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s RESUMO: Com a finalidade de se verificar a agao transplacentaria da ciclofosfamida, camundongos
fémeas prenhes foram injetadas com 30 mg ou com 50 mg/kg de peso corporal, no 122 dia de gestagao.
Os animais foram sacrificados 24, 48, 72, 96 e 120 horas apés a injegdo ou os filhotes, 3 dias apds o
nascimento. Os resultados mostraram que a ciclofosfamida retarda o desenvolvimento dos germes
dentais de forma reversivel na dose de 30 mg, porém, com a dose de 50 mg, produz efeitos irreversiveis,
levando inclusive & morte dos filhotes. Confirma-se que seus efeitos sio proporcionais a dose empregada.
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Introdugao

A administragdo de ciclofosfamida em camundungos fémeas prenhes produz
alteragdo de morfologia dos dentes incisivos nos fetos, levando a formagao de germes
dentais hipodesenvolvidos em fung¢ao tanto da idade fetal quanto da dose emprega-
da.’s Administrada em ratas gravidas, provoca alteragdes histomorfolégicas que,
embora ja descritas em animais adultos, sdo mais intensas e freqiientes nos filhotes.!
Quando administrada em camundongos hospedeiros, que receberam implantes intra-
oculares de germes dentais de molares de fetos da mesma espécie, determina
alteragdes na morfogénese dental e formagao de 6rgéos dentais hipodesenvolvidos,
na propor¢ao direta da idade fetal e da dose empregada.'® O propésito deste trabalho
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é verificar, histologicamente, a influéncia da administragao de ciclofosfamida, na dose
de 30 e 50 mg/kg de peso durante o periodo de gestagéo, sobre o desenvolvimento
do germe dental de molares de camundongos.

Material e método _

Neste trabalho foram utilizados 36 camundongos-fémeas, prenhes, (Mus mus-
culus - var. albino Swiss) que com aproximadamente 60 dias de idade foram
acasaladas na proporgaoc de duas fémeas para um macho, durante 14 horas. No 122
dia de prenhez, as fémeas foram divididas em trés grupos, assim distribuidos: animais
que receberam uma Unica inje¢do intraperitoneal, de 0,2 mi de 4gua destilada (controle);
animais que receberam, intraperitonialmente, uma Unica dose de 30 mg ou 50 mg/kg
de peso corporal de ciclofosfamida* diluida em 0,2 ml de 4gua destilada (tratados).

Apoés 24, 48, 72, 96 e 120 horas da administragédo da droga, 30 fémeas, prenhes,
foram sacrificadas por deslocamento cervical, sendo em numero de 6 fémeas por
periodo: duas controle, duas que receberam 30 mg e duas que receberam 50 mg/por
kg de peso corporal de ciclofosfamida (tratadas). Ap6s o sacrificio, retirou-se o utero,
os fetos foram removidos e efetuou-se a confirmagio da idade com base em critérios
morfolégicos descritos por Gruneberg.?

Os filhotes de 6 camundongos-fémeas, sendo 2 controle e 4 tratados — 2 com 30
mg e 2 com 50 mg/Kg de peso corporal de ciclofosfamida - foram sacrificados com 3
dias de idade, por deslocamento cervical. Tanto os fetos quanto os fithotes tiveram
suas cabegas fixadas em formalina neutra a 10%, descalcificadas em solugdo de citrato
de sbdio a 20% e acido férmico a 50%, em partes iguais.??

Para a analise histologica dos molares, as cabegas foram incluidas em parafina,
de modo a fornecerem cortes frontais, e foram obtidos cortes seriados, com 6
- micrometros de espessura, corados pela hematoxilina-eosina.

Resultados

Molares dos animais sacrificados 24 horas apés a injegao

Os germes dentais dos animais-controle (Figura 1) e dos tratados com 30 mg de
ciclofosfamida (Figura 2) encontravam-se em fase de botéo. As células periféricas da
invaginagéo epitelial eram altas e organizadas. As células centrais dos botdes dentais
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eram indiferenciadas, uniformemente distribuidas e ao seu redor havia uma conden-
sagdo de células mesenquimais. Figuras de mitose foram identificadas, tanto nas
estruturas epiteliais quanto nas mesenquimais dos animais-controle.

Nos animais tratados com 50 mg de ciclofosfamida (Figura 3), os germes dentais
mostravam-se em fase de botdo, verificando-se casos em que o desenvolvimento
estava um pouco mais atrasado. Verificou-se uma invaginagéo de tecido epitelial no
tecido subjacente e uma condensagio maior de células mesenquimais ao seu redor.

Molares dos animais sacrificados 48 horas apés a injegao

Os germes dentais dos animais-controle estavam na fase inicial de capuz. Eram
constituidos por células altas na periferia e por células indiferenciadas e uniformemen-
te distribuidas na sua porgéo central. Ao redor do germe dental havia uma conden-
sagdo maior de células mesenquimais. Figuras de mitose foram identificadas tanto
nas estruturas epiteliais quanto nas mesenquimais.

Nos animais tratados com 30 mg de ciclofosfamida, os germes dentais apresen-
tavam-se sob a forma de botéo, de modo semelhante ao descrito para 0s animais
sacrificados 24 horas apds a administragao da droga, ou na fase inicial de capuz. Havia
condensagdo de células mesenquimais nas proximidades do érgao do esmalte,
particularmente no interior de sua concavidade.

Nos animais tratados com 50 mg de ciclofosfamida, os germes dentais apresen-
tavam-se em fase de botdo que pouco diferia da dos animais sacrificados 24 horas
apo6s a administragdo da droga. Houve variagdes nesse grupo e puderam ser vistos
germes dentais em fase de botdo menos evoluida. Os germes compunham-se de uma
invaginagao de tecido epitelial no tecido subjacente e havia uma concentragdo de
células mesenquimais ao seu redor.

Molares dos animais sacrificados 72 horas ap6s a injegéio

Os germes dentais dos animais-controle (Figura 4) apresentavam-se em fase final
de capuz. As células das camadas ameloblastica e odontoblastica ndo estavam
totalmente diferenciadas, sendo que a papila dental era ricamente vascularizada.
Visualizavam-se porgdes do saco dental e presenga de trabéculas ésseas, em algumas
areas.

Nos animais tratados com 30 mg de ciclofosfamida (Figura 5), os germes dentais
apresentavame-se na fase inicial de capuz, de modo semelhante 20s animais analisados
48 horas ap6s a administragdo da droga.

Nos animais tratados com 50 mg de ciclofosfamida (Figura 6), os germes dentais
encontravam-se em fase inicial de capuz. As células da papila dental estavam
uniformemente distribuidas e sem diferenciagdo celular.

Rev. Odontol. UNESP, Sdo Paulo, 23(1): 9-20, 1994 11



FIGURA 1 - Animal-controle - sacrificio 24 horas apés a inje¢do de agua destilada. HE. 32X

FIGURA 2 - Animal tratado - injetado com 30 mg/kg de ciclofosfamida e sacrificado 24 horas apds a injegdo.
HE. 32X.

FIGURA 3 - Animal tratado - injetado com 50 mg/kg de ciclofosfamida e sacrificado 24 horas apés a injecéo.
HE. 32X.

FIGURA 4 - Animal-controle - sacrificio 72 horas apds a inje¢do de agua destilada. HE. 63X.

FIGURA 5 - Animal tratado - injetado com 30 mg/kg de ciclofosfamida e sacrificado 72 horas apds a injego.
HE. 63X.

FIGURA 6 - Animal tratado - injetado com 50 mg/kg de ciclofosfamida e sacrificado 72 horas apés a injegdo.
HE. 32X.
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Molares dos animais sacrificados 96 horas apds a injegdo

Os germes dentais dos animais-controle encontravam-se em fase de campéanula.
Os ameloblastos eram células altas com nucleos alongados. Os odontoblastos eram
células cilindricas baixas e com nicleos irregularmente distribuidos. O saco dental
apresentava células achatadas dispostas paralelamente entre si e ao redor do germe
dental. Trabéculas Osseas estavam presentes a alguma distdncia dos germes
dentais. Figuras de mitose foram identificadas tanto no tecido conjuntivo quanto
no epitelial.

Nos animais tratados com 30 mg de ciclofosfamida, 0s germes dentais apresen-
tavam-se em fase de campéanula. Eram distintas as estruturas do érgao do esmalte.
O epitélio interno possuia células altas com nucleos alongados; a papila dental ndo
mostrava elementos diferenciados. Ao redor do érgédo do esmalte, células achatadas
formavam um esbogo do saco dental. A alguma distncia do germe dental, havia
trabéculas 6sseas dispostas irregularmente.

Nos animais tratados com 50 mg de ciclofosfamida os germes dentais estavam
em fase inicial de campéanula. As células do epitélio intemo eram altas e com nucleos
em diferentes posigdes; os odontoblastos possuiam nucleos de forma irregular e si-
tuados em diferentes niveis. Perifericamente a papila e ao 6rgao do esmalte, havia uma
camada formada por células achatadas, além de algumas trabéculas ésseas. Figuras
de mitose foram identificadas tanto nas estruturas epiteliais quanto nas conjuntivas.

Molares dos animais sacrificados 120 horas apos a injegdo

Os germes dentais dos animais-controle (Figura 7) apresentavam todos os seus
componentes diferenciados, sendo o reticulo estrelado mais espesso nas &reas
intercuspidicas. Uma delgada faixa de dentina, seguida de uma de pré-dentina, foi
identificada. Os odontoblastos eram células altas, com nucleos basais. Circundando
o germe dental havia algumas fileiras de células orientadas paralelamente a superficie
e, mais externamente, encontravam-se areas de tecido 6sseo esponjoso.

Nos animais tratados com 30 mg de ciclofosfamida (Figura 8), os germes dentais
encontravam-se em fase de campanula. Circundando o germe dental havia algumas
fileiras de células organizadas paralelamente a sua superficie e, externamente a estas,
identificava-se um trabeculado ésseo.

Nos animais tratados com 50 mg de ciclofosfamida (Figura 9), os germes dentais
apresentavam-se em fase de campéanula um pouco mais adiantada do que no periodo
anterior. Os ameloblastos apareciam alongados, com nucleos situados em diferentes
niveis das células. Os odontoblastos eram células cilindricas baixas com nucleos
arredondados. As estruturas do saco dental, formadas por células e substancia inter-
celular, dispunham-se paralelamente entre si e a superficie do germe dental. Trabé-
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culas de tecido 6sseo estavam presentes a alguma distancia do germe dental. Figuras
de mitose foram observadas tanto nas estruturas epiteliais quanto nas conjuntivas.

Molares dos filhotes sacrificados 3 dias apos o nascimento

' Os germes dentais dos animais-controle (Figura 10) apresentavam-se bem cons-
tituidos. A camada odontoblastica mostrava variagdes na altura das células, conforme
aregido considerada, sendo baixa nas areas carentes de esmalte. A camada de esmalte
depositada era espessa e, subjacente a ela, havia dentina e pré-dentina. Circundando
o 6rgdo dental encontrava-se o0 saco dental e, externamente a ele, trabéculas ésseas.

Nos animais tratados com 30 mg de ciclofosfamida (Figura 11), os germes dentais
apresentavam-se bem constituidos e aproximavam-se da fase de desenvolvimento
dos 6rgdos dentais dos animais-controle, sendo porém menos maduros.

Nao foi possivel analisar os germes dentais dos molares dos animais tratados
com 50 mg de ciclofosfamida, nesse periodo, uma vez que os mesmos nao se tornaram
viaveis pela agdo da droga.

Discussao

As pesquisas sdo predominantemente em incisivos pelo fato deste grupo dental
possuir uma caracteristica considerada de grande importéncia, ou seja, sdo dentes de
crescimento continuo, em razio do que apresentam, em qualquer momento, -células
em diferentes estagios de desenvolvimento. Nessas circunstancias € possivel obser-
var-se, num mesmo dente, desde estruturas embriondrias até estruturas maduras, o
que, evidentemente, traz uma série de vantagens quando raciocinamos em termos de
estudos experimentais ja que, em curto espago de tempo, podem ser obtidos resultados. 14

A nosso ver, se de um lado os fatos mencionados sdo vantajosos, de outro
merecem algumas restrigdes, pois, se toda pesquisa visa, em ultima instancia, a sua
extrapolagdo para a espécie humana e se nido existe no homem grupo dental de
crescimento continuo, seria recomendavel também a utilizagao de grupos dentais que
mais se aproximassem daqueles existentes na dentigdo humana, € 0s molares, nao
sendo de crescimento continuo, constituem-se em modelo biolégico que mais se
aproxima dos padrdes de desenvoivimento dos dentes humanos.

Contudo, apesar dos muitos atributos dos molares de camundongos que os
tornam mais adequados para investigagdes dentais, pouca atengdo tem sido dada a
eles em comparagéo aquela dada aos do rato,’” e, embora alguns estudos tenham sido
realizados utilizando germes dentais de camundongos,10.1416.22* g rato ainda continua

* Hetem, S. Comunicagao pessoal (dados ainda nao publicados).
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a ter a preferéncia dos pesquisadores como modelo de estudo para o desenvolvimento
de érgéos dentais em varias condigdes experimentais, inclusive no que diz respeito a
analise do efeito de drogas, in vivo ou in vitro.3611.18.192025.27

As drogas usadas sistemicamente, com finalidade terapéutica, podem atuar
sobre as estruturas em desenvolvimento, in vivo, mesmo que essa ndo seja a razao de
sua administragdo; da mesma forma, a agao também se faz sentir sobre o desenvol-
vimento de érgaos in vitro, quando adicionadas a¢ meio de cultura.

No nosso caso especifico, foi utilizada a ciclofosfamida, um agente alquilante
que age bloqueando a duplicagdo do DNA.

Dessa forma, podemos admitir que, sendo uma droga que age principalmente
sobre as células de grande atividade proliferativa,!?’ exerga sua agao sobre os germes
dentais.

Na fase em que foi administrada a droga no 122 dia de vida intra uterina, os
germes dentais de molares estavam em pleno desenvolvimento embrionério, e a fragio
proliferativa nessa época era, presumivelmente, bastante alta, dada a intensa vascu-
larizagdo da area. Supbe-se que sua agdo tenha sido exercida imediatamente. A
ciclofosfamida tem agéo citotéxica e, apds sua injegdo, leva 15 minutos para se
transferir para os tecidos,® e aproximadamente 16 minutos para atingir o feto, apos
sua administragio 4 mae.?! Assim, admite-se que no nosso caso a sua agao tenha sido
exercida poucos minutos apds sua administragio.

Também a via de administragdo é importante para se averiguar o tempo
necessario para se ter uma concentragdo maxima, que varia de 15 minutos, quando
injetada,® a 1 hora, quando administrada oralmente, sendo nesse caso sua vida média
de 6 a 7 horas, no plasma;?2 por outro lado, aproximadamente 70% de seus metabdlitos
séo excretados 4 horas apés a administrag&o intraperitoneal, em dose unica.3

Assim sendo, a ciclofosfamida é uma droga citotéxica que atua através de seus
metabdlitos, 30 minutos apés a sua administragdo, com 95% do poder alquilante,?
durante todo o tempo em que é administrada,? agindo sobre células com alta fragdo
proliferativa,® bloqueando a duplicagdo do DNA de forma completa, resultando na
morte celular, ou de forma incompleta, possivelmente resultando em mutagdes? e
que deve ter agido de imediato sobre os tecidos fetais.

Tais observagdes justificam plenamente a porcentagem dos germes dentais que
ndo se desenvolveram, tanto para animais tratados com 62,5 mg/kg quanto para
tratados com 125 mg/kg de peso corporal de ciclofosfamida.* A diferenga das
porcentagens de germes dentais que se desenvolveram, em fungdo e em ordem
inversamente proporcional a dose de ciclofosfamida administrada,'® pode estar ligada
ao fato de que, mesmo em dose Unica, esta droga tem agao diretamente proporcional
a dose administrada!? e causa um efeito danoso sobre os dentes em desenvolvimento,
de forma temporaria. '
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FIGURA 7 - Animal-controle - sacrificio 120 horas apds a inje¢éo de agua destilada. HE. 100X

FIGURA 8 - Animal tratado - injetado com 30 mg/Kg de ciclofosfamida e sacrificado 120 horas apods a injegéo.
HE. 100X.

FIGURA 9 - Animal tratado - injetado com 50 mg/kg de ciclofosfamida e sacrificado 120 horas apée a injedo. HE. 63X.

FIGURA 10 - Animal-controle - mae injetada com Agua destilada e sacrificado 3 dias ap6s o nascimento.
HE. 100X.

FIGURA 11 - Animal tratado - mée injetada com 30 mg/kg de ciclofosfamida e sacrificado 3 dias apds o nascimento.
HE. 100X.
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Nossos resultados corroboram o descrito acima, pois, ao analisar-se o desenvol-
vimento dos germes dentais de molares, ficou evidente que houve um retardo na
maturagdo das suas estruturas, quando confrontados os resultados dos animais que
receberam injegdes de 50 mg com os que receberam de 30 mg de ciclofosfamida e
destes com os controles. Além do que, sendo uma droga antimitética e aciclica, inibe
as células em qualquer estagio de diferenciagao, e tal fato deve estar relacionado com
a propria dosagem, uma vez que ha diferengas quando se comparam os resultados
obtidos entre animais que receberam doses maiores e menores, e desta forma a agao
da droga é diretamente proporcional 8 dosagem aplicada. Quanto maior a dose, maior
a quantidade de células afetadas e maior a extensao do dano.

A extensao pode ser de tal magnitude que chega a ndo permitir o desenvolvimen-
to de germes implantados.* Também podem néo ser viaveis os animais que receberam
dosagens de 50 mg/kg de peso corporal da droga, 0 que nos impossibilita completar
a andlise nos animais 3 dias apés o0 nascimento, uma vez que, ou foram abortados, ou
nasceram com vida e devido a malformagdes generalizadas n&o foram viaveis.

De acordo com os nossos resultados, os germes dentais dos molares dos animais
que receberam 30 mg/kg de peso corporal de ciclofosfamida apresentaram um retardo
no desenvolvimento, nos periodos iniciais de 24, 48 e 72 horas entretanto, nos periodos
de 96, 120 horas (feto) e 3 dias apds o nascimento (filhotes), o desenvolvimento se fez
de maneira muito semelhante ao verificado nos animais-controle. Por outro lado, nos
animais que receberam 50 mg/kg de peso corporal da droga, o desenvolvimento foi
quase que completamente inibido.

Os resultados observados neste trabalho confirmam as afirmativas sobre as
propriedades citotéxicas da ciclofosfamida, que, apesar de possibilitar um desenvol-
vimento tardio de algumas estruturas, leva a dedugdo de que seus efeitos, nas
condigdes utilizadas, sdo totalmente irreversiveis, quando se utiliza a dosagem de 50
mg/kg. Pode-se inferir também que a administragdo da droga, em doses sucessivas
€ com prescrigdo adequada, deve ocasionar o impedimento total do desenvolvimento
de 6rgaos ou estruturas, devido a agdo no nivel celular. Como é uma droga que também
pode ser utilizada, com reservas, pelas suas propriedades imunossupressoras, neces-
sario se faz que ambas as propriedades sejam analisadas em conjunto, abrindo assim
perspectivas para novos estudos que poderao contribuir para o conhecimento dos
efeitos organicos da ciclofosfamida e minimizar, inclusive, seus efeitos colaterais, para
uma melhor tolerancia pelo individuo que necessite utiliza-la.

Conclusao

A ciclofosfamida administrada em dose unica de 50 mg/kg de peso corporal
causa efeitos irreversiveis ao desenvolvimento dos germes dentais de molares; na dose
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de 30 mg/kg, seus efeitos ndo sdo tdo drasticos, pois, apesar de causar um retardo
nos periodos iniciais de observagdo, permite uma retomada do desenvolvimento e
uma recuperagao quase que total do germe dental aos trés dias de idade. Nossos
resultados comprovam que os efeitos ocasionados séo diretamente proporcionais a
dose empregada.
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MATHEUS, M. T. G. et al. Effects of cyclophosphamide administered during gestational period
on molar tooth germ development. Rev. Odontol. UNESP, v. 23, n. 1, p. 9-20, 1994.

s ABSTRACT: With the aim to verify the transplacentally effects of cyclophosphamide, pregnant mouse
females were injected with 30 mg or 50 mg/kg body weigth of cyclophosphamide, at the 12* day of
gestation. The animals were sacrified 24, 48, 72, 96 and 120 hours after the dung administration on the
“offsprings 3 days after birth. The results showed a reversible delay of tooth germ development with the
use of 30 mg/kg of body weigth but when 50 mg/kg was used irreversible effects were found producing,
also, death of the offsprings. There, the results confirm that the effects found are in direct ratio of the
used dose.
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