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RESUMO: 36 camundongos fémeas foram injetadas, no 122 dia de prenhez, com 0,2 ml de
dgua deitilada (grupo controle) ou de solugdao aquosa com 30 mg/lkg ou 50 mg/kg de peso de ci-
clofosfamida (grupo tratado). Os animais foram sacrificados 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a
injecdo e 3 dias apés o parto. Verificou-se que a ciclofosfamida interfere no desenvolvimento do
germe dental de forma diretamente proporcional @ dose empregada.
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INTRODUCAO

A ciclofosfamida interfere na continuidade do crescimento dos incisivos de ratos
adultos, porém os remanescentes do tecido odontogénico continuam a formagao de
estruturas dentais!’. Sua administragio no 202 dia de gestagdo provoca alteragdes
histomorfolSgicas, tais como constricdes dentais ou defeitos dentindrios!2, e quando
administrada a camundongos hospedeiros, que receberam implantes intra-oculares de
germes dentais de molares de fetos de camundongos, determina alteragGes na morfo-
génese dental e a formagao de 6rgaos dentais hipodesenvolvidos, na proporgao direta
da idade fetal e da dose empregadal4. Diante do exposto € o propésito deste trabalho
estudar o efeito da ciclofosfamida, injetada em duas diferentes concentragées durante
o perfodo de gestacdo, sobre o desenvolvimento do germe dental do incisivo do ca-
mundongo.
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MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizadas 36 camundongos fémeas prenhes (Mus musculus —
var. albino Swiss). Os animais, com aproximadamente 60 dias de idade, foram aca-
salados na proporgao de duas fémeas para um macho, durante 14 horas. No 12° dia
de prenhez, a partir da verificagdo do “‘plug” vaginal, os animais foram separados e
passaram a constituir os grupos-controle e tratado e receberam uma tnica injegio in-
traperitoneal, sendo que nos controle foi administrado 0,2 ml de agua destilada en-
quanto os tratados receberam 0,2 ml de solugao aquosa contendo 30 ou 50 mg/kg de
peso corporal de ciclofosfamida.*

Durante todo o periodo experimental os animais receberam ragao granulada e agua
a vontade. Transcorridos 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a injecao e 3 dias apds o
nascimento, as fémeas, ou filhotes, foram sacrificados por deslocamento cervical, em
numero de seis para cada periodo, sendo dois controles e dois para cada dosagem.

Imediatamente apés o sacrificio foi realizada uma incisdo no abdome, no sentido
latero-lateral, na altura da cintura pélvica. A pele foi rebatida, os musculos abdomi-
nais foram pingados e seccionados e o ttero removido.

O \tero foi colocado em uma placa de Petri mergulhado em soro fisiolégico, e
efetuou-se a remogao dos fetos. Estes, um de cada vez, foram colocados em uma pla-
ca de Petri, examinados macroscopicamente e levados a platina de um microscépio
estereoscOpico** para a confirmagao da idade cronolégica com base nos critérios

morfolégicos descritos por GRUNEBERB!0.

A seguir os fetos foram decapitados e suas cabecas fixadas em formol neutro.
ApGs a fixagdo (decorridas 24 horas), foram lavadas em 4gua corrente, por duas ho-
ras, para posterior descalcificagdo em solucdo de citrato de sédio a 20% e 4cido f6r-
mico a 50%, em partes iguais!>. ApSs a descalcificagao, as cabegas foram incluidas
em parafina de modo a fornecerem cortes frontais com 6 micrémetros de espessura,
que foram corados pela hematoxilina e eosina para andlise em microscopia Gtica.

RESULTADOS
Animais sacrificados 24 horas apés a injecao

Os germes dentais dos animais controle encontravam-se em fase avancada de bo-
tao, onde distinguia-se a invaginagao epitelial com células mais altas na sua periferia
e, na porcdo central, células indiferenciadas uniformemente distribuidas. Ao seu re-
dor havia uma condensagido maior de células mesenquimais. Notava-se a presenga de
mitoses tanto nas células epiteliais quanto mesenquimais. A lamina vestibular
apresentava-se como uma invaginagcio delgada e estendia-se até abaixo dos botdes
dentais.

* Enduxan — Laboratério Pravaz — Recordati.
** Carl Zeiss, West Germany.
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Nos animais tratados com 30 mg de ciclofosfamida, os germes dentais apresenta-
vam-se na fase de botio, iniciando alteragdo de sua extremidade para alcangar a fase
de capuz. Notava-se maior concentragdo de células mesenquimais ao seu redor. A
lamina vestibular, particularmente na mandibula, encontrava-se bem definida. Nos
animais tratados com 50 mg de ciclofosfamida, os germes dentais dos incisivos apa-
reciam na fase inicial de botdo, com uma concentragdo maior de células mesenqui-
mais ao seu redor.

Animais sacrificados 48 horas apés a injecao

Os germes dentais dos animais controles apresentavam-se na fase inicial de capuz.
. A lamina vestibular era extensa e projetava-se até abaixo dos germes dentais dos in-
cisivos, particularmente na mandibula.

Nos animais tratados com 30 mg de ciclofosfamida, os germes dentais estavam
iniciando a fase de capuz, com diferenciagio dos epitélios interno e externo do érgio
do esmalte e do reticulo estrelado. A papila dental aparecia como uma condensagio
maior de células mesenquimais uniformemente distribufdas e sem diferenciagao. Peri-
fericamente ao germe dental, as células e substincia intercelular dispunham-se de
modo a circunscrever o conjunto. Figuras de mitose e a presenga, na maxila, de al-
gumas trabéculas &sseas foram identificadas. Nos animais tratados com 50 mg de ci-
clofosfamida os germes dentais encontravam-se na fase de botfio avangada; estavam
unidos ao epitélio bucal e apresentavam figuras de mitose € uma lamina vestibular
nitida.

Animais sacrificados 72 horas apés a inje¢io

Os germes dentais dos animais controle apresentavam desenvolvimento ndo pa-
dronizado, sendo que, em alguns casos, estava presente uma pequena camada de pré-
dentina (Fig. 1).

Nos animais tratados com 30 mg de ciclofosfamida, os germes dentais apresenta-
vam todas as suas camadas constituintes, porém pouco menos desenvolvidos que os
controle. Os germes dentais dos animais tratados com 50 mg de ciclofosfamida esta-
vam ainda na fase de capuz (Fig. 2), com infcio de diferenciagdo dos odontoblastos e
identificou-se figuras de mitose.

Animais sacrificados 96 horas apés a injecido

Os germes dentais dos animais-controle estavam bem constitufdos, os ameloblastos
eram altos, com nicleos alongados e os odontoblastos eram células cilindricas, bai-
xas, com nicleo irregular. Notava-se a deposicdo de pré-dentina. As demais células
da papila dental distribufam-se uniformemente e estavam associadas a vasos sangiii-
neos. O saco dental estava constituido de células achatadas e substincia intercelular.
A lamina vestibular era nitida e figuras de mitose e algumas trabéculas Gsseas foram
identificadas.
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FIG. | — Germe dental de animal controle, 72 horas apds a injegdo. H.E. 80 X

FIG. 2 — Germesdentaisdeanimal tratado com 50 mg de ciclofosfamida, 72 horas apés a inje¢io. H.E. 100 X
FIG. 3 — Germe dental de animal tratado com 30 mg de ciclofosfamida, 96 horas apds a injegio. H.E. 200 X

FIG. 4 — Germe dental de animal tratado com 50 mg de ciclofosfamida, 96 horas apds a injegio. H.E, 175 X

FIG. 5 — Germes dentais de animal controle, 120 horas apés a injegio. H.E. 63 X

FIG. 6 — Germe dental de animal tratado com 30 mg de ciclofosfamida, 3 dias apés o parto. H.E. 63 X

Nos animais tratados com 30 mg de ciclofosfamida, os germes dentais mostravam
todas suas camadas constituintes (Fig. 3). Os ameloblastos eram células altas com o
niicleo basal e citoplasma abundante e vacuolizado. Havia uma camada relativamente
espessa de pré-dentina e os odontoblastos eram altos com nticleo basal. Células indi-
ferenciadas preenchiam a camara pulpar. Células achatadas dispunham-se acom-
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panhando a superficie externa do drgao dental. Trabéculas 6sseas podiam ser visuali-
zadas a alguma distiancia do germe dental. Nos animais tratados com 50 mg de ciclo-
fosfamida (Fig. 4), identificam-se as estruturas do 6rgdo do esmalte e da papila den-
tal, sem a deposicao de tecidos mineralizados. Notava-se presenga de lamina vesti-
bular.

Animais sacrificados 120 horas apés a injecao

Os germes dentais dos animais-controle apresentavam as camadas do 6rgao do es-
malte pouco nftidas, exceto a camada de ameloblastos (Fig. 5). Havia uma faixa de
esmalte mais espessa junto a borda incisal, seguida de uma faixa de dentina € de uma
faixa de pré-dentina. Areas de osteodentina puderam ser identificadas préximo a
borda incisal. Os odontoblastos eram altos na superficie voltada para a face vestibu-
lar e baixos na superficie voltada para a face lingual, mesmo onde a dentina j4 havia
sido depositada. O tecido pulpar mostrava-se rico em células, especialmente junto a
abertura cervical, e em vasos sangiiineos. Circundando o 6rgédo dental via-se uma
faixa de tecido organizado com células dispostas pararelamente a sua superficie e,
externamente a esta, havia trabéculas dsseas.

Nos animais tratados com 30 mg de ciclofosfamida, os germes dentais mostravam-
se com esmalte, dentina e pré-dentina. As estruturas do 6rgdo do esmalte estavam
parcialmente reduzidas; o 6rgao dental era circundado por células achatadas, dispos-
tas juntamente a sua superficie e externamente a estas havia trabéculas 6sseas. Nos
animais tratados com 50 mg de ciclofosfamida, o 6érgao do esmalte apresentava todas
as suas camadas constituintes bem definidas. Os ameloblastos eram altos com niicleo
alongados e os odontoblastos eram distintos € mais altos nas regides da borda incisal.
As demais células da papila estavam uniformemente distribuidas e associadas a vasos
sangiiineos. Os componentes do saco dental apareciam dispostos paralelamente,
acompanhando a superficie do 6rgao dental.

Animais sacrificados 3 dias apés o parto

Os germes dentais dos animais controle mostravam a camada amelobl4stica nftida,
com células altas, embora nao tanto quanto as descritas nos incisivos dos animais
controle com 120 horas pés-injecdo. A camada de esmalte era espessa e as camadas
de dentina e.de pré-dentina eram mais desenvolvidas na face onde havia a presenga
de esmalte, sendo os odontoblastos mais altos nesta regido. A polpa era rica em
células e vasos sanglifneos e, mais externamente, notava-se a presenga de trabécu-
las Gsseas.

Nos animais tratados com 30 mg de ciclofosfamida, o desenvolviménto ‘dos ger-
mes dentais era semelhante aquele dos animais-controle, porém menos maduros (Fig.
6). Nos animais tratados com 50 mg de ciclofosfamida, nao foi possivel analisar os
germes dentais, uma vez que Os animais nasceram mortos ou nio se tornaram vidveis
neste periodo.
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DISCUSSAO

Como existe correspondéncia quanto ao desenvolvimento embriol6gico, inclusive
no que diz respeito a odontogénese, tanto no rato?? quanto no camundongo®!l,
admitimos que a utilizagdo do camundongo em trabalhos que objetivem, de alguma
forma, o estudo do desenvolvimento dental deva ser mais ampla. Uma outra consta-
tagdo € a de que, de maneira geral, as pesquisas recaecm, predominantemente, sobre
os incisivos quando da escolha de 6rgdos dentais como modelos de estudo.

No presente trabalho foi estudado o desenvolvimento do germe dental sob os
efeitos da ciclofosfamida, um agente alquilante que age bloqueando a duplicagdo do
DNA. Admite-se, em geral, que a reagdo conduz a morte celular e a alquilagao do
DNA na posigdo N-7 da guanina, durante a divisao celular. Esta reacdo pode produ-
zir uma perda de purina com conseqiiente ruptura da cadeia de DNA e o entrecruza-
mento de ambas as cadeias, 0 que impede a sintese normal do DNA. Estes agentes,
entretanto, produzem seus efeitos biolégicos pela transferéncia de grupos alquilados
centros nucleéfilos importantes das células, como € o caso do DNA, do RNA e das
protefnas!6,

Na maioria dos medicamentos citotéxicos existe uma clara relagdo entre a dose
empregada ¢ a capacidade de destruigao das células, dentro dos limites de toxicidade
para o hospedeiro. Uma dose determinada de um medicamento citotéxico destréi uma
proporgao constante de células e ndao um niimero constante delas, independentemente
da quantidade de cé€lulas que exista quando se administra a droga. Isto significa que
a destruigdo das células por estes agentes segue uma progressdo cinética de primeiro
grau: isto €, um tratamento que reduz um milhdo de células a dez mil deve reduzir
uma populagio de cem células a umal®.

E sabido que a ciclofosfamida € portadora inativa de um grupo alquilante poten-
cial, suscetivel de ativagdo no tumor por uma fosforamidase que se supunha ser mais
abundante em células tumorais, porém ndo existe esta diferenga em relagao a quanti-
dade desta enzima entre cé€lulas tumorais ¢ as andlogas normais. Desta forma, ter-se-
fa que admitir que a droga agiria respeitando as células normais € que na realidade as
células tumorais seriam consideradas estranhas ao hospedeiro, fato que ndo aconte-
cel3. A unica diferen¢a que ocorre, no geral, é da fragio proliferativa que nas células
normais € muito menor na maioria dos tecidos. Desta forma, a ciclofosfamida age em
todo o organismo hospedeiro fazendo sentir mais sua agdo nas células que normal-
mente se dividem mais vezes, num mesmo espago de tempo. O mecanismo de agdo
ndo se baseia na hidrélise pela fosfatase e fosforamidase, mas sim na oxidagao que
ocorre nos microsomas do figado. Apenas 10% da ciclofosfamida, administrada in
vivo, € ativada no figado e apés 30 minutos de sua administragdo, no rato, dois me-
tabdlitos contendo fésforo representam 95%, aproximadamente, da atividade alqui-
lante de soro3.

Sendo a ciclofosfamida inativa na sua forma de administrag@o, necessita de uma
conversdo metabdlita para sua agdo terapéutica*25, que ocorre nos hepatécitos ao
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nivel das enzimas do reticulo endoplasmitico rugoso e af sao liberados os metabdli-
tos que vio exercer sua agio alquilante?2, Ainda, a ativagio desta droga ocorre numa
curva constante no soro sangiifneo, tanto no homem quanto no rato, razao pela qual o
rato € um 6timo animal para se pesquisar os efeitos da ciclofosfamida3.

Esses resultados, quanto & agao da droga, vém ao encontro do observado em ca-
mundongos, que determina um retardo na proliferagdo epitelial’, e no homem, pelas
alteragées que produz na mucosa bucall®. Desta forma, a menor proliferagio do epi-
télio da mucosa gengival ocorre pela interferéncia da droga durante o ciclo celular,
diminuindo o mimero de células epiteliais®.

Além das células epiteliais, as células mesenquimais também mostram sensibilida-
de 2 ciclofosfamida! e, especificamente sobre a camada odontobl4stica e demais cé-
lulas pulpares, a sua agdo se faz sentir a ponto de aparecerem zonas de necrose!$.
Desta forma podemos admitir que, sendo uma droga que age principalmente sobre
células de grande atividade proliferativa2:27, exerga sua agdo sobre os germes dentais
de incisivos de camundongos.

Na fase gestacional em que foi administrada a droga os germes dentais de incisi-
vos estavam em pleno desenvolvimento embriondrio e a fracdo proliferativa nessa
época era, presumivelmente, bastante alta. Desta forma, como as doses foram admi-
nistradas no 122 dia de vida intra-uterina, dada a intensa vascularizacdo da 4rea, su-
poe-se que sua acdo tenha sido exercida imediatamente. Esta droga, apGs sua injecéo,
leva 15 minutos para se transferir para os tecidos’ e aproximadamente 16 minutos pa-
ra atingir o feto?!l. Desta forma, considerando as caracterfsticas metabdlicas da ciclo-
fosfamida35:2! e, ainda, que atua durante todo o tempo em que € administrada24,
agindo sobre células com alta fragdo proliferativa® bloqueando a duplicagio do DNA
de forma completa (resultando na morte celular) ou incompleta (possivelmente re-
sultando em mutagSes26), deve ter agido de imediato sobre os tecidos fetais. Tais
observagées justificam plenamente as porcentagens encontradas, por MATHEUS!4,
dos germes dentais que ndo se desenvolveram, tanto para animais tratados com
62,5 mg/kg quanto para os tratados com 125 mg/kg de peso corporal de ciclofosfa-
mida. A diferenga nas porcentagens de germes dentais que se desenvolveram, em
funcdo e em ordem inversamente proporcionais as da dose de ciclofosfamida admi-
nistradal4, pode estar ligada ao fato de que, mesmo em uma tinica administragio, esta
droga tem agdo diretamente proporcional A dose!3 e causa um efeito danoso sobre os
dentes em desenvolvimento, de forma tempor4ria23.

Nossos resultados corroboram o descrito acima pois, ao analisar o desenvolvi-
mento dos germes dentais dos incisivos, ficou evidente que houve um retrato na ma-
turagdo dessas estruturas quando se confrontam os resultados dos animais que rece-
beram dosagens de 50 mg/kg com os que receberam 30 mg/kg de ciclofosfamida e
estes com os controles. Além do que, sendo uma droga antimitética e aciclica, inibe as
células em qualquer estigio de diferenciagdo e tal fato deve estar relacionado com a
prépria dosagem, uma vez que hé diferengas quando comparados os resultados obti-
dos entre animais que receberam doses maiores € menores: desta forma, a agdo da
droga € diretamente proporcional 2 dosagem aplicada. Quanto maior a dosagem,
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maior a quantidade de células afetadas e maior a extensédo da injiria. Contudo, espe-
rava-se que os efeitos da ciclofosfamida, ao ser administrada em dose inica, fossem
ocorrer de forma menos danosa, pois as células que foram lesadas & época da sua
administragdo, em virtude de ser um dente de crescimento continuo e, como tal, apre-
sentar multiplicag@o celular persistente, deveriam apresentar maior poder de “‘recupe-
ragdo’’ pelos fen6menos posteriores de divisdo celular.
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MATEUS, M. T. G. er alii - Effect of cyclophosphamide on mouse incisor tooth germ
development. Rev. Odont. UNESP, Sao Paulo, 19: 41-49, 1990.

ABSTRACT: Thirty six female mice were injected on the 12th day of the gestational period with
0.2 ml of distilled watter (control group) or of an acqueous solution containing either 30 mg/Kg or
50 mg/Kg of body weight of cyclophosphamide (treated group). The animal were killed at 24, 48,
72, 96 and 120 hours after the injection and 3 days after birth. It was verified that
cyclophosphamide interferes on the tooth germ development and that this effect is in directly ratio
of the doses used.

KEY-WORDS: Cyclophosphamide; tooth germ development.
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