escore 1 – pequena quantidade de células inflamatórias; escore 

2 – moderada quantidade de células inflamatórias; escore 3 – grande 

quantidade de células inflamatórias;  

2) Extensão do processo inflamatório: escore 0 – ausência de inflamação; 

escore 1 – estendendo-se apenas em parte do tecido conjuntivo da região 

de furca; escore 2 – estendendo-se por todo o tecido conjuntivo da região 

de furca; escore 3 – estendendo-se por todo o tecido conjuntivo e ósseo da 

região de furca;  
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3) Padrão de estruturação do tecido conjuntivo: escore 0 – moderada 

quantidade de fibroblastos e grande quantidade de fibras colágenas com 

tecido conjuntivo denso; escore 1 – moderada quantidade tanto de 

fibroblastos quanto de fibras colágenas; escore 2 – pequena quantidade 

tanto de fibroblastos quanto de fibras colágenas e edema intersticial; escore 

3 – desestruturação tecidual severa com edema intersticial e áreas de 

necrose;  

4) Padrão de estruturação do tecido ósseo alveolar: escore 0 – trabéculas 

ósseas de contorno regular e repletas de osteoblastos ativos, incluindo 

áreas de neoformação óssea; escore 1 – trabéculas ósseas de contorno 

irregular recobertas tanto por muitos osteoblastos quanto por osteoclastos 

ativos; escore 2 – trabéculas ósseas de contorno irregular repletas de 

osteoclastos ativos; escore 3 – áreas de osso necrótico e trabéculas ósseas 

de contorno irregular repletas de osteoclastos ativos. 

 

2.5 Análise Histométrica 

Previamente à realização das análises histométricas, um examinador (NAG) foi 

treinado através da dupla mensuração de 24 espécimes, com o intervalo de 1 semana. 

O coeficiente de correlação de Pearson mostrou um alto grau de correlação (0,95) 

entre os dois momentos de mensuração para todas as análises. A área de perda 

óssea alveolar (POA) na região de furca de cada seção foi medida duas vezes pela 

mesma examinadora em dias diferentes para reduzir variações nos dados. Os valores 

médios foram calculados e comparados estatisticamente.  

Depois de excluir a primeira e a última secções em que a região de furca era 

evidente, três secções equidistantes de cada bloco de amostra foram selecionadas e 

fotografadas usando uma câmera digital acoplada a um microscópio de luz (AxioStar 

Plus; Carl Zeiss MicroImaging GmbH, 37030 Gottingen, Alemanha).28 As 

fotomicrografias previamente adquiridas das lâminas histológicas submetidas à 

coloração pela HE foram analisadas através do software ImageJ® (versão 1.51i; 

National Institutes of Health, Bethesda/MD, EUA).  A POA na região de furca (mm²), 

que compreende a área entre a crista óssea e a superfície do cemento, do primeiro 

molar inferior esquerdo, foi determinada histometricamente em mm² usando um 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/osteolysis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/osteolysis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cementum
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sistema de análise de imagem (Axiovision 4.8.2, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, 

07740 Jena, Alemanha). A POA na região de furca de cada secção foi medida duas 

vezes pelo mesmo examinador em dias diferentes para reduzir variações nos dados 

e os valores médios foram obtidos.   

Para avaliar a  perda óssea interproximal (POI) pela distância entre pico da 

crista óssea alveolar e da junção cemento esmalte da região interproximal, uma linha 

reta virtual da JCE entre 1o e 2o molares inferiores esquerdos foi delimitada, seguida 

de uma segunda linha de encontro ao ponto médio até o pico da crista óssea alveolar 

em mm, utilizando o software ImagePro Plus 10 (Media Cybernetics; Rockville, 

USA).29 A contagem em mm foi realizada com auxílio das ferramentas “Line tool” e 

“Measurement Table”. 

 

2.6 Processamento para Imunohistoquímica  

Os cortes histológicos foram desparafinizados em xilol e hidratados em série 

decrescente de etanol e submetidos à técnica de imunoperoxidase indireta. A 

recuperação do antígeno foi realizada por imersão das lâminas histológicas em 

tampão citrato 0,1 M (pH 7,4; Diva decloaker®, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) 

em uma câmara pressurizada (Decloaking Chamber®, Biocare Medical, Concord, CA, 

EUA) em 95°C por 20 minutos. As lâminas histológicas foram lavadas em PBS 0,1 M, 

pH 7,4 e posteriormente, imersas em 3% de peróxido de hidrogênio por 1 hora e 1% 

de soro albumina bovino por 12 horas para bloqueio da peroxidase endógena e 

bloqueio dos sítios inespecíficos, respectivamente. As lâminas contendo amostras de 

cada grupo experimental foram categorizadas em lote. O lote foi incubado com o 

anticorpo primário, anti-TRAP (Fosfatase Ácida Tartarato Resistente; Goat anti-trap – 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA; SC 30833). Os cortes foram 

incubados com anticorpo secundário biotinilado por 2 horas e subsequentemente 

tratados com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte - HRP por 1 

hora (Universal Dako Labeled HRP Streptavidin-Biotin Kit®, Dako Laboratories, CA, 

EUA). A revelação foi realizada utilizando como cromógeno o 3,3’-tetracloridrato de 

diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA, EUA). Foi realizada 

a contracoloração com Hematoxilina de Harris.  
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Para a técnica de imunofluorescência indireta, os cortes foram 

desparafinizados em xilol e hidratados em série decrescente de etanol. A recuperação 

antigênica foi realizada por meio da imersão em tampão citrato (Spring Bioscience, 

Pleasanton, CA, EUA), em câmara pressurizada (Decloaking chamber®, Biocare 

Medical, Concord, CA, EUA) a 95°C, por 20 minutos. No final de cada etapa da reação, 

as lâminas serão lavadas em TBS. Essas lâminas foram divididas em 9 lotes, os quais 

foram incubados por 12 horas com um dos seguintes anticorpos primários: Anti-CD4 

do rato gerado em coelho (Ab237722), Anti-CD8 do rato gerado em coelho 

(Ab237709), anti-CD66b do rato gerado em coelho (Ab197678), anti-CD163 do rato 

gerado em coelho (Ab182422), anti-CD45 do rato gerado em camundongo (Ab33923), 

anti-CD80 do rato gerado em camundongo; anti-AMTN do rato gerado em 

camundongo (cedido pelo Dr. B. Ganss); anti-FDC-SP do rato gerado em 

camundongo (cedido pelo Dr. T. Shinomura); anti-laminin γ2 do rato gerado em 

camundongo (cedido pelo Dr. B. Ganss). Os cortes foram incubados com anti-IgG de 

camundongo conjugado com Alexa-Fluor®555 gerado em burro (ab150110, Abcam, 

EUA) ou anti-IgG de coelho conjugado com Alexa-Fluor®488 gerado em burro 

(ab150073, Abcam, EUA). Na sequência os núcleos foram corados por 30 minutos 

com dicloridrato de 4 ', 6- diamidino-2-fenilindol (DAPI, Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EUA). Ao final, as lâminas foram montadas com auxílio do 

ProLong Diamond Antifade Mountind (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, EUA). A 

análise por imunofluorescência foi realizada no Cancer Invasion and Metastasis 

Laboratory, chefiado pelo Prof. Marco Magalhães, na University of Toronto. Como 

controle negativo, os espécimes foram submetidos aos procedimentos descritos 

anteriormente suprimindo-se a utilização do anticorpo primário. As etapas da técnica 

de imunoperoxidase foram baseadas em protocolos já descritos.23 

 

2.7 Análise imunohistoquímica para células TRAP-positivas 

Um examinador calibrado (EE) selecionou uma secção histológica de (TRAP) 

para cada espécime. As células imunorreativas para TRAP chamadas TRAP-

positivas, foram consideradas como aquelas que se apresentavam multinucleadas e 

com uma coloração marrom-escura confinada ao seu citoplasma. A imunomarcação 

foi definida como aquela de coloração acastanhada presente no compartimento 
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citosólico das células positivas. A análise quantitativa da imunomarcação foi realizada 

por um examinador calibrado (EE) por meio da contagem de células TRAP positivas 

localizadas no centro do septo interradicular e interproximal do primeiro molar inferior 

de uma área de 1000μm x 1000μm, com um aumento de 200x em três cortes 

histológicos equidistantes. 28 O limite coronário desta área foi a crista óssea alveolar, 

a partir da qual se estendia apicalmente por uma distância de 1000μm.28 Os resultados 

foram expressos em células por mm2 (cél/mm2), sob a forma de média e desvio padrão 

em cada grupo experimental. 

 

2.8 Análise Imunohistoquímica Fluorescente  

Após 1 hora de incubação com anticorpos secundários em temperatura 

ambiente, as lâminas foram lavadas e coradas com DAPI (Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EUA) por 30 minutos. As amostras foram montadas usando 

o ProLong Diamond Antifade Mounting media (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA) e capturadas no mesmo dia usando um microscópio Quorum 

Spinning Disk Confocal (Quorum Technologies Inc., Puslinch, Canadá). Dez imagens 

de cada lâmina foram tiradas usando objetivas de 10x e lentes de ampliação de 1,6x. 

Os campos da imagem foram selecionados aleatoriamente e as coordenadas X, Y 

foram usadas para evitar sobreposições. A análise das imagens foi realizada com o 

software Volocity 3D Image Analysis (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA). Foram 

avaliadas a intensidade de AMTN, LAM-332 e FDC-SP, e as populações de CD45+ 

CD66b+, CD8, CD4, CD163 e CD80.   

A correlação da intensidade da coloração do canal foi realizada usando limiares 

gerados automaticamente com base no estudo de Costes et al.30. O limiar para 

colocalização foi determinado pelo ajuste linear de mínimos quadrados das 

intensidades LAM-332/FDC-SP sobre todos os pixels da imagem (IG = α×IR+b) e um 

canal mostrando o produto da diferença das médias foi gerado e fixado para todo as 

amostras (Lam=4000/FDCSP=8000).31 Definiu-se como área de intensidade em μm2 

as regiões: epitélio juncional e no epitélio oral (região equidistante). A colocalização 

foi avaliada em ambas as regiões. Foram excluídas amostras com corte dobrado ou 

anormal. Diferentes leituras de cada área foram realizadas para se atingir um valor 

mediano.31  
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2.9 Análise Estatística  

A análise estatística dos dados foi realizada com o software Bioestat (Versão 

5.3, Bioestat, Instituto Mamirauá, Manaus, Brasil), com 5% de nível de significância. A 

análise dos dados histométricos e imunohistoquímicos dos grupos Controle-Saúde e 

PE foi realizada por meio do teste de Shapiro-Wilk e teste t Student e histopatológica 

por Kruskal-Wallis. As análises de correlações entre a expressão dos marcadores 

inflamatórios, por meio de intensidade de fluorescência em pixel, com a expressão de 

proteínas AMTN, FDC-SP e LAM-332, foram realizadas pelo coeficiente de correlação 

de Pearson. 
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3 RESULTADOS 

3.1 Análise Histopatológica  

O grupo PE apresentou maior intensidade e extensão da resposta inflamatória 

local, padrão de estruturação do tecido conjuntivo e de osso alveolar em comparação 

ao grupo Controle-Saúde para o período de 15 dias (p<0,05; Tabela 1; Figura 1). 

3.2 Análise Histométrica  

Os dados demonstraram maior POA, com diferença estatisticamente 

significante no grupo PE (111,85 ± 51,56 mm2) quando comparado ao grupo Controle-

Saúde (51,56 ± 10,31 mm2) na região de furca (p<0,001; Figura 2A).  

Na região interproximal houve maior POI, com diferença estatisticamente 

significante no grupo PE (173,42 ± 45,34 mm) quando comparado ao grupo Controle-

Saúde (53,19 ± 34,83 mm; p<0.0001; Figura 2B).  

173,42 ± 45,34 

3.3 Análise Imunohistoquímica – células TRAP-positivas 

A PE induziu um aumento significativo na quantidade de células TRAP-

positivas aos 15 dias em comparação ao grupo Controle-Saudável (p<0,01; Figura 

3A).  

No grupo Controle-Saúde, os osteoclastos TRAP-positivos apresentavam-se 

hipernucleados, arredondados e relativamente distantes da matriz óssea, isto é, 

desacoplados. Estas condições são, de modo geral, características da inatividade 

destas células. Já para o grupo PE os osteoclastos “TRAP-positivas” apresentavam-

se, em sua maioria, acoplados ou próximos à matriz óssea, polarizados, com 

quantidade de núcleos e morfologia normais, ou seja, condizentes com um aspecto 

de atividade celular (Figura 3B).  

 

3.4 Análise da Intensidade Imunofluorescente em Pixel das proteínas 

e dos Marcadores de Superfície Inflamatória 
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Houve um aumento significativo na intensidade de imunomarcação dos níveis 

de AMTN no grupo PE, quando comparado ao grupo Controle-Saúde (p<0,05; Figuras 

4 e 6A). Nenhuma diferença estatística foi observada para os níveis de LAM-332 e 

FDC-SP (p=0,57; Figuras 5, 7B e 7C) entre os grupos. 

Houve um aumento significativo na expressão de macrófagos CD163 (p<0,04; 

Figura 7a), neutrófilos CD66B (p<0,003; Figura 7), macrófagos CD80 (p<0,006; Figura 

7c), linfócitos CD8 (p<0,01; Figura 7d) e linfócitos CD45 (p<0,04; Figura 7e), no grupo 

PE, quando comparado ao grupo Controle-Saúde para o período de 15 dias. 

 

3.4.1 Análise de correlação dos Marcadores de Superfície 

Inflamatória (CD66B, CD80, CD163, CD45, CD8 e CD4) e a expressão 

de intensidade de fluorescência de AMTN, LAM-332 e FDC-SP 

Nenhuma diferença estatística foi observada, na análise de correlação de 

AMTN, LAM-332 e FDC-SP com a intensidade de expressões dos marcadores de 

superfície inflamatória para o grupo PE aos 15 dias (p>0,05).   
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4 DISCUSSÃO 

 

Com a finalidade de fornecer novas evidências na suscetibilidade da 

periodontite, especialmente a nível da patogênese periodontal, descrevemos um 

protocolo experimental que avaliou a expressão de AMTN, LAM-332 e FDC-SP e 

marcadores de superfície inflamatória, por meio de análises histopatológicas, 

histométricas, imunohistoquímica e imunofluorescência em tecidos periodontais de 

ratos com PE induzida e em controles saudáveis. Nosso estudo identificou um 

aumento significativo na expressão de AMTN associada à presença de PE (p<0,05), 

deslocamento progressivo e apical do EJ, aumento do infiltrado inflamatório e estímulo 

do processo de reabsorção óssea interproximal para o período de 15 dias. 

Nos últimos anos, o modelo de eleição para indução da PE em ratos utilizado 

pelo nosso grupo de pesquisa 25-28 baseia-se no clássico modelo de ligadura.35,36 Esse 

modelo têm sido muito utilizado em estudos por promover um aparecimento rápido de 

uma microbiota oral disbiótica, simulando o modelo de placa sub-gengival em 

humanos, que abriga mais de 700 espécies microbianas reconhecidas.37,38 Dentre 

elas, apenas uma minoria tem poder de virulência que leva à periodontite quando seu 

equilíbrio é comprometido.37 Diferentemente dos modelos que realizam inoculação 

oral de cepas (Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Treponema 

denticola) diretamente ao sulco gengival em roedores.23, 34, 39, 40 Uma vez que a 

inflamação ocorre, é impossível dissociar os efeitos destrutivos dos tecidos das 

bactérias, daquelas causadas pelas células imuno-inflamatórias.  

 

Recentemente, evidências demonstraram que a AMTN juntamente com LAM-

332, são moléculas biologicamente ativas constituintes da lâmina basal interna.16, 21, 

40 Estrutura da qual, ao sofrer o rompimento de sua interface adesiva, favorece o 

“sistema de permeabilidade” do EJ e a formação da bolsa periodontal.1,5 O estudo in 

vitro de Fouillen et al.40, é consistente em destacar que AMTN e ODAM tem sua matriz 

extracelular adesiva rapidamente degradada por Porphyromonas gingivalis, Prevotella 

intermedia e Treponema denticola, sugerindo que a degradação contribua para a 

progressão da doença periodontal.40 Como descrito anteriormente, a variabilidade dos 

níveis de AMTN pode ser um dos fatores associados a desintegração do EJ, 
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promovendo alterações no metabolismo tecidual e celular, aumentando 

potencialmente a suscetibilidade à doença periodontal.41  

 

No presente estudo observou-se, um aumento significativo na expressão de 

AMTN associado a presença de PE no período de 15 dias de indução da doença 

(p<0,05). Nakayama et al.23 relataram que a expressão de FDC-SP e AMTN foram 

aumentadas no EJ de camundongos infectados por P. gingivalis em estágios agudos 

(8 dias) e diminuída em estágios de inflamação crônica (30 dias), enquanto a 

expressão de ODAM foi aumentada para todos os períodos.23  

 

Apesar da maioria dos estudos observarem uma associação entre a LAM-332 

e as proteínas (AMTN, ODAM, ODAPH e SCPPPQ1), as mesmas não podem ser 

utilizadas para descrever uma relação de causa e efeito perante os tecidos 

periodontais.4,21,16,40,42 Em camundongos, a falta de expressão da LAM-332 culminou 

na perda de aderência tecidual a pele e/ou mucosas.4 Nos achados do presente 

estudo, apesar de ter sido observado menor expressão associada à presença de PE 

para LAM-332, não houve uma redução estatisticamente significante (p=0,57). No 

entanto, dados recentes indicam que SCPPPQ1 e LAM-332 podem acelerar e 

fortalecer a adesão de células epiteliais juncionais.42 

 

No presente estudo à análise histométrica da perda óssea alveolar da região 

interproximal revelou um aumento significativo na distância entre o pico da crista 

óssea alveolar e a JCE  (p<0.0001) para o grupo PE, como consequência da resposta 

inflamatória e aumento da reabsorção óssea. Estudos iniciais in vitro e em 

camundongos apontam para um real benefício da AMTN na mineralização do tecido 

ósseo.43,44,45 Tal achado pode vir à corroborar a recente hipótese de que devido a 

interface da localização da AMTN uma de suas funções seja a inserção e/ou 

reinserção do aparato dentário.43 De maneira semelhante, a reabsorção óssea 

alveolar foi avaliada por meio de microtomografia computadorizada associada a 

expressão dos níveis de FDC-SP (mRNA) na presença ou ausência de PE induzida 

por ligadura em ratos.20 Os resultados descrevem reação inflamatória associada a 

reabsorção óssea alveolar elevada por 7 dias (estágios iniciais), mas não houve 

diferenças significativas para os períodos de 14 e 28 dias.20  

 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/osteolysis
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De acordo com os resultados da análise de quantificação de células TRAP-

positivas observou-se aumento significativo de osteoclastos para a região 

interproximal aos 15 dias (p<0,01).  Oshiro et al.34 corroboram com tal achado, uma 

vez que, células TRAP-positivas também foram detectadas na crista óssea alveolar 

após a quinta aplicação de E.coli (LPS). Takahashi et al. 20 avaliaram a expressão 

gênica de RANKL/OPG, moléculas importantes durante o processo de degradação da 

matriz óssea mediada pelos osteoclastos. Os resultados demonstram que a razão 

RANKL/OPG e os níveis de IL-17 aumentaram significantemente os níveis de 

reabsorção óssea alveolar após a indução de PE e os níveis de FDC-SP reduziram 

aos 7 dias.20 Em nosso estudo, acreditamos estar em concordância com tal achado, 

uma vez que observamos uma similaridade dos níveis de expressão de FDC-SP para 

o grupo PE com o grupo Controle-Saúde, aos 15 dias.  

 

Embora a literatura publicada até o momento descreva os mecanismos das 

proteínas derivadas da matriz do esmalte, associada principalmente a terapias 

regenerativas periodontais, seu papel perante a resposta imuno-inflamatória dos 

tecidos periodontais ainda não estão totalmente esclarecidos. Estudos têm 

demonstrado repercussões de que a expressão de AMTN pode ser regulada pelo fator 

de necrose tumoral-α (TNF-α), interleucina-1β (IL-1β) e interleucina-6 (IL-6) frente à 

resposta inflamatória.22,48 Curiosamente no estudo de Oshiro et al.34 em ratos 

experimentais infectados por LPS, descreveram um envolvimento da FDC-SP na 

resposta imune adquirida frente à periodontite instalada, através do aumento de IL-17 

e de células T CD4+. Apesar dos marcadores de superfície inflamatória 

desempenharem um papel importante durante a inflamação, fato corroborado no 

presente estudo, nossos resultados não encontraram associação entre os marcadores 

de inflamação e os níveis de expressão de AMTN, LAM-332 e FDC-SP aos 15 dias 

(p>0,05). Tais achados, podem estar associados a variação da expressão e os 

diferentes tipos celulares de CD163, CD80, CD4 e CD8 possivelmente respondam a 

diferentes estímulos, bem como na polarização de macrófagos.46  

 

Levando-se em consideração as limitações deste estudo, destacamos a 

heterogeneidade entre os modelos e divergência referente ao modelo de indução de 

periodontite experimental associado à expressão das proteínas derivadas da matriz 

do esmalte. Sugerimos que mais estudos envolvendo estágios iniciais (7 dias) de 
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periodontite experimental sejam realizados para a descrição e rastreamento do perfil 

imuno-inflamatório associado aos marcadores de superfície inflamatória. Os 

resultados do presente estudo abrem caminhos para uma série de novos 

questionamentos, sobre o papel da AMTN, LAM-332 e FDC-SP na patogênese da 

doença periodontal. Estudos avaliando a interação de AMTN e FDC-SP no EJ por 

exemplo, podem sugerir um envolvimento na aderência e resistência do epitélio com 

a superfície dentária e o aumento da expressão contribuindo para a proteção do 

epitélio juncional longo na periodontite.  

 

5 CONCLUSÃO 

Conclui-se que a expressão da amelotina pode estar associada a presença da 

periodontite em ratos com periodontite experimental.  
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TABELAS 

TABELA 1 Parâmetros, escores e distribuição dos espécie de acordo com a análise 

histopatológica dos tecidos periodontais na região de furca e interproximal do primeiro 

molar inferior nos diferentes grupos experimentais. 

 

 
 

ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 
 
 

PARÂMETROS E RESPECTIVOS ESCORES PORCENTAGEM DE ESPÉCIMES 

GRUPOS EXPERIMENTAIS 

GRUPO CONTROLE GRUPO PE 

REGIÃ
O DE 

FURCA 

REGIÃO 
INTER- 

PROXIMAL 

REGIÃO 
DE 

FURCA 

REGIÃO 
INTER- 

PROXIMA
L 

 

INTENSIDADE DA RESPOSTA INFLAMATÓRIA LOCAL 

1) ausência de inflamação 100% 100% - - 

2) inflamação discreta (até 1/3 das células são 
inflamatórias) 

- - 37,5% 62,5% 

3) inflamação moderada (de 1/3 até 2/3 das células são 
inflamatórias) 

- - 62,5% 37,5% 

4) inflamação intensa (mais de 2/3 das células são 
inflamatórias) 

- - - - 

MEDIANA E DESVIO INTERQUATIS  1 (1 – 1) 1 (1 – 1) 3 (2 – 3) 
†‡ 

 

3 (2 – 3) †‡ 
 

 

EXTENSÃO DO PROCESSO INFLAMATÓRIO 

1) ausência de inflamação 100% 100% - - 

2) estendendo-se apenas em parte do tecido conjuntivo 
supra-alveolar 

- - 75,0% 75,0% 

3) estendendo-se por todo o tecido conjuntivo supra-
alveolar 

- - 25,0% 25,0% 

4) estendendo-se por todo o tecido conjuntivo supra-
alveolar e atingindo o tecido ósseo alveolar 

- - - - 

MEDIANA E DESVIO INTERQUATIS  1 (1 – 1) 1 (1 – 1) 2 (2 – 3) 
†‡ 

 

2 (2 – 3) †‡ 
 

 

PADRÃO DE ESTRUTURAÇÃO DO TECIDO CONJUNTIVO 

1) moderada quantidade de fibroblastos e grande 
quantidade de fibras colágenas (tecido conjuntivo 
denso) 

100% 100% - - 

2) moderada quantidade tanto de fibroblastos quanto de 
fibras colágenas 

- - 12,5 12,5 

3) pequena quantidade tanto de fibroblastos quanto de 
fibras colágenas 

- - 87,5 87,5 

4) desestruturação tecidual severa com áreas de 
necrose 

- - - - 

MEDIANA E DESVIO INTERQUATIS  1 (1 – 1) 1 (1 – 1) 3 (2 – 3) 
†‡ 

 

3 (2 – 3) †‡ 
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Símbolos: †, Diferença estatisticamente significante em relação ao grupo Controle-

Saúde – Região de FURCA; ‡, Diferença estatisticamente significante em relação ao 

grupo Controle-Saúde – Região INTERPROXIMAL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PADRÃO DE ESTRUTURAÇÃO DO TECIDO ÓSSEO ALVEOLAR 

1) trabéculas ósseas de contorno regular com áreas de 
remodelação óssea 

100% 100% - - 

2) trabéculas ósseas de contorno irregular recobertas 
por pequena quantidade de osteoclastos ativos 

- - 25,0% 37,5% 

3) trabéculas ósseas de contorno irregular recobertas 
por grande quantidade de osteoclastos ativos 

- - 62,5% 62,5% 

4) áreas de osso necrótico e trabéculas ósseas de 
contorno irregular repletas de osteoclastos ativos 

- - 12,5% - 

MEDIANA E DESVIO INTERQUATIS  1 (1 – 1) 1 (1 – 1) 3 (2 – 4) 

†‡ 
 

3 (2 – 3) †‡ 
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FIGURAS 

 

FIGURA 1 Fotomicrografias do primeiro molar inferior esquerdo evidenciando a 

magnitude da resposta inflamatória local e o nível de perda óssea em região de furca 

(c e f) e interproximal (a e d) nos grupos Controle-Saúde (a, b, c) e PE (d, e, f) aos 

15 dias. Abreviações e símbolos: *, infiltrado inflamatório; ab, osso alveolar; ce, 

cemento; lp, ligamento periodontal; tc, tecido conjuntivo; tcsa, tecido conjuntivo 

supra-alveolar. Aumento original: 100x. Barras de escala: 500 µm e 100 µm. 

Coloração: Hematoxilina e Eosina (H&E). 
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FIGURA 2 a) Gráfico indicando média e desvio padrão da perda óssea alveolar POA 

(mm2), na região de furca nos diferentes grupos experimentais para o período de 15 

dias. b) Gráfico indicando média e desvio padrão da medida linear expressa em mm, 

na região interproximal Abreviaturas e símbolos: *, diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo PE, no mesmo período (p< 0,05; ; teste t Student).  
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FIGURA 3 a) Gráfico indicando média e desvio padrão da imunomarcação de células 

TRAP-positivas da área de furca e interproximal nos grupos Controle-Saúde e PE aos 

15 dias. b-e) Fotomicrografias evidenciando padrão de imunomarcação de células 

TRAP-positivas na região de furca (b, c) e interproximal (d, e) para os grupos Controle-

Saúde (b, d) e PE (c, e). Abreviaturas e símbolos: *, diferença estatisticamente 

significante com o grupo Controle-Saúde (p<0,05; teste t Student).   ab, osso alveolar; 

setas, células imunomarcadas. Contracoloração: Hematoxilina de Harris. 

Ampliação original: 1000x. Barras de escala: 30 µm.  
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FIGURA 4 Fotomicrografias evidenciando a intensidade de imunomarcação 

fluorescente de Amelotina (AMTN) no grupo Controle-Saúde (A) e PE (B). 1-2: 

Núcleos de AMTN contrastados por DAPI (contraste - verde-água). 3: Apenas AMTN 

corada na região de epitélio juncional (EJ) e epitélio oral (EO). Setas vermelhas 

demonstram que nenhuma imunocoloração de AMTN foi observada no epitélio 

juncional para no grupo Controle-Saúde. Setas amarelas demonstram um aumento 

de imunocoloração de AMTN para o grupo PE. (1A, 1B). Abreviaturas e símbolos: 

Linha tracejada em amarelo delimitação da região do epitélio juncional (EJ) Junção-

Cemento-Esmalte seta vermelha (1A). Contracoloração: Verde de Metila. Barras de 

escala:  100 μm. 
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FIGURA 5 Fotomicrografias evidenciando a intensidade de imunomarcação 

fluorescente da proteína secretada por células dendríticas foliculares (FDC-SP) no 

grupo Controle-Saúde (A) e PE (B). 1-2: Núcleos de FDC-SP contrastado por DAPI 

(contraste - verde-água). 3: Apenas FDC-SP corada na região de epitélio juncional 

(EJ) e epitélio oral (EO). Setas vermelhas demonstram que nenhuma imunocoloração 

de FDC-SP foi observada no epitélio juncional para o grupo Controle-Saúde. Setas 

amarelas demonstram um aumento de imunocoloração de FDC-SP para o grupo PE. 

(1A, 1B). Abreviaturas e símbolos: Linha tracejada em amarelo - delimitação da 

região do epitélio juncional (EJ). Seta vermelha - Junção-Cemento-Esmalte - seta 

vermelha (1A). Contracoloração: Verde de Metila. Barras de escala:  100 μm 
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FIGURA 6 a) Gráfico do nível de expressão de AMTN nos grupos Controle-Saúde (a) 

e PE (b) aos 15 dias em intensidade de pixel. b) Gráfico do nível de expressão de 

FDC-SP nos grupos Controle-Saúde (a) e PE (b) aos 15 dias em intensidade de pixel. 

c) Gráfico do nível de expressão de LAM-332 nos grupos Controle-Saúde (a) e PE (b) 

aos 15 dias em intensidade de pixel. Abreviaturas e símbolos: *, diferença 

estatisticamente significante com o grupo controle-saúde (p< 0,05; teste t Student) 
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FIGURA 7 Gráficos dos marcadores de superfície inflamatória a) CD163; b) CD66B; 

c) CD80; d) CD8; e) CD45; f) CD4, de acordo com a localização e presença de 

inflamação no grupos Controle-Saúde e PE. Abreviaturas e símbolos: *, diferença 

estatisticamente significante com o grupo Controle-Saúde (p< 0,05; teste t Student). 
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ANEXOS 

ANEXO A – Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais  


