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• RESUMO: Com a finalidade de se verificar a ação transplacentária da ciclofosfamida, camundongos
fêmeas prenhes foram injetadas com 30 mg ou com 50 mglkg de peso corporal, no 12Q dia de gestação.
Os animais foram sacrificados 24, 48, 72, 96 e 120 horas após a injeção ou os filhotes, 3 dias após o
nascimento. Os resultados mostraram que a ciclofosfamida retarda o desenvolvimento dos germes
dentais de forma reversível na dose de 30 mg, porém, com a dose de 50 mg, produz efeitos irreversíveis,
levando inclusive à morte dos filhotes. Confirma-se que seus efeitos são proporcionais à dose empregada.
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Introdução

A administração de ciclofosfarnida em camundungos fêmeas prenhes produz
alteração de morfologia dos dentes incisivos nos fetos, levando à formação de germes
dentais hipodesenvolvidos em função tanto da idade fetal quanto da dose emprega
da.15 Administrada em ratas grávidas, provoca alterações histomorfológicas que,
embora já descritas em animais adultos, são mais intensas e freqüentes nos filllotes. l1

Quando administrada em camundongos hospedeiros, que receberam implantes intra
oculares de germes dentais de molares de fetos da mesma espécie, determina
alterações na morfogênese dental e formação de órgãos dentais hipodesenvolvidos,
na proporção direta da idade fetal e da dose empregada.16 O propósito deste trabalho
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é verificar, histologicamente, a influência da administração de ciclofosfarnida, na dose
de 30 e 50 mglkg de peso durante o período de gestação, sobre o desenvolvimento
do germe dental de molares de camundongos.

Material e método

Neste trabalho foram utilizados 36 camundongos-fêmeas, prenhes, (Mus mus
culus - varo albino Swiss) que com aproximadamente 60 dias de idade foram
acasaladas na proporção de duas fêmeas para um macho, durante 14 horas. No 1211

dia de prenhez, as fêmeas foram divididas em três grupos, assim distribuídos: animais
que receberam uma única injeção intraperitoneal, de 0,2 mI de água destilada (controle);
animais que receberam, intraperitonialmente, uma única dose de 30 mg ou 50 mglkg
de peso corporal de ciclofosfamida* diluída em 0,2 mI de água destilada (tratados).

Após 24, 48, 72, 96 e 120 horas da administração da droga, 30 fêmeas, prenhes,
foram sacrificadas por deslocamento cervical, sendo em número de 6 fêmeas por
período: duas controle, duas que receberam 30 mg e duas que receberam 50 mg/por
kg de peso corporal de ciclofosfamida (tratadas). Após o sacrifício, retirou-se o útero,
os fetos foram removidos e efetuou-se a confirmação da idade com base em critérios
morfológicos descritos por Gruneberg.9

Os filhotes de 6 camundongos-fêmeas, sendo 2 controle e 4 tratados - 2 com 30
mg e 2 com 50 mg/Kg de peso corporal de ciclofosfarnida - foram sacrificados com 3
dias de idade, por deslocamento cervical. Tanto os fetos quanto os filhotes tiveram
suas cabeças fixadas em formalina neutra a 10%, descalcificadas em solução de citrato
de sódio a 20% e ácido fórmico a 50%, em partes iguais .17

Para a análise histológica dos molares, as cabeças foram incluídas 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 após a injeção

Os germes dentais dos animais-controle (Figura 1) e dos tratados com 30 mg de
ciclofosfamida (Figura 2) encontravam-se em fase de botão. As células periféricas da
invaginação epitelial eram altas e organizadas. As células centrais dos botões dentais
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eram indiferenciadas, uniformemente distribuídas e ao seu redor havia uma conden
sação 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 botão, verificando-se casos em que o desenvolvimento
estava um pouco mais atrasado. Verificou-se uma invaginação de tecido epitelial no
tecido subjacente e uma condensação maior de células mesenquimais ao seu redor.

Molares dos animais sacrificados 48 horas após a injeção

Os germes dentais dos animais-controle estavam na fase inicial de capuz. Eram
constituídos por células altas na periferia e por células indiferenciadas e uniformemen
te distribuídas na sua porção central. Ao redor do germe dental havia uma conden
sação 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 botão, de modo semelhante ao descrito para os animais
sacrificados 24 horas após a administração da droga, ou na fase inicial de capuz. Havia
condensação de células mesenquimais nas proximidades do órgão 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 botão que pouco diferia da dos animais sacrificados 24 horas
após a administração da droga. Houve variações nesse grupo e puderam ser vistos
germes dentais em fase de botão menos evoluída. Os germes compunham-se de uma
invaginação de tecido epitelial no tecido subjacente e havia uma concentração de
células mesenquimais ao seu redor.

Molares dos animais sacrificados 72 horas após a injeção

Os germes dentais dos animais-controle (Figura 4) apresentavam-se em fase final
de capuz. As células das camadas ameloblástica e odontoblástica não estavam
totalmente diferenciadas, sendo que a papila dental era ricamente vascularizada.
Visualizavam-se porções do saco dental e presença de trabéculas ósseas, em algumas
áreas.

Nos animais tratados com 30 mg de ciclofosfamida (Figura 5), os germes dentais
apresentavam-se na fase inicial de capuz, de modo semelhante aos animais analisados
48 horas após a administração 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 distribuídas e sem diferenciação celular.
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FlGURA 1 - Animal-controle - sacrifJcio 24 horas após a injeção de ãgua destilada. HE. 32X.

FIGURA 2 - Animal tratado - injetado com 30 mglkg de cicIofosfamida e sacrificado 24 horas após a injeçào.

HE. 32X.

FlGURA 3 - Animal tratado - injetado com 50 mglkg de cicIofosfamida e sacrificado 24 horas após a injeção.

HE.32X.

FlGURA 4 - Animal-conuole - sacriflcio 72 horas após a injeção de égua destilada. HE. 63X.

FlGURA 5 - Animal tratado - injetado com 30 mglkg de ciclofosfamida e sacrificado 72 horas após a injeção.

HE.63X.

FIGURA 6 - Animal tratado - injetado com 50 mgl1<g de ciclofosfamida e sacrificado 72 horas após a injeção.

HE.32X.
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Molares dos animais sacrificados 96 horas após a injeção

Os germes dentais dos animais-controle encontravam-se em fase de campânula.
Os ameloblastos eram células altas com núcleos alongados. Os odontoblastos eram
células cilíndricas baixas e com núcleos irregularmente distribuídos. O saco dental
apresentava células achatadas dispostas paralelamente entre si e ao redor do germe
dental. Trabéculas ósseas estavam presentes a alguma distância dos germes
dentais. Figuras de mitose foram identificadas tanto no tecido conjuntivo quanto
no epitelial.

Nos animais tratados com 30 mg de ciclofosfarnida, os germes dentais apresen
tavam-se em fase de campânula. Eram distintas as estruturas do órgão do esmalte.
O epitélio interno possuía células altas com núcleos alongados; a papila dental não
mostrava elementos diferenciados. Ao redor do órgão do esmalte, células achatadas
formavam um esboço do saco dental. A alguma distância do germe dental, havia
trabéculas ósseas dispostas irregularmente.

Nos animais tratados com 50 mg de ciclofosfarnida os germes dentais estavam
em fase inicial de campânula. As células do epitélio interno eram altas e com núcleos
em diferentes posições; os odontoblastos possuíam núcleos de forma irregular e si
tuados em diferentes níveis. Perifericamente à papila e ao órgão do esmalte, havia uma
camada formada por células achatadas, além de algumas trabéculas ósseas. Figuras
de mitose foram identificadas tanto nas estruturas epiteliais quanto nas conjuntivas.

Molares dos animais sacrificados 120 horas após a injeção

Os germes dentais dos animais-controle (Figura 7) apresentavam todos os seus
componentes diferenciados, sendo o retículo estrelado mais espesso nas áreas
intercuspídicas. Uma delgada faixa de dentina, seguida de uma de pré-dentina, foi
identificada. Os odontoblastos eram células altas, com núcleos basais. Circundando
o germe dental havia algumas fileiras de células orientadas paralelamente à superncie
e, mais externamente, encontravam-se áreas de tecido ósseo esponjoso.

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

Nos animais tratados com 50 mg de ciclofosfarnida (Figura 9), os germes dentais
apresentavam-se em fase de campânula um pouco mais adiantada do que no período
anterior. Os ameloblastos apareciam alongados, com núcleos situados em diferentes
níveis das células. Os odontoblastos eram células cilíndricas baixas com núcleos
arredondados. As estruturas do saco dental, formadas por células e substância inter
celular, dispunham-se paralelamente entre si e à superfície do germe dental. Trabé-
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culas de tecido ósseo estavam presentes a alguma distância do germe dental. Figuras
de mitose foram observadas tanto nas estruturas epiteliais quanto nas conjuntivas.

Molares dos filhotes sacrificados 3 dias após o nascimento

Os germes dentais dos animais-controle (Figura 10) apresentavam-se bem cons
tituídos. A camada odontoblástica mostrava variações na altura das células, conforme
a região considerada, sendo baixa nas áreas carentes de esmalte. A é::amada de esmalte
depositada era espessa e, subjacente a ela, havia dentina e pré-dentina. Circundando
o órgão dental encontrava-se o saco dental e, externamente a ele, trabéculas ósseas.

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

Não foi possível analisar os germes dentais dos molares dos animais tratados
com 50 mg de ciclofosfarnida, nesse período, uma vez que os mesmos não se tomaram
viáveis pela ação da droga.

Discussão

As pesquisas são predominantemente em incisivos pelo fato deste grupo dental
possuir uma característica considerada de grande importância, ou seja, são dentes de
crescimento contínuo, em razão do que apresentam, em qualquer momento, ·células
em diferentes estágios de desenvolvimento. Nessas circunstâncias é possível obser
var-se, num mesmo dente, desde estruturas embrionárias até estruturas maduras, o
que, evidentemente, traz uma série de vantagens quando raciocinamos em termos de
estudos experimentais já que, em curto espaço de tempo, podem ser obtidos resultados.14

A nosso ver, se de um lado os fatos mencionados são vantajosos, de outro
merecem algumas restrições, pois, se toda pesquisa visa, em última instância, à sua
extrapolação para a espécie humana e se não existe no homem grupo dental de
crescimento contínuo, seria recomendável também a utilização de grupos dentais que
mais se aproximassem daqueles existentes na dentição humana, e os molares, não
sendo de crescimento contínuo, constituem-se em modelo biológico que mais se
aproxima dos padrões de desenvolvimento dos dentes humanos.

Contudo, apesar dos muitos atributos dos molares de camundongos que os
tomam mais adequados para investigações dentais, pouca atenção tem sido dada a
eles em comparação àquela dada aos do rato,7 e, embora alguns estudos tenham sido
realizados utilizando germes dentais de camundongos,10,14,16,22,* o rato ainda continua
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a ter a preferência dos pesquisadores como modelo de estudo para o desenvolvimento
de órgãos dentais em várias condições experimentais, inclusive no que diz respeito à
análise do efeito de drogas, in vivo ou in vitrO. 3,6,11.18.19,20.25.27

As drogas usadas sistemicamente, com finalidade terapêutica, podem atuar
sobre as estruturas em desenvolvimento, in vivo, mesmo que essa não seja a razão de
sua administração; da mesma forma, a ação também se faz sentir sobre o desenvol
vimento de órgãos in vitro, quando adicionadas ao meio de cultura.

No nosso caso específico, foi utilizada a ciclofosfarnida, um agente alquilante
que age bloqueando a duplicação do DNA.

Dessa forma, podemos admitir que, sendo uma droga que age principalmente
sobre as células de grande atividade proliferativa,I,27 exerça sua ação sobre os germes
dentais.

Na fase em que foi administrada a droga no 1211 dia de vida intra uterina, os
germes dentais de molares estavam em pleno desenvolvimento embrionário, e a fração
proliferativa nessa época era, presumivelmente, bastante alta, dada a intensa vascu
larização da área. Supõe-se que sua ação tenha sido exercida imediatamente. A
ciclofosfamida tem ação citotóxica e, após sua injeção, leva 15 minutos para se
transferir para os tecidos,5 e aproximadamente 16 minutos para atingir o feto, após
sua administração à mãe.21 Assim, admite-se que no nosso caso a sua ação tenha sido
exercida poucos minutos após sua administração.

Também a via de administração é importante para se averiguar o tempo
necessário para se ter uma concentração máxima, que varia de 15 minutos, quando
injetada,5 a 1 hora, quando administrada oralmente, sendo nesse caso sua vida média
de 6 a 7 horas, no plasma;2por outro lado, aproximadamente 70% de seus metabólitos
são excretados 4 horas após a administração intraperitoneal, em dose única. 13

Assim sendo, a ciclofosfamida é uma droga citotóxica que atua através de seus
metabólitos, 30 minutos após a sua administração, com 95% do poder alquilante,4

durante todo o tempo em que é administrada,24 agindo sobre células com alta fração
proliferativa,8 bloqueando a duplicação do DNA de forma completa, resultando na
morte celular, ou de forma incompleta, possivelmente resultando em mutações26 e
que deve ter agido de imediato sobre os tecidos fetais.

Tais observações justificam plenamente a porcentagem dos germes dentais que
não se desenvolveram, tanto para animais tratados com 62,5 mglkg quanto para
tratados com 125 mglkg de peso corporal de ciclofosfamida.14 A diferença das
porcentagens de germes dentais que se desenvolveram, em função e em ordem
inversamente proporcional à dose de ciclofosfamida administrada,16 pode estar ligada
ao fato de que, mesmo em dose única, esta droga tem ação diretamente proporcional
à dose administrada12 e causa um efeito danoso sobre os dentes em desenvolvimento,
de forma temporária. 23
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FIGURA 7 - Animal-controle - sacritlcio 120 horas após a injeção de água destilada. HE. l00X.

FIGURA 8 - Animai tratado - injetado com 30 mglKg de ciclofosfamida e sacrificado 120 horas após a injeção.

HE. l00X.

FIGURA 9 - AnlmaI ttatado - injetado com 50 mglkg de ciclofosfamida e sacrificado 120 horas após a injeção. HE. 63X.

FIGURA 10 - Animal-controle - mãe injetada com água destilada e sacrificado 3 dias após o nascimento.

HE.l00X.

FIGURA 11 - Animal tratado - mãe injetada com 30 mglkg de ciclofosfamida e sacritlcado 3 dias após o nascimento.

HE.l00X.
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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
maturação das suas estruturas, quando confrontados os resultados dos animais que
receberam injeções de 50 mg com os que receberam de 30 mg de ciclofosfamida e
destes com os controles. Além do que, sendo uma droga antimitótica e acíclica, inibe
as células em qualquer estágio de diferenciação, e tal fato deve estar relacionado com
a própria dosagem, uma vez que há diferenças quando se comparam os resultados
obtidos entre animais que receberam doses maiores e menores, e desta forma a ação
da droga é diretamente proporcional à dosagem aplicada. Quanto maior a dose, maior
a quantidade de células afetadas e maior a extensão do dano.

A extensão pode ser de tal magnitude que chega a não permitir o desenvolvimen
to de germes implantados .14 Também podem não ser viáveis os animais que receberam
dosagens de 50 mg/kg de peso corporal da droga, o que nos impossibilita completar
a análise nos animais 3 dias após o nascimento, uma vez que, ou foram abortados, ou
nasceram com vida e devido a malformações generalizadas não foram viáveis.

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 períodos iniciais de 24, 48 e 72 horas entretanto, nos períodoo
de 96, 120 horas (feto) e 3 dias após 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 citotóxicas da ciclofosfamida, que, apesar de possibilitar um desenvol
vimento tardio de algumas estruturas, leva à dedução de que seus efeitos, nas
condições utilizadas, são totalmente irreversíveis, quando se utiliza a dosagem de 50
mg/kg. Pode-se inferir também que a administração da droga, em doses sucessivas
e com prescrição adequada, deve ocasionar o impedimento total do desenvolvimento
de órgãos ou estruturas, devido à ação no nível celular. Como é uma droga que também
pode ser utilizada, com reservas, pelas suas propriedades imunossupressoras, neces
sário se faz que ambas as propriedades sejam analisadas em conjunto, abrindo assim
perspectivas para novos estudos que poderão contribuir para o conhecimento dos
efeitos orgânicos da ciclofosfamida e minimizar, inclusive, seus efeitos colaterais, para
uma melhor tolerância pelo indivíduo que necessite utilizá-la.

Conclusão

A ciclofosfamida administrada em dose única de 50 mg/kg de peso corporal
causa efeitos irreversíveis ao desenvolvimento dos germes dentais de molares; na dose
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de 30 mglkg, seus efeitos não são tão drásticos, pois, apesar de causar um retardo
nos períodos iniciais de observação, permite uma retomada do desenvolvimento e
uma recuperação quase que total do germe dental aos três dias de idade. Nossos
resultados comprovam que os efeitos ocasionados são diretamente proporcionais à
dose empregada.
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