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s RESUMO: Camundongos fémeas, prenhes, aos 14 ou aos 17 dias de gestagéo, foram sacrificadas e os
germes dentais dos primeiros molares inferiores dos fetos dissecados e conservados em meio de cultura.
Camundongos adultos, machos, foram anestesiados e receberam os germes dentais como transplantes
na camara anterior do olho. Os hospedeiros foram injetados com 5 mg/kg de metotrexato durante 3
dias e sacrificados 1, 2, 3, 4 e b dias ap6s a ultima injeg8o. Animais controles foram injetados com agua
destilada. Os resultados mostraram-se compativeis entre os animais do grupo controle e do grupo
tratado. Diante dos resultados encontrados, pode-se concluir que, nas condigdes experimentais deste
trabalho, o metotrexato mostrou-se biologicamente compativel com o desenvolvimento do érgao dental
nos estagios analisados.
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Introdugao

O metotrexato (MTX) é encontrade também sob 0 nome comercial de Metho-
trexate e apresentado em forma de comprimidos com 2,5 mg-veiculo gsp, 1 compri-
mido ou solugdo injetdvel sem preservativos, em duas versodes: com 50 mg veiculo
gsp 2 ml ou 500 mg veiculo gsp 20 ml, ou ainda, sob a forma de p6, 50 mg.

Eumpotente agente quimioterapico utilizado no tratamento de certas neoplasias
do sistema reprodutor feminino;* entretanto, é letal ou teratogénico ao embrido de
coelho?® e, como tal, deve atuar sobre estruturas em desenvolvimento a semelhanga
da ciclofosfamida*** 8 9.10.11.12. 21 g da colchicina. 16 17

* Departamento de Morfologia - Faculdade de Odontologia - UNESP - 14801-303 - Araraquara - SP.
*+ Estagidria do Departamento de Morfologia da Faculdade de Odontologia - UNESP - 14801-903 — Araraquara — SP.
Bolksista do CNPq - PIBIC 93/94.
*+* HETEM, S., FERGUSON, M. W. J. Effects of cyclophosphamide on tooth germ development in vitro. Comunicagao
pessoal, 1994.
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Considerando que os germes dentais e o palato em desenvolvimento sio
estruturas sujeitas a grande atividade celular e que sdo francamente influenciadas
pelo metotrexato,'® é o propdsito deste trabalho verificar os efeitos do metotrexato
administrado durante o periodo de experimentacgao sobre o desenvolvimento do germe
dental implantado na cdmara anterior do olho de camundongos hospedeiros.

Material e método

Camundongos fémeas, albinas, foram acasaladas com machos da mesma
espécie, na propor¢do de 2 fémeas para cada macho, em gaiolas individuais. O
acasalamento foi feito apenas no periodo noturno e as fémeas examinadas na manha
seguinte, para verificacdo da presenga de plug vaginal. A identificagio do plug marcou
o dia zero da gestagdo. Os animais foram sacrificados aos 14 ou aos 17 dias de
gestacdo, e o Utero com os fetos assepticamente removidos. A seguir, os fetos, man-
tidos em meio de cultura, foram examinados, tiveram suas idades confirmadas pelos
critérios morfolégicos? e decapitados; as cabegas ficaram mantidas no meio de cultura,
as mandibulas removidas e 0s germes dentais dos primeiros molares inferiores de
ambos os lados, dissecados. Os germes dentais foram implantados na cAmara anterior
do olho de camundongos hospedeiros, com auxilio de uma lupa esteroscopica. Os
animais foram injetados por via intraperitoneal, durante 3 dias, com 5 mg/kg de peso
corporal de metotrexato (Bristol) ou methotrexate (Lederle). Os animais controles
foram injetados pela mesma via, com um volume equivalente de dgua destilada. Em
todos os casos, parte dos germes dentais dos animais de uma mesma ninhada foi
utilizada como controle do respectivo grupo tratado.

Os animais hospedeiros foram sacrificados 1, 2, 3, 4 € 5 dias ap6s a administragao
da ultima injegao, por deslocamento cervical ou por inalagdo excessiva de éter sulfurico.

Os globos oculares foram removidos, fixados em formol a 10%, descalcificados
em solugdo de citrato de sédio e acido férmico em partes iguais®® e incluidos em
parafina. Os blocos foram cortados com 6 pum de espessura, corados com hematoxilina
e eosina e analisados em microscopia de luz para verificagdo comparativa do estagio
de desenvolvimento do germe dental, entre os animais dos grupos tratados e controles,
nos diferentes periodos de observagao.

Resultado
14 dias
Controle
Os germes dentais transplantados para a camara anterior do olho dos animais

controles apresentaram-se bem constituidos e evoluidos em relagado as suas caracte-
risticas no momento da sua obtengéo.
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Assim, pdde-se verificar que, apesar de haver ocorrido algumas variagées indi-
viduais, os germes dentais apresentavam-se em fase de campéanula avangada aos 2
dias apés a interrupgdo da administragdo das injecdes (Figura 1). Nestes casos,
era evidente o 6rgdo do esmalte com suas quatro camadas tipicas. O reticulo estrelado era
bastante volumoso e os ameloblastos apresentavam-se como células altas e justapostas
umas as outras. A papila dental era rica em células uniformemente distribuidas e revestida
pela camada odontoblastica que se apresentava como células colunares baixas.

Aos 4 dias (Figura 2) e aos 5 dias (Figura 3), ap6s a interrupgédo da administragéo
das injegdes, os germes dentais estavam mais evoluidos, alcangando uma fase de
desenvolvimento em que se podia identificar o inicio da deposigdo de matriz de den-
tina. O reticulo estrelado era a mais volumosa das quatro camadas do érgdo do esmalte
e os ameloblastos mostravam-se como células cilindricas altas, polarizadas, e nacleos
basais. Os odontoblastos, por outro lado, apresentavam-se também como células altas,
polarizadas e com nucleos basais, tendo iniciado a deposigdo de dentina no nivel das
extremidades das cuspides.

Tratados

Os germes dentais transplantados para a cAmara anterior do olho dos animais
tratados mostravam, 2 dias apés a interrupgdo da administragdo do metotrexato, ter
alcangado a fase de campanula avangada, na qual podia-se notar o 6rgao do esmalte com
suas camadas caracteristicas, sendo o reticulo estrelado a mais volumosa delas. A camada
ameloblastica mostrava-se distinta, composta por células cilindricas altas. A papila dental
era rica em células uniformemente distribuidas e mostrava na periferia os odontoblastos
como células colunares baixas (Figura 4). Aos b5 dias apds a interrupgao da administragio
do metotrexato, os germes dentais mostravam-se bem desenvolvidos com a deposigao
de uma camada de dentina. O 6rgdo do esmalte mostrava como estrutura mais desen-
volvida o reticulo estrelado e a camada ameloblastica era composta por células altas,
polarizadas e com nucleo basal (Figura 5). A papila dental apresentava-se composta por
células uniformemente distribuidas e revestida na sua periferia pelos odontoblastos que
se apresentavam como células altas, polarizadas e com nucleos basais (Figuras 5 e 6).

17 dias
Controle

Os germes de fetos com 17 dias transplantados para a cdmara anterior do olho
dos animais controles mostraram-se com todas as estruturas compativeis com os
germes dessa idade de desenvolvimento. O érgao do esmalte apresentava-se condensado
em grande parte de sua estrutura, exceto nas areas intercuspideas, onde o reticulo
estrelado estava presente em maior volume. A quantidade de tecidos mineralizados era
crescente a cada dia adicional de observagdo, e a camada de esmalte depositada era
acompanhada da fileira de ameloblastos extremamente definida, como células cilindricas
altas e nucleo basal (Figuras 7, 8, 9 e 10). Os tecidos mineralizados apresentavam-se
com suas estruturas, tais como canaliculos dentinarios, areas carentes de esmalte,
tipicas do camundongo, além de areas de esmalte acidorresistentes.
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FIGURA 1 - Animal controle - Germe dental de feto com 14 dias, obtido 2 dias apés a ultima injecao de agua
destilada. HE. 250X.

FIGURA 2 - Animal controle - Germe dental de feto com 14 dias, obtido 4 dias apds a ultima injegdo de agua
destilada. HE. 200X

FIGURA 3 - Animal controle - Germe dental de feto com 14 dias, obuido 5 dias apds a uluma inje¢ao de agua
destilada. HE. 250X

FIGURA 4 - Animal tratado - Germe dental de feto com 14 dias, obtido 2 dias apos a (iltima inje¢ao de metotrexato
(Bristol). HE. 250X.

FIGURA 5 - Animal tratado - Germe dental de feto com 14 dias, obtido 5 dias apds a Ultima injecdo de metotrexato
(Lederle). HE. 400X
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FIGURA 6 - Animal tratado - Germe dental de feto com 14 dias, obtido 5 dias apés a ltima injegdo de metotrexato
(Lederle). HE. 250X.

FIGURA 7 - Animal controle - Germe dental de feto com 17 dias, obtido 4 dias ap6s a Gltima injegao de 4dgua
destilada. HE. 250X.

FIGURA 8 - Animal controle - Germe dental de feto com 17 dias, obtido 4 dias apés a ultima injegao de agua
destilada. HE. 156X.

FIGURA 9 - Animal controle - Germe dental de feto com 17 dias, obtido 5 dias apés a ultima inje¢@o de dgua
destilada. HE. 156X.

FIGURA 10 - Animal controle - Germe dental de feto com 17 dias, obtido 5 dias apés a ultima injegdo de dgua
destilada. HE. 400X.
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FIGURA 11 - Animal tratado - Germe dental de feto com 17 dias, obtido 2 dias apés a ultima inje¢do de metotrexato
(Bristol). HE. 312X.

FIGURA 12 - Animal tratado - Germe dental de feto com 17 dias, obtido 3 dias apés a ultima injegéo de metotrexato
(Lederle). HE. 260X.

FIGURA 13 - Animal tratado - Germe dental de feto com 17 dias, obtido 5 dias apos a ultima inje¢ao de metotrexato
(Bristol). HE. 125X

FIGURA 14 - Animal tratado - Germe dental de feto com 17 dias, obtido 5 dias apos a tltima inje¢do de metotrexato
(Lederle). HE. 125X.

FIGURA 15 - Animal tratado - Germe dental de feto com 17 dias, obtido 5 dias apés a tltima inje¢ao de metotrexato
(Bristol). HE. 400X
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Células uniformemente distribuidas, revestidas na sua periferia por uma camada
de odontoblastos bem definida, constituida por células cilindricas altas, constituiam
a papila dental.

Tratados

Os germes dentais de fetos com 17 dias transplantados para a camara anterior
do olho de animais hospedeiros, da mesma maneira que ocorreu com 0s animais
controles, mostraram uma quantidade crescente de tecidos mineralizados a cada dia
adicional de observagéo, a partir de 2 dias ap6s a administragao da Ultima injecio de
metotrexato. Dessa forma, pdde-se verificar a presenga de uma camada de dentina
aos 2 dias apds a ultima injegdo (Figura 11), o inicic da deposi¢do de esmalte aos 3
dias ap6s a administragéo da droga (Figura 12) e 0 aumento progressivo da espessura
desses tecidos nos periodos subseqlientes (Figuras 13 e 14).

O érgdo do esmalte apresentava suas camadas comprimidas nas areas sobre as
cuspides com reticulo estrelado mais volumoso nas areas intercuspideas (Figura 13).
A camada de ameloblastos era composta por células cilindricas altas, polarizadas,
com nucleos basais (Figuras 12 e 15). Os tecidos mineralizados, da mesma maneira
COIMO OCOITeu nos controles, apresentavam todas as caracteristicas proprias desses te-
cidos, ou seja, canaliculos dentinarios, dreas carentes de esmalte e dreas do esmal-
te acidorresistentes.

A papila dental constituia-se por uma quantidade grande de células distribuidas
uniformemente e revestida perifericamente pelos odontoblastos, que se apresentavam
como células cilindricas altas, polarizadas e com nucleos basais.

Discussao

O molar do camundongo é um excelente modelo para o estudo de todos os
periodos de desenvolvimento do germe dental, uma vez que a seqiiéncia evolutiva, a
calcificagéo e a sua erupgao séo similares aos correspondentes humanos.2

O mecanismo de agdo do MTX baseia-se na inibigdo competitiva da enzima
acido folico redutase, responsavel pela redugéo do acido félico a acido tetraidrofélico,
sem a qual h4 inibi¢ado do processo de sintese de DNA e interferéncia na capacidade
reprodutiva das células® 41318 ¢, 4 semelhanga da ciclofosfamida, sua agéo reflete-se
também sobre tecidos normais, apesar de atingir em maior grau o tecido maligno de
atividade proliferativa mais intensa.

A administragdo de MTX a pacientes portadores de cancer causa diminuigdo da
secre¢ao de albumina e de imunoglobulina A pelas glandulas salivares; por outro lado,
causa alteragOes estruturais dessas glandulas, tais como vacuolizagéo, redugéo se-
cretora € de RNA;® a teratogenicidade do MTX, em altas concentragdes, ficou
caracterizada pela inducéo de atrofia dos membros associada a alteragdes do desen-
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volvimento do germe dental e do palato durante a vida fetal, o que nédo aconteceu
quando doses baixas foram empregadas.!® Cabe destaque também a observagao de
que os efeitos danosos do MTX s&o minimizados pela administragdo de leucovorina,
um analogo estrutural de 4cido folinico.3

De acordo com os dados encontrados neste trabalho, ante a utilizagdo do MTX
de ambas as procedéncias, ndo foram identificadas alteragdes do desenvolvimento do
germe dental transplantado para a cAmara anterior do olho, independentemente da
idade fetal.

Esses resultados confirmam os relatos de que baixas doses de MTX (terapéutica)
levam a resultados compativeis com os encontrados em animais do grupo controle,
0 que confirma também uma relacdo direta entre a dosagem utilizada e os efeitos
verificados. Alteragdes severas do desenvolvimento foram também relatadas em
estudos realizados em coelhos, utilizando uma dose de 19,2 mg/kg de peso, cujos
efeitos foram minimizados pela administragio de trimetilimidazolidina.4

Os achados deste trabalho ndo corroboram os que relatam defeitos em criangas
cujas mées ingeriram 2,5 mg*ou 5,0 mg de metotrexato nos dois primeiros meses de
gravidez, mesmo porque, além de existir um periodo critico que vai da sexta & oitava
semana de vida intra-utering, sdo necessarias doses semanais superiores a 10 mg para
produzir malformagdes - sindrome da aminopterina® -, ou dos que admitem que 0 MTX
administrado no inicio da gravidez é teratogénico ao ser humano, causando disostose
- craniofacial associada a outras anomalias,? % mas falam a favor dos que relatam au-
séncia de malformagdes em coelhos fémeas que receberam 6,5 mg/kg de peso nas
fases iniciais da gravidez ou em camundongos fémeas que receberam 10 mg/kg ou ainda
em macacos pela administra¢ao 1ntravenosa de 30 mg/kg do 292 ao 32% dias de
gestagdo.®0

Nossos resultados nio corroborarn também o relato de que o metotrexato,
através da inibi¢ao da sintese de DNA, levou a redugdo do tamanho dental e aumento
na freqiiéncia de falta de dentes.!

Apesar do numero insuficiente e dos dados epidemiolégicos inadequados
presentemente existentes para estabelecer claramente as variagoes e a severidade
dos efeitos atribuiveis a esse tipo de composto, certas anormalidades estdao sendo
caracterizadas como de efeitos desses agentes, tais como: defeitos do esqueleto,
auséncia ou hipoplasia de digitos, sindactilia; nos casos de redugdo de membros e/ou
sindactilia, alteragdes do complexo bucomandibular podem também ser sugeridas.b

Assim, em face das discrepancias de resultados encontrados neste trabalho e
em relato anterior,’® novas observagbes fazem-se necessarias, quer para maior
seguranga na prescricao desse tipo de droga, quer para que se conhe¢a com mais
propriedade seus possiveis efeitos indesejaveis.

Conclusio

Nas condigbes experimentais em que este trabalho foi realizado, pode-se
concluir que ndo ha razdes para se atribuir ao metotrexato efeitos deletérios sobre o

218 Rev. Odontol. UNESP, Sdo Paulo, 24(2): 211-220, 1995



desenvolvimento do germe dental transplantado para a cadmara anterior do olho de
camundongos hospedeiros.
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HETEM, S. et al. Effects of methotrexate on intraocular tooth germ development. Rev. Odontol.
UNESP (Sdo Paulo), v.24, n.2, p.211-220, 1995.

s ABSTRACT: Pregnant female mice were killed at the 14th or 17th day of the gestational period and the
first mandibular molar tooth germ of the foetuses were dissected and kept in MEM-Eagle until be
transplanted to the anterior chamber of the eye of host animals. The host animals were injected with 5
mg/kg of body weight of methotrexate during the following three days and killed 1, 2, 3, 4 or 5 days
after the last drug injection. The results showed compatible aspects when the control and the treated
groups were compared. Thus, was concluded that, in the conditions used here, there is no hazardous
effects of the methotrexato on tooth germ development.

s KEYWORDS: Methotrexate; tooth germ, development; intra-ocular graft.
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