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EFEITO DA CICLOFOSFAMIDA SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE
GERMES DENTAIS DE MOLARES TRANSPLANTADOS PARA A

CÂMARA ANTERIOR DO OLHO DE CAMUNDONGOS
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RESUMO: Fetos de camundongos foram sacrificados entre o 13q e o 16q dia de prenhez e os
germes dentais dos molares foram transplantados para a câmara anterior do olho. Os hospedei
ros foram injetados com 62,5 mg ou 125 mg/kg de peso corporal de ciclofosfamida e sacrificados
15 dias após. A ciclofosfamida interferiu, irreversivelmente, sobre o desenvolvimento do germe
dental ocasionando a degeneração total ou alteração de sua morfologia, levando à formação de
germes dentais hipodesenvolvidos; atuou de forma diretamente proporcional à idade e à dose em
pregada; não induziu a formação de osteodentina embora possa levar à inclusão parcial de cé
lulas na pré-dentina.

UNITERMOS: Ciclofosfamida; germe dental; transplante; câmara anterior do olho.

INTRODUÇÃO

A câmara anterior do olho tem se mostrado um local propício para o desenvolvi
mento de implantes dentais7,8,15,16,19,27,31,35. Em virtude de sua constituição anatô-
mica, apresenta a vantagem de possuir seu leito natural com paredes altamente vas
cularizadas17,34 que permitem a vascularização do implante dentro de 48 horas ap6s
a realização 14; além disso, permite que diversas drogas atuem em seu interior, mesmo
sendo descrito como' um 6rgão segregado. É prop6sito deste trabalho verificar, his
tologicamente, a influência da administração de ciclofosfamida sobre o desenvolvi
mento do germe dental de molares de camundongos transplantados para a câmara
anterior do olho de hospedeiros da mesma espécie.

MATERIAL E MÉTODOS

Neste trabalho foram utilizados germes dentais de fetos de 12 camundongos fê
meas (Mus muscuius), com 60 dias de idade, que ap6s a verificação do "plug" vagi
nal foram sacrificadas, entre o 132 e 162 dia de prenhez, por deslocamento cervical.
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o útero foi removido, juntamente com os fetos, e colocado numa placa de Petri,
esterilizada, contendo solução de Tyrode* e soro fetal bovino*, na proporção volu
métrica de 4: 1.

Duas outras placas foram utilizadas e nelas havia uma lâmina para microcultu
ra, com uma concavidade central na qual foi colocada solução idêntica à acima ci
tada. Um desses conjuntos foi levado ao microscópio estereoscópico** para a con
fmnação da idade cronológica dos fetos, baseado nos critérios morfológicos de
GRUNEBERG13, e posterior dissecção dos germes dentais; o outro serviu de depo
sitário das peças dissecadas até o momento do transplante. Os fetos foram decapita
dos, as mandíbulas removidas e as regiões dos germes dentais dos molares disseca
das.

A seguir, os hospedeiros - camundongos machos, com 40 dias de idade, perten
centes à mesma linhagem dos fetos - foram anestesiados com Thionembutal*** a
2%, na proporção de 50 mglkg de peso corporal, administrado intraperitonealmente,
e as peças foram colocadas na câmara anterior do olho e deslocadas para uma posi
ção diametralmente oposta àquela da incisão; as bordas da ferida cirúrgica foram
apenas aproximadas e não se fez sutura.

Metade do número dos animais hospedeiros que recebeu peças dos fetos de uma
mesma prenhez passaram a constituir o grupo-controle e a outra metade, o grupo
tratado.

Todos os hospedeiros controle receberam uma única injeção intraperitoneal de
água destilada e os tratados uma de solução aquosa, contendo 62,5 mg ou 125 mg de
ciclofosfamida**** por quilograma de peso corporal. Os hospedeiros foram sacrifi
cados 15 dias após a realização do transplante.

Os globos oculares foram fixados em solução de formalina a 10% durante 24 ho
ras, descalcificados segundo MORSE23, incluídos em parafina, cortados com 6 mi
crômetros de espessura e corados pela hematoxina e eosina e/ou pelo tricrômico de
Masson, para posterior análise microscópica.

RESULTADOS

A grande maioria dos germes dentais tratados aprese1?tava dimensão látero-Iateral
inferior à cérvico-oclusal e ocupava uma área relativamente pequena no campo mi
croscópico, quando comparado aos controles.

O órgão do esmalte nem sempre apresentava suas camadas individualizadas e, por
vezes, era constituído por poucas fileiras de células achatadas, ~spostas paralela
mente à superfície do órgão dental, tanto nos animais-controle quanto nos tratados
com 62,5 mg de ciclofosfamida. Nos animais tratados, com 125 mg da droga, as

* Difco Laboratories, Michigan; U.S.A.
** Carl Zeiss, West Germany.

*** Abbott Laboratório do Brasil Ltda.
**** Enduxan - Laborat6rio Pravaz - Recordati.
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camadas que constituíam o órgão do esmalte eram mais difíceis de ser distinguidas,
principalmente as mais externas, chegando, às vezes, a mostrar apenas poucas fileiras
de células paralelas sobre os pontos mais elevados das cúspides.

O retículo estrelado, nos animais controle, estava constituído por células poligo
nais unidas por prolongamentos citoplasmáticos e separadas por espaços de dimen
sões variáveis, inclusive em áreas bem próximas ao estrato intermediário (Fig. 1),
enquanto nos tratados era identificável apenas na porção entre as cúspides, apresen
tando pequenos espaços intercelulares. Entre as células do retículo estrelado estavam
presentes capilares sangüíneos (Fig. 2).

O estrato intermediário, nos animais controle, estava constituído por células alon
gadas, com núcleo oval, cromatina densa e dispostas em poucas camadas, enquanto
nos tratados era de difícil identificação, sendo formado por algumas fileiras de célu
las achatadas que acompanhavam a camada ameloblástica.

A camada ameloblástica, tanto nos animais controle quanto nas tratados, era cons
tituída por células altas com citoplasma abundante, basófilo, e núcleos basais alon
gados; dispunham-se em paliçada. Na região das cúspides eram mais baixas e nas su
perfícies laterais da coroa, mais altas; em algumas áreas eram visíveis os processos
de Thomes.. Nas áreas livres de esmalte eram cúbicas baixas ou achatadas e de distri
buição irregular; próximo a estas células observaram-se vasos sangüíneos (Fig. 3).

O esmalte, nos animais controle, era mais espesso no terço médio da coroa e, pro
gressivamente, mais delgado em direção à vertente externa das cúspides; o mesmo
acontecia nos animais tratados com 62,5 mg de ciclofosfamida (Fig. 4). Nos animais
tratados com 125 mg da droga, o esmalte formava uma camada regular, pouco espes
sa, indo desde as cúspides até a região cervical da coroa, alcançando sua maior es
pessura no terço médio. O esmalte aparecia como uma trama de material fibrilar
orientado perpendicularmente à dentina. Na região das vertentes oclusais e, às vezes,
nos sulcos não havia deposição de esmalte.

A camada de dentina, tanto nos animais-controle como nos tratados, não apresen
tava solução de continuidade e era de espessura variável, de acordo com a área do
órgão dental examinada (Fig. 5). A polpa dental estava limitada superficialmente
pelos odontoblastos, dispostos paralelamente entre si, justapostos e perpendiculares à
superfície interna da pré-dentina; os odontoblastos possuíam núcleos basais e pro
longamentos citoplasmáticos que se estendiam até o limite amelodentinário. Em al
guns casos, nos animais tratados com 125 mg de ciclofosfamida, os corpos celulares
estavam parcialmente incluídos na pré-dentina.

O restante da polpa constituía-se de tecido conjuntivo frouxo, rico em fibroblas
tos, próximos uns dos outros e cuja densidade celular era maior na região cervical;
apresentava vascularização intensa e, às vezes, os vasos situavam-se acima e entre os
odontoblastos, nos animais tratados.

O diafragma epitelial estava bem delimitado, projetando-se para o interior, e sobre
a superfície interna, exceto na sua extremidade, havia pré-dentina sobre a qual en
contravam-se odontoblastos (Fig. 6).
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fiG. I - Animai controle. H.E. 157,.5 X
FIG. 2 - Animal tr.ltado com 62,.5 mg de ciclofosfamida. H. E. 157,5 X
FIG. 3 - Aniffi31 trntado com 125 mg de ticlofosfamida. Trierômioo de M:;J.S.SOn. 800 X
FIG. 4 - Animal controle. H.E. 157,5 X
FIG. 5 - Animallr.Iladocom 62,.5 mg deciclofosfamida. H,E. 63 X

o saco dental, nos animais-controle e tratados com 62,5 mg de ciclofosfamida, era
vascularizado, apresentava-se constitu{do por tecido conjuntivo denso e em mais fa
cilmente indjvidualizaclo DOS germes obtidos mais precocemente. Já nos animais tra
tados com 125 mg da droga, o saco dentaJ, às vezes de difícil identificação, estava
constitufdo por fibroblastos achatados e fibras colágenas fmas.

Kev. Odool. UNES lO, São Paulo, 19: 51-61, 1990.



55

Nas porções laterais do 6rgão dentário, nos animais controle e nos tratados com
62,5 mg de ciclofosfamida, notava-se início de organização do ligamento periodon
tal, onde fibras colágenas delgadas estavam dispostas paralelamente entre si e obli
quamente em relação à coroa dental. Já nos animais tratados com 125 mg da droga, o
ligamento periodontal mostrava início de organização com as células e fibras com
orientação não muito bem definida (Fig. 7).

Externamente à região de organização do ligamento periodontal, tanto nos animais
controle quanto nos tratados, havia tecido 6sseo em desenvolvimento, com trabéculas
imaturas e amplos espaços medulares irrigados ou a presença de trabéculas 6sseas
com grau maior d~ maturação (Fig. 8); enquanto a presença de osteoblastos e oste6
citos era uma constante, s6 raramente osteoclastos eram observados.

Cerca de 85% dos germes dentais controle transplantados se desenvolveram.
Embora com pequenas variações, apresentavam crescimento e desenvolvimento com
patíveis com a idade dos germes dentais transplantados. Com relação aos animais
tratados com 62,5 mg de ciclofosfamida, 40% dos germes estavam presentes, apre
sentando-se porém hipodesenvolvidos. Nestes animais, os germes dentais obtidos de
fetos mais jovens desenvolveram-se em maior número e dentro de um padrão pr6xi
mo do normal. A ausência de desenvolvimento de germe dental progredia conforme
aumentava a idade dos fetos, sendo que o desenvolvimento não ocorreu para os es
pécimes obtidos com 16 dias de vida intra-uterina. Apenas 20% dos germes trans
plantados, cujos animais receberam 125 mg da droga, apresentavam desenvolvimen
to. Nesses casos ocorria a formação de 6rgãos hipodesenvolvidos e havia variação,
tanto no padrão de desenvolvimento quanto no de crescimento; relacionada à idade
fetal, era inversamente proporcional à idade. Nos germes obtidos a partir de 15 dias,
não houve desenvolvimento; por outro lado, eram maiores aqueles que se desenvol
veram a partir de fetos de 14 e 14 112 dias do que aqueles obtidos de fetos de 13 dias
de vida intra-uterina.

Nos animais controle e tratados, quando dois germes estavam presentes, em alguns
casos notava-se um desenvolvimento diferente entre os germes dentais, sendo um
completamente desenvolvido e outro na fase de campânula; em outros casos, a mor
fologia e o desenvolvimento eram semelhantes porém com suas dimensões reduzidas.

Nos animais tratados com 62,5 mg e 125 mg de ciclofosfamida, era comum obser
var vestígios de estruturas dentais degeneradas e/ou reabsorvidas (Fig. 9).

Apenas nos animais-controle notou-se a presença de três germes dentais, porém
suas dimensões eram reduzidas .e não havia característica morfol6gica pr6pria dos
molares, sendo suas formas bastante semelhantes entre si (Fig. 10).

DISCUSSÃO

É possível que o desenvolvimento satisfat6rio dos germes dentais transplantados
para a câmara anterior do olho, nós animais-controle, passa estar relacionado não só
às condições imuno16gicas favoráveis desse sítio, mas principalmente à constituição
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HG. 6 - AmOlaI colllrolc.O.E. 396,Y X
FIG. 7 - Arumal lralado com 62,S mg de eiclofosfamida. H.E. l57,5 X
FIG. 8 - Anmlallralado com 125 mg de. ciclofosfamida. H.E. 157,5 X
FIG. 9 - Arumallr.ltaOO com 62,S mg de ciclofosfamida. H.E. 63 X
FIG. 10 - AmOlai controle. H.E. 63 X

anatómica da câmara anterior do olho34, limitado anterionnente pela córnea, revesti
da por um epitélio que não possui circulação linfática nem sangüfnea, e posterior
mente pela fris, que possui um estroma modificado altamente vascularizado, sendo
ambas muito inervadas. Além disso, o lransplame na Câmard anterior do olho é depo
sitado em um espaço natural, com revestimento próprio, tal como o que ocorre na
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bolsa facial do hamster29 . Assim, além das vantagens advindas do leito natural cuja
parede é altamente vascularizada, o germe dental é, de imediato, mantido pelo humor
aquoso, que constitui-se em excelente via metab6lica para tecidos avasculares34. Por
outro lado, pode-se atribuir o sucesso dos transplantes à escolha de um bom leito, as
sociada à presença de condições ideais de vascularização e nutrição.

Ap6s 3 dias, o germe dental transplantado desenvolveu-se de acordo com os pa
drões normais5,I5 in vivo, tanto no local original de desenvolvimento quanto na câ
mara anterior do olho, além de ser nutrido, ap6s um período curto, pelo humor aquo
so ou pela sua vascularização que ocorre dentro de 48 horas l4.

Os germes dentais com 15 dias p6s-transplante, na câmara anterior do olho,
evoluem e produzem as estruturas dentais; a papila dental e o 6rgão do esmalte de
senvolvem-se, diferenciam-se os odontoblastos e os ameloblastos e depositam os te
cidos mineralizados da coroa dental, de forma similar à descrita em outros modelos
experimentais7,8,19.

Além do esmalte e da dentina, há produção também de tecido 6sseo por um meca
nismo de indução das células transplantadas sobre o conjunto receptor29 ou sobre o
revestimento do assoalho da câmara anterior ou, mais provavelmente, por terem sido
transplantados juntamente com o germe dental, células periféricas do mesmo, poten
cialmente capazes de produzir tecido 6sse029. Esta hip6tese é mais válida, pois as
células do saco dental ou até mesmo da papila dental, na idade em que os espécimes
foram obtidos, possuem potencialidade para originar as estruturas de suporte den
taI32,35, o que confmna que as estruturas periodontais são de origem dentaI3l.

É possível que o desenvolvimento ocorrido, em nossos resultados, seja devido ao
fato dos transplantes terem se constituído de 6rgãos inteiros, pois quando fragmentos
de germes dentais são transplantados continuam a se diferenciar20 e formam, às ve-
zes, um dente perfeito mas em miniatura l2. .

Os controles forneceram espécimes plenamente satisfatórios, embora 15% deles
não tenham se desenvolvido, o que corrobora as observações de que, embora pos
suindo condições plenas de desenvolvimento, nem todos os transplantes o fazem e
muitos sofrem metaplasia e até mesmo desaparecem2,4,29.

Nos 6rgãos dentais a ciclofosfamida detenruna, em camundongos, um retardo na
proliferação epitelial6 e, no homem, alterações na mucosa bucal26; desta forma, inter
fere na proliferação de células do epitélio da mucosa gengival e diminui o número de
células epiteliais9. As células mesenquimais também são sensíveis à ciclofosfamida1
e, na camada odontoblástica, assim como nas demais células pulpares, produz zonas
de necrose24.

Sendo uma droga que age principalmente sobre células em grande atividade proli
ferativa3,33, deve ter exercido sua ação nos germes dentais por n6s transplantados,
uma vez que eles estavam em pleno desenvolvimento embrionário e a fração prolife
rativa era bastante alta, o que explica a porcentagem dos germes dentais que não se
desenvolveram tanto para os animais tratados com 62,5 mg quanto para os tratados
com 125 mg/kg de peso corporal de ciclofosfanuda. A diferença das porcentagens de
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gennes dentais que se desenvolveram, em função da, e em ordem inversamente pro
porcional à dose de ciclofosfamida administrada, deve resultar do fato de que ela tem
ação diretamente proporcional à dose empregada21 e causa um efeito danoso sobre os
dentes em desenvolvimento, de forma temporárià3?

A ocorrência de um percentual de desenvolvimento dos gennes controles muito su
perior ao dos tratados, verificada neste trabalho, leva a crer que, mesmo sendo o olho
um dos 6rgãos segregados do organismo, a droga atingiu o genne dental modificando
sua morfologia, tanto pela administração de 62,5 mglkg quanto de 125 mg/kg de pe
so corporal de ciclofosfamida, levando à fonnação de gennes alongados no sentido
ocluso-cervical devido à sua ação sobre as células em proliferação ou menos diferen
ciadas, isto é, onde as mitoses usualmente ocorrem30.

Sendo citot6xica, a droga bloqueia a duplicação do RNA, promovendo o desapa
recimento de células, interferindo no desenvolvimento do genne, o que se reflete na
constituição de um genne diminuído em tamanho.

Quanto aos gennes dentais que não se desenvolveram, é provável que seja uma
decorrência da correlação administração de ciclofosfamida e idade fetal, uma vez
que, nos animais de mais idade, há um desenvolvimento maior de células diferencia
das e, provavelmente, sem o mesmo potencial de recuperação.

Em função da dose empregada ocorre falta de desenvolvimento também de gennes
obtidos de fetos mais jovens, cuja causa deve ser atribuída a uma ação mais drástica
da ciclofosfamida, envolvendo maior população celular, independentemente da ida
de, de modo que, quanto maior a dose empregada, maior a quantidade de células
afetadas e maior a extensão da injúria, a ponto de não se desenvolver o genne trans
plantado.

A presença de mais de um genne em um mesmo globo ocular com características
morfol6gicas e com desenvolvimento semelhantes pode ser devida à dicotomização
da lâmina dental posterior ou decorrente da expressão de uma pré-disposição inerente
à formação de dentes adicionais I8•27 ; por outro lado, a ocorrência de gennes dentais
adicionais apenas nos animais do grupo-controle, por nós observada, pode ser devida
à fragmentação do genne dental no momento da sua implantação. Fragmentos de
gennes dentais podem desenvolver dentes de tamanho reduzido l2, assim como em
reimplantes de incisivos o trauma gera o aparecimento de dentículos nos animais
controles, o que não se verifica nos animais do grupo tratado, devido aos traumatis
mos durante- a implantação associados aos efeitos da ciclofosfamida atuando de for
ma a impedir seu desenvolvimento11 • Tal fenômeno não ocorreria se o desenvolvi
mento se devesse apenas à dicotomização e crescimento da lâmina dental posterior;
assim, nos casos em que houve o aparecimento de dois gennes dentais, nos animais
tratados, um estava em fase inicial de desenvolvimento e o outro degenerado, sendo
que o dente em desenvolvimento corresponde ao genne do segundo molar em seu
processo nonnal de evolução e em época apropriada de desenvolvimento.

A presença de capilares sangüfneos ao nível do retículo estrelado do 6rgão do
esmalte deve estar relacionada à. grande demanda metab6lica dos ameloblastos e,
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apesar de corroborar descrições anteriores de trabalhos feitos em ratos22•25 e em ca
mundongoslO.28, é contraria aos conceitos de constituição do tecido epitelial.

Pelo que pudemos observar, a ciclofosfamida, que possui propriedades citot6xi
cas, apesar de possibilitar o desenvolvimento tardio de alguns espécimes, leva à de
dução de que seus efeitos são totalmente irreversíveis, permitindo inferir que a sua
administração em doses sucessivas e com prescrição adequada deve ocasionar o im
pedimento total do desenvolvimento de 6rgãos ou estruturas, agindo no nível celular.

CONCLUSÕES

Nas condições experimentais deste trabalho e com base nos resultados alcançados
podemos concluir que a ciclofosfamida interfere, irreversivelmente, sobre o desen
volvimento do germe dental, ocasionando a degeneração total do germe dental ou
alteração da morfologia dental, pois leva à formação de germes dentais hipodesen
volvidos; atua de forma diretamente proporcional à idade e à dose empregada; não
induz a formação de osteodentina, embora possa levar à inclusão parcial de células
na pré-dentina, e não produz alterações observáveis ao nível celular.
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ABSTRACT: Mice foetus were killed between 13 and 16 days of the gestational period and
their molar tooth germs grafted into the anterior chamber of the eye. The hosts were injected
either with 6.25 mg/Kg or with 125 mg/Kg of cyclophosphamide and killed 15 days later. The
cyclophosphamide irreversibly, interferes on tooth germ development causing either its total
degeneration or an alteration on its morphology forming hypodeveloped tooth germs; its action is
directly proportional to the foetus age and to the dose used; it does not induce the formation of
osteodentin white some predentin partial cell inclusion may occur.
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