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m RESUMO: A relagdo entre os efeitos do acido acetilsalicilico (aspirina) e o
dente em desenvolvimento na vida intra-uterina parece ser muito complexa e
até o momento pobremente estudada. Sabe-se que esse farmaco analgésico,
antipirético e antiinflamatério é usado indiscriminadamente nas clinicas mé-
dica e odontologica e sem apresentar a correta prescrigao. A proposta do pre-
sente estudo foi a de verificar se o tratamento crénico com essa droga altera o
desenvolvimento do germe dental em fetos de golden hamster durante a pre-
nhez, uma vez que se conhece a transposi¢ao placentaria do referido medica-
mento. Dessa maneira, propusemo-nos analisar microscopicamente 0s germes
de molares dos filhotes sacrificados com 1, 3, 5 e 10 dias ap6s 0 nascimento e
constatamos alteracoes estruturais desses germes.
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Introducéo

Alguns animais de laboratorio, tais como o rato, 0 camundongo e o
hamster, sdo roedores extremamente usados em experimentos de pes-
quisa e apresentam uma diferenca fundamental que compreende a du-
ragao do desenvolvimento embriondrio: no rato, 21 dias; no camundongo,
19 dias: e no hamster, 16 dias.®
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Pelo fato de o desenvolvimento embrionario do hamster ser extre-
mamente curto (16 dias), a odontogénese processa-se em poucos dias, e
por ser um 6rgao altamente diferenciado, as células do germe dental
estdo sujeitas a agressoes diversas, tais como: da vimblastina’ do acti-
nomycin D8 pelo fluoreto; 24913 da colchicina;® do 1-p-bromotetrami-
sole;12 de metais pesados (chumbo, zinco, arsénio, cobre e indio:!* do
cadmio,’® e da methotrexate?!). Sabemos que o acido acetilsalicilico
(aspirina) ¢ um farmaco analgésico, antipirético e antiinflamatério am-
plamente utilizado na nossa sociedade e sem 0 devido acompanha-
mento médico. O seu uso indiscriminado pode provocar um quadro de
intoxicacdo chamado salicilismo, cujos sinais e sintomas sdo: cefaléia,
vertigem, zumbido no ouvido, confusdo mental, sonoléncia, sudorese,
sede, hiperventilagdo pulmonar, nausea, vomitos, erupgdes na pele e
grande alteracdo no equilibrio acido-basico.® ¥ Também sabemos, por
meio de estudos concluidos, que a agdo analgésica do acido acetilsalici-
lico ocorre em concentragées que variam de 50 mg/Kg a 300 mg/Kg e a
acdo antiinflamatéria em pequenas concentracdes de 10 mg/Kg.10
Sendo assim, pelo rapido desenvolvimento embriondrio que o hamster
apresenta, fato que faz os dentes ficarem mais sensiveis a agao da dro-
ga, propusemo-nos a trabalhar com a analise dos germes dentais do gol-
den hamster (Mesocricetus auratus) pos-natal, apos ter administrado
4cido acetilsalicilico (aspirina) diluido via oral & méde durante a prenhez.

Material e método

Preparagao dos animais: um grupo de 8 animais fémeas de golden
hamster virgens, de 2 a 4 meses de idade (120 g de peso corporal), foi
usado neste experimento, bem como 2 animais machos de golden hams-
ter adultos. Foram colocados em gaiolas plasticas e alimentados com ra-
¢ao e agua ad libitum. O cruzamento aconteceu da seguinte maneira: 2
fémeas para 1 macho, colocados na mesma gaiola das 18 h de um dia até
as 8 h da manha seguinte. As 8 h da manha fizemos a observagéo do
plug vaginal. As fémeas foram pesadas e removidas para gaiolas indivi-
duais para tratamento posterior. Com a detecc¢ao do plug vaginal — pre-
senca de espermatozoides na vagina da fémea — determinou-se o dia zero
da gestacao.

A partir do 1° dia da gestacdo, comegamos a administrar aos hams-
ters fémeas prenhes, via oral, o acido acetilsalicilico (aspirina, comprimi-
dos 500 mg - Bayer, Ind. Bras.) na dose de 65 mg/Kg, diluido em agua.
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Essa administracéo foi dividida em 2 doses didrias,*? uma pela manhé e
outra pela tarde, utilizando seringa de insulina e agulha curva com a
extremidade especialmente preparada com uma esfera oca de acrilico
que permite a passagem de liquidos. O animal era pesado toda manha
para que fosse possivel calcular a dosagem a ser administrada. A
fémea recebeu 0 medicamento, diariamente, do primeiro dia da gesta-
¢ao até um dia antes do nascimento que é previsto para o 16° dia de
gestacéo. Salientamos que utilizamos, também, fémeas prenhes de con-
trole as quais administramos, com 0 mesmo dispositivo e no mesmo
periodo de tempo, apenas soro fisioldgico, somente para repeticdo do
protocolo.

O sacrificio da ninhada foi realizado utilizando-se: anestésico Fran-
cotar (Virbac do Brasil — Ind. Com. Ltda.) na dose de 0,08 mL/100g de
peso corporal associado com Virbaxyl), 2%, relaxante muscular, analgé-
sico e sedativo na dose de 0,04 mL/100g, via intramuscular. Esse proce-
dimento foi realizado nos animais com 1, 3, 5 e 10 dias de vida, sendo
usado um total de 35 filhotes, que foram decapitados; as cabecas foram
imersas em formol neutro tamponado,!! permanecendo no liquido fixa-
dor durante 3 dias. As reagdes foram, ainda, imersas durante 5 dias em
solugao descalcificadora de Morse, neutralizadas em sulfato de sodio e
lavadas em agua corrente durante 24 horas. A seguir foram processadas
por meio da rotina histolégica de desidratagdo em alcodis crescentes,
diafanizagdo em xilol, embebicdo e inclusdo em parafina, confeccdo dos
blocos, identificacdo criteriosa e microtomia (micrétomo rotatério Mi-
crom, modelo HM 325, Espanha) com 6 um de espessura em cortes fron-
tais. As laminas foram submetidas a coloragdo de rotina por hematoxi-
lina e eosina para analise morfologica dos eventos ocorridos sobre os
germes dentarios em desenvolvimento e posterior documentacéo foto-
grafica.

Procedemos a analise morfologica dos molares em desenvolvi-
mento da ninhada experimental: 2 cabecas para 1 dia de idade, 2 cabe-
gas para 3 dias, 6 cabegas para b dias e 1 cabega para 10 dias; e também
da ninhada de controle: 3 cabegas para 1 dia de idade, 7 cabecas para 3
dias, 7 cabecas para 5 dias e 7 cabegas para 10 dias, utilizando-se para
isso o fotomicroscopio dptico comum (Zeiss, modelo Jenaval).
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FIGURA 1 - Primeira camada de esmalte (E) e ameloblastos (A) em paligada. H.E. 250x.

FIGURA 2 - 2 camadas de dentina (D) bem formadas e odontoblastos (O) em paligada.
H.E. 100x.

FIGURA 3 - Espessa camada de esmalte (CE) formado, em processo de mineraliza¢ao ini-
cial. H.E. 100x.

FIGURA 4 - Espessa imagem negativa do esmalte (INE) e dentina totalmente minerali-
zada (DM). H.E. 125x.

FIGURA 5 - Ameloblastos baixos (AB). H.E. 12bx.

FIGURA 6 - Estreita camada de matriz de dentina (MD) e matriz de esmalte (ME) sem
mineralizagdo. H.E. 12bx.

FIGURA 7 - Matriz de esmalte fina (MEF) e 2 camadas de dentina (D) em processo de
mineralizagdo. H.E. 100x.

FIGURA 8 - Estreita imagem negativa de esmalte (EE) e odontoblastos ainda produzindo
dentina (D). H.E. 100x.
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Resultado

Grupo de controle de 1 dia

Ameloblastos bem organizados em palicada, poligonais, em pro-
cesso de producédo da 12 camada de esmalte, fino, bem corado ao longo
da cuspide (Figura 1) e na sua vertente nas porgdes subseqientes, as
proximais, os ameloblastos encontram-se ligeiramente atrasados na se-
cregao de matriz organica, e por isso com menor diferenciagdo em rela-
¢ao aqueles situados na altura das cuspides.

Grupo de controle de 3 dias

Presencga de matriz de esmalte, 2 camadas de dentina evidentes e
espessas (Figura 2). Polpa com odontoblastos em paligada e normais.

Grupo de controle de b dias

Duas camadas de dentina. Matriz de esmalte espessa em processo
de mineralizagéo inicial (Figura 3). Na porg¢ao cervical, a matriz de es-
malte apresenta-se em forma de cunha muito bem delineada. Odonto-
blastos normais.

Grupo de controle de 10 dias

Aos 10 dias o esmalte encontra-se mineralizado e surge somente a
sua imagem negativa (Figura 4) e a dentina subjacente apresenta-se
espessa, mineralizada e canalicular.

Grupo experimental de 1 dia

Os ameloblastos sédo baixos, ndo apresentam a caracteristica nor-
mal de células poliédricas (Figura 5). A matriz organica produzida se res-
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tringe a uma estreita faixa. No tecido conjuntivo pulpar as células sdo
imaturas e em grande concentracédo aleatoriamente dispostas. Ndo ha
fortes evidéncias da angiogénese.

Grupo experimental de 3 dias

Duas camadas de estreita matriz dentinaria e matriz organica de
esmalte sem vestigios de mineralizacéo (Figura 6). O germe dentério é
pouco desenvolvido como um todo e o tecido conjuntivo pulpar encon-
tra-se em processo de desenvolvimento.

Grupo experimental de 5 dias

Matriz de esmalte fina seguida de 2 finas camadas de dentina em
processo de mineralizagdo (Figura 7) e odontoblastos em processo de
secrecao de dentina.

Grupo experimental de 10 dias

Os ameloblastos estdo bem formados em processo de secrecédo de
matriz de esmalte e a camada anteriormente formada ja se encontra
mineralizada oferecendo estreita faixa de imagem negativa. Os odonto-
blastos produzem estreita camada de dentina circumpulpar (Figura 8).

Discusséao

Existem poucos estudos sobre como o germe dental dos golden
hamster desenvolve-se (proliferacdo e diferenciagao das células, mine-
ralizagdo, vasculariza¢éo), bem como sobre a maneira que esse germe
se comporta mediante o contato com algumas substancias. A invasao de
vasos sangiineos em meio as células do reticulo estrelado deve-se a
penetragao desses vasos por entre as dobras ou vilosidades formadas
pelas células do epitélio externo; essas células se modificam para permi-
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tir que os nutrientes necessarios cheguem aos ameloblastos em processo
de secrecdo de matriz organica do esmalte.

Sendo assim, sabemos que drogas ingeridas ganham a corrente
sanglinea e chegam ao germe dental causando uma série de alteracoes
celulares e o retardo da mineralizagdao de esmalte e de dentina, e, com
isso, o atraso da amelogénese e da dentinogénese. Alguns pesquisado-
res chegaram a essas conclusoes, porém utilizando substancias diferen-
tes do acido acetilsalicilico.

Kiguel®, por exemplo, sugeriu que a fosfatase alcalina é necessaria
para a diferenciacéo celular e a proliferagdo durante os estagios de mor-
fogénese dos germes dentais. Fleisch® contestou que a funcéo da fosfa-
tase alcalina seja a remocéo do pirofosfato inorganico, um importante
inibidor da mineralizagao, fato que ocorre com os germes dos filhotes do
hamster prenhe submetido a agdo do acido acetilsalicilico, a partir do
grupo experimental de 3 dias até o grupo experimental de 10 dias.

De acordo com Roger et al.,’® o desenvolvimento embrionario dos
golden hamster é curto, de 16 dias, dos quais quase metade é gasta com
a embriogénese para compensar a demora na implantacéo que se pro-
cessa 6 dias apos o coito. Estudaram a embriogénese desde 2 horas apos
0 coito até o 16° dia da gestagao e com isso toda a evolugao de células,
tecidos e formacao de orgaos e estruturas que fazem parte do corpo,
entre elas o 6rgdo dental que inicia seu desenvolvimento no 11° dia (na
maxila) e por isso é altamente susceptivel a alteragdes por substancias
artificialmente produzidas.

Esse fato pdde ser ainda mais profundamente comprovado por
Ferm® que analisou os efeitos de metais pesados como o chumbo, o cad-
mio, o arsénio, o cobre e do elemento indio sobre os embrides de hams-
ters que estavam sendo gerados, e concluiu que esses metais causam
sindromes especificas ou malformagdes de desenvolvimento. Isso ocor-
e porque muitos desses metais s4o componentes de algumas metaloen-
zimas e interferem com elas durante os estagios de desenvolvimento.
Ferm chegou também a observar que a placenta é permeavel aos metais
pesados, permitindo-nos a comprovagao do resultado quando observa-
mos as alteragdes do acido acetilsalicilico.

Woltgens et al. 20 ainda desenvolveram estudos sobre os efeitos do
metal pesado cadmio sobre a atividade da enzima p-nitrofenil fosfatase
e sobre a atividade da pirofosfatase inorganica, ambas originadas da fos-
fatase alcalina. Concluiram que a Ppi-ase tem o Zn?" como cofator. O
Cd?* em concentracdes superiores a 10° mol/L inibe a Ppi-ase, mas nédo
a p-NPP-ase. Além disso, na mineralizacdo do germe dental, o Cd2*
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repde Zn?', trocando o centro ativo necessario para a atividade da
Ppi-ase, mas ndo para a atividade da p-NPP-ase, porém ocorre retardo
na mineralizagdo do esmalte.

Outros pesquisadores continuam a afirmar que ocorrem alteragoes
dentdarias importantes apés diferentes agressdes durante a odontogé-
nese. Lyaruu et al.’® pesquisaram a capacidade de mineralizacdo da
matriz de esmalte de um germe dental (12 molar) de hamster com 3 dias
de desenvolvimento, que foi pré-exposto numa cultura de 10 partes/108
de fluor por 24 horas durante a fase secretora dos ameloblastos. Os auto-
res concluiram que a administragdo de fluor durante a fase secretéria
reduz o crescimento em comprimento dos cristais de apatita, mas pro-
move crescimento em largura, indicando que o fluor provavelmente
interrompe temporariamente a capacidade da amelogénese, o que
acontece com a presenga do acido acetilsalicilico na analise do grupo
experimental de b dias. Dois anos depois, 0s mesmos autores'6 estuda-
ram os efeitos da actinomycin D no desenvolvimento do germe dental do
hamster, 1 dia pés-natal, e observaram que os ameloblastos se encon-
tram normais no grupo de controle, mas no grupo experimental houve
alteracdo celular de pré-ameloblastos e pré-odontoblastos afetando,
dessa maneira, 0 processo de proliferacéo e diferenciagdo destes, seme-
lhante aos achados com o hamster que recebeu o acido acetilsalicilico.
Um ano apds a pesquisa anterior, Lyaruu et al.l’” administraram
Daunorubicin a mae durante a gestagdo e observaram que os molares
dos hamsters filhotes com 3 dias de idade sofreram atraso nos estagios
de proliferacéo e diferenciagdo de ameloblastos e odontoblastos e tam-
bém na amelogénese e na dentinogénese.

Ao analisarmos todos os estudos citados, podemos notar a preocu-
pacao em pesquisar acontecimentos gestacionais para que as descober-
tas venham a evitar as varias alteragdes deletérias e permanentes, sejam
gerais, sejam locais.

Concluséo

Com base nos achados histolégicos analisados, obtivemos como
conclusoes:

e O &cido acetilsalicilico promove alteragao celular, principalmente dos
ameloblastos e dos odontoblastos, atrasando o processo de diferencia-
¢ao dessas células.
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e As matrizes organicas de esmalte e de dentina sofrem um retardo no
processo de mineralizacao.

e Ocorre um atraso na amelogénese e na dentinogénese, acarretando
formacgéo de esmalte e dentina finos e, por isso, hipomineralizados.
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m ABSTRACT: The relationship among the effects of the acid acetylsalicylic
(aspirin) and the tooth in development in the uterine life seems to be very
complex and until the moment poorly studied. It is known that aspirin is used
indiscriminately in the medical and odontological clinics and without pre-
senting the correct prescription. The proposal of the present study was the
one of verifying the chronic treatment with that drug it alters the development
of the dental germ in foetuses of Golden Hamster during the pregnant ones,
once one knows the conversion placenta of the referred medicine. Of this it
sorts things out, we proceeded a microscopical analysis of the molar germs of
the nestling sacrificed with 1, 3, 5 and 10 days after the birth and we verified
structural alterations of those germ.
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