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Resumo: Camundongos fémeas receberam inje¢do de 30 mg/kg de cloreto de niquel no 10° dia
de gestacdo. Os animais foram sacrificados no 16° dia de gestag@o, ao nascimento e aos 3 dias de
idade. As cabecas foram incluidas em parafina, de modo a fornecerem cortes frontais e corados
para andlise histoldgica. Os resultados mostraram, no 16° dia de gestagdo, semelhanca nas estru-
turas morfoldgicas dos érgdos dentais dos animais controles e tratados e atraso na formagdo dssea
do processo alveolar. Nos demais periodos de observacdo ndo houve diferengas observaveis tanto
no desenvolvimento dos germes dentais quanto do processo alveolar entre os dois grupos de ani-
mais. Conclui-se que o cloreto de niquel atrasa, reversivelmente, o desenvolvimento e a ossificagdo
do processo alveolar, sem interferir no desenvolvimento dos germes dentais.

Palavras-chave: Germe de dente; processo alveolar; cloreto de niquel; ossifica¢do;
teratogenicidade.

Abstract: Female mice were injected with 30 mg/kg of body weight with nickel chloride on
day 10 of pregnancy. The animals were sacrificed at day 16 of gestation, at birth or 3 days old. The
heads were prepared for light microscope analysis. The results showed no differences of tooth
germs development at the 16" day of gestational period from animals of both control and treated
groups but there was seen a delay of alveolar bone formation of the treated group animals. On the
other periods under analysis, there was not found any differences either on tooth germ development
or of alveolar bone formation in both groups of animals. Thus it was concluded that nickel chloride
does not interfere with tooth germ development but, reversibly delays the ossification process of
the alveolar bone.
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Introducao

O cloreto de niquel, um composto quimico contendo
um metal pesado, tem se mostrado capaz de interferir no
desenvolvimento embriondrio quando injetado em animais
prenhes, atravessando a barreira placentdria e atingindo o
feto em fases tardias da gestagdo.!!:131522.28.29

Fatos semelhantes a esse t&ém sido alvo de grande preo-

cupacdo para a saude publica que busca a relacdo entre po-
luicao ambiental e intoxicacdo por metais pesados, uma vez
que estes provocam uma variedade de malformagdes, ex-
perimentalmente, em animais de laboratério.**

A administracdo de cloreto de niquel a animais prenhes
ocasiona desorganiza¢do da camada basal do epitélio das
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regides dorsal e ventral da lingua dos filhotes, evidencian-
do interferéncia no desenvolvimento das papilas linguais
na regido dorsal. Além disso os resultados mostram que os
fetos tratados sdo de menor tamanho e menos desenvolvi-
dos que os controles,!' e que apresentam germes dentais
com alteragdes profundas®?. A administragdo desse com-
posto atrasa o processo de desenvolvimento do palato, re-
tardando, reversivelmente, o processo de ossificacdo.!

O desenvolvimento do germe dental tem sido estudado
procurando-se verificar o efeito de diversas substancias
administradas intraperitonealmente sobre sua evolu-
950.8,9,16,17,19

Assim foi demonstrado que a invermectina ndo produ-
ziu efeito deletério sobre o desenvolvimento do germe den-
tal,' bem como a tetraciclina® ou a aminoacetonitrila.’

Por outro lado, foi demonstrado que a ciclofosfamida
retarda o desenvolvimento do germe dental na razao direta-
mente proporcional a dose empregada.'®!’

O propésito deste trabalho foi verificar o efeito do cloreto
de niquel administrado durante o periodo de gestagc@o sobre
o desenvolvimento do germe dental de molares e do tecido
6sseo do processo alveolar.

Material e método

Camundongos fémeas (Mus musculus), albinas, foram
acasaladas com machos da mesma espécie com aproxima-
damente 60 dias de idade, e a identificacdo do plug vaginal,
indicou o dia zero de gestacdo.

Os cuidados com os animais foram tomados diariamen-
te e os animais tratados com racdo granulada e 4gua a von-
tade.

Os animais foram divididos em dois grupos: grupo con-
trole e grupo tratado.

Grupo Controle

Camundongos fémeas do grupo controle, no 10° (déci-
mo) dia de gestac@o, receberam uma unica injecao
intraperitoneal de soro fisioldgico em volume correspon-
dente ao administrado aos animais do grupo tratado.

Os animais do grupo controle foram sacrificados, no caso
das maes prenhes, no 16° dia de gestacéo, ou, dos filhotes
logo apés o nascimento ou, ainda, aos 3 dias de idade. O
sacrificio foi feito por deslocamento cervical.

Grupo Tratado

Camundongos fémeas pertencentes ao grupo dos ani-
mais tratados receberam uma injecao intraperitoneal de
30 mg de cloreto de niquel por quilograma de sua massa
corporal no 10° dia de gestacao.

Os animais foram sacrificados no 16° dia de gestacdo,
no caso dos animais prenhes, ou ao nascimento ou aos trés
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dias de idade, no caso dos filhotes. Os sacrificios foram
feitos por deslocamento cervical.

Ap6s o sacrificio, os filhotes foram decapitados e as
cabecas fixadas em solugd@o de formol a 10%. A seguir, as
cabecas foram submetidas a descalcificacdo em dcido
férmico e citrato de s6dio em partes iguais.!® Apds a
descalcificacao, por cerca de 15 dias com 3 trocas da solu-
¢ao descalcificadora, as cabecas foram reduzidas a segmen-
tos contendo a drea para estudo e incluidas em parafina de
modo a fornecerem cortes frontais. Essas pecas foram sub-
metidas a microtomia e coradas pelo método da hematoxilina
e eosina, para exame em microscopia de luz.

Resultado

Animais Controle

16 dias de vida intra-uterina

Os germes dentais dos molares superiores e inferiores
encontravam-se na fase de campanula em seu estigio de
desenvolvimento.

Mostravam todas as estruturas constituintes, compreen-
dendo a lamina dental, os epitélios interno e externo, o
reticulo estrelado e inicio da diferenciacdo do estrato inter-
medidrio no 6rgdo do esmalte, a papila dental como uma
massa celular altamente condensada com inicio de diferen-
ciacdo dos odontoblastos na periferia e o delineamento das
estruturas do saco dental.

Envolvendo o germe dental, encontrava-se tecido 6sseo
da cripta alveolar, que era espesso e estendia-se lateralmen-
te e parcialmente sobre a sua superficie oclusal (Figura 1).

Ao Nascimento

Os germes dentais dos molares apresentavam-se bem
constituidos, com todas as suas estruturas presentes. Podia-
se notar, tanto no molar superior (Figura 2) quanto no mo-
lar inferior (Figura 3), a presenca de ameloblastos diferen-
ciados e dos demais elementos estruturais do 6rgao do es-
malte. Do lado da papila dental, os odontoblastos estavam
completamente diferenciados em toda a extensao da sua su-
perficie, e a mesma constituia-se por um aglomerado de
células densamente dispostas e uniformemente distribuidas.
Entre as camadas de ameloblastos e odontoblastos, pode-se
identificar a presenca de uma delgada camada de esmalte
depositada ao nivel das superficies oclusais das ctspides e
de uma camada de dentina, ndo s6 mais espessa como tam-
bém mais extensa, revestindo praticamente toda a superfi-
cie da papila dental. Perifericamente ao 6rgdo do esmalte,
identificava-se uma delgada estrutura de tecido conjuntivo,
representante do foliculo dental, que o separava do osso
alveolar em formagao, constituido por 0sso esponjoso com
vérios espagos medulares e que envolvia o 6rgao dental em
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Figura 1. Corte frontal de cabeca de feto do grupo controle com
16 dias de vida intra-uterina, mostrando os germes dentais dos
primeiros molares superiores e inferiores e o desenvolvimento do
o0sso do processo alveolar. HE. 100x

Figura 2. Corte frontal de cabega de animal do grupo controle
recém-nascido mostrando germe dental de 1 molar superior e as
estruturas em desenvolvimento do osso alveolar. HE. 100x.

desenvolvimento em sua maior parte, exceto no centro de
sua regido oclusal.

3 dias de idade

Os germes dentais mostravam-se evoluidos em relacio
ao tempo anterior, apresentando érgao do esmalte todas as
camadas peculiares, com os ameloblastos altos completa-
mente diferenciados em toda a extensao da superficie da
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Figura 3. Corte frontal da cabeca de animal recém-nascido do
grupo controle mostrando o germe dental de molar inferior e as
estruturas do osso alveolar em desenvolvimento. HE. 100x.

coroa. Do lado da papila dental, os odontoblastos revesti-
am-na, estavam diferenciados e a papila mostrava-se com-
posta por um aglomerado de células semelhantes e unifor-
memente distribuidas.

A camada de esmalte estendia-se por toda a superficie
da coroa, exceto nas dareas onde normalmente nao ocorre. A
camada de dentina estendia-se também por toda a extensao
da coroa. Ambos eram mais espessos na altura da superfi-
cie das cuspides e diminuiam sua espessura em dire¢ao
cervical.

O tecido do saco dental era delgado e revestia o germe
dental separando-o do tecido 6sseo esponjoso do processo
alveolar. Esse tecido ésseo recobria todo o 6rgao dental,
exceto no centro da superficie oclusal.

Animais Tratados

16 dias de vida intra-uterina

Os germes dentais apresentavam-se na fase de
campanula, com todas as suas estruturas constituintes, evi-
denciando-se a ldmina dental, os epitélios interno e exter-
no, o reticulo estrelado e o estrato intermedidrio no 6rgao
do esmalte, a papila dental como uma condensagdo intensa
de células com inicio de diferencia¢do dos odontoblastos
na sua periferia e o delineamento do saco dental.

As estruturas do osso alveolar estavam ausentes ou ape-
nas incipientes, ndo se evidenciando a presenga de tecido
6sseo nas cercanias do germe dental (Figuras 4 € 5).

Ao nascimento

Os germes dentais mostravam-se constituidos por todas
as suas camadas tipicas, com ameloblastos completamente
diferenciados ao nivel das pontas das cispides e menos de-
senvolvidos nas dreas mais afastadas delas. Do lado da papila



70 Hetem et al.

Revista de Odontologia da UNESP

Figuras 4 e 5. Cortes frontais de cabecas de fetos do grupo tratado aos 16 dias de vida intra-uterina mostrando germes dentais de molares
superiores e inferiores e o desenvolvimento pouco evidente do osso do processo alveolar. HE. 100x.

Figura 6. Corte frontal de cabeca de animal recém-nascido do
grupo tratado mostrando germe dental de um molar superior e as
estruturas do osso alveolar em desnvolvimento.HE.100x.

dental, os odontoblastos ndo sé recobriam a sua superficie
periférica como estavam diferenciados nas regides corres-
pondentes as cuspides e mais atrasados na sua diferencia-
¢do0 a medida que se situavam nas partes inferiores das ver-
tentes das cispides. Internamente a camada de odon-
toblastos, a papila dental apresentava-se como uma
condensacdo de células uniformes e semelhantes entre si.
Entre os ameloblastos e os odontoblastos, estavam presen-
tes uma delgada camada de esmalte e uma camada de dentina
um pouco mais espessa € mais extensa que a camada de

esmalte. Ambos, entretanto, estendiam-se por uma drea que
recobria grande porcao da superficie oclusal.

Circundando o 6rgio dental em desenvolvimento iden-
tificava-se uma delgada camada de tecido conjuntivo, cor-
respondente ao saco dental que o separava de um tecido
0sseo esponjoso com varios espagos medulares que o en-
volvia em grande extensdo, exceto ao nivel do centro da
supertficie oclusal (Figura 6).

3 dias de idade

Os germes dentais estavam perfeitamente constituidos,
com todas as camadas do 6rgdo do esmalte e estruturas da
papila dental. O esmalte estava mais espesso no nivel do
apice das cipides e mais delgado a medida que dele se afas-
tava, e inexistia nas dreas carentes de esmalte tipicas do
camundongo. A camada de dentina estendia-se por toda a
superficie da papila dental, abaixo do esmalte.

As estruturas do saco dental eram delgadas e separavam
o0 6rgdo dental do osso alveolar em formacao que o revestia
em grande parte, exceto na regido central da superficie
oclusal (Figura 7).

Em fungdo do nivel do corte, o osso alveolar apareceu
revestindo o 6rgdo dental em toda a sua extensdo (Figura 8).

Discussao

A busca constante de informagdes sobre efeitos deleté-
rios produzidos por substancias poluentes ou potencialmente
poluentes nas sociedades industrializadas deve ser a preo-
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Figura 7. Corte frontal de cabega de animal do grupo tratado, com
3 dias de idade, mostrando o germe dental de um molar superior
em corte fora do centro da coroa, e as estruturas do osso alveolar
em desenvolvimento envolvendo todo germe dental. HE. 100x.

cupacdo de todos que militam na 4rea de satde. Os metais
pesados, sérios poluentes das sociedades industrializadas,
desempenham importante papel na satide humana e a eles
tem sido atribuida a responsabilidade por védrias malfor-
magdes congénitas em diferentes animais de laboratério, '+’
0 que causa inquietacdo devido ao aumento numérico de
mulheres operdrias na industria do niquel e, conse-
quentemente, a possibilidade de toxicidade fetal pela expo-
sicdo ao niquel durante a gestag¢do.”’Injetado intra-
peritonealmente em animais prenhes, o cloreto de niquel
ndo somente atravessa a barreira placentdria como provoca
uma série de malformacoes congénitas,*!>?” pois essa subs-
tancia prejudica a organogénese mesmo em baixa concen-
tracdo." J4 foi demonstrado que a exposi¢@o a concentra-
¢oes de 0,08 a 0,3 mg de carbonil niquel por litro de ar, por
15 minutos no 7° ou no 8° dia de gestag@o € capaz de produ-
zir graves alteragdes sobre o desenvolvimento, como
anolftalmia ou microftalmia em fetos de ratos.”®

E relatada também a ocorréncia de criangas anencefélicas
ou meningomieloceles pela concentracdo significativamente
elevada de zinco no corddo umbilical.* A injecdo de cloreto
de zinco intraperitonealmente, na dose de 20 mg/kg de peso,
nos dias 8,9,10 oull da gestagdo em camundongos fémeas
prenhes produziu atraso e algumas malformacdes na
ossificacdo fetal', o que ndo ocorreu com o uso de 2 mg/kg
administrado intravenosamente, no 8° dia de gestagdo, em
hamsters.’

Além dos efeitos produzidos pelo cloreto de zinco e
descritos como malformagdes do desenvolvimento,' ha a
descri¢do da ocorréncia de fenda palatina em camundon-
gos pelo emprego de corticosterona no 112 ao 14° dia de
gestacdo e na razdo diretamente proporcional a dose em-

Figura 8. Corte frontal de cabega de animal do grupo tratado, com
3 dias de idade, mostrando o germe dental de 1 molar superior e as
estruturas do osso alveolar em desenvolvimento. HE. 100x.

pregada® ou de atraso no processo de ossificagdo do palato,
sem impedi-l0.">?* Alteracdes no desenvolvimento dos fi-
lhotes, inclusive fendas palatinas, foram também descritas
em decorréncia da ingestdo de substancias latirogénicas por
camundongos fémeas gravidas.?

Crescimento retardado, morte ou reabsor¢des fetais e
malformacdes de diversos tipos foram descritos em estu-
dos realizados com o emprego do cloreto de niquel utili-
zando camundongos,'*? ratos'*#*? ou hamsters.?

Os resultados encontrados neste trabalho falam a favor
da auséncia de malformacdes do desenvolvimento relatada
em estudo realizado com ratas prenhes tratadas com
30 mg/kg de peso corporal de cloreto de niquel, embora os
filhotes tivessem apresentado crescimento intra-uterino e
peso menores quando comparados aos dos animais do gru-
po controle'!, fatos também descritos em outros estudos re-
alizados com ratos'*#*'?%* ou com camundongos.'**

As caracteristicas morfoldgicas dos 6rgdos dentais em
desenvolvimento encontradas neste trabalho, tanto do gru-
po controle quanto do grupo tratado, sdo compativeis com
as descritas na literatura,>’ o que mostra a inobservancia de
efeitos maléficos do cloreto de niquel sobre o desenvolvi-
mento desses 6rgaos durante o periodo embriondrio, embo-
ra, relatos de profundas alteracdes do desenvolvimento, quer
de 6rgdos dentdrios®* quer de papilas linguais'!, sejam en-
contrados na literatura.

Por outro lado, de acordo com nossos resultados, o
cloreto de niquel ocasiona, embora de maneira reversivel,
atraso no desenvolvimento do tecido ésseo do processo
alveolar ou da cripta dssea onde se desenvolve o germe
dental. Tal observag@o ndo somente corrobora os resulta-
dos obtidos com o uso de cloreto de niquel que mostraram
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atraso no desenvolvimento durante a embriogénese!"-!314,
mas, em particular, dos que relatam atraso durante o pro-
cesso de ossificacao do palato, de maneira também rever-
sivel'®, Deve ser ressaltado, com o que nossos resultados
concordam, que atraso no processo de ossificacdo fetal
ante a uma dose Unica, intraperitoneal, de cloreto de ni-
quel jé foi relatado'® sem, entretanto, fazer mengdo a
reversibilidade desse processo retardado. O fato dessa
observagdo estar associada a uma alta incidéncia de
malformacgdes ndo encontra apoio em nossos resultados.
Observe-se também que o sal de cloreto de niquel, usado
em estudos com embrides de galinha na dose de 0,2 mg
no 42 dia de incubagio, ndo produziu defeitos aparentes®,
com o que nossos resultados concordam.

Outros relatos mostraram aumento do nimero de ani-
mais recém-nascidos de tamanho reduzido pela adicao de
5 ppm?! ou de reducgdo de ganho de peso das mdes e au-
mento de mortes perinatais pela administracao de 250 ppm
de cloreto de niquel na dgua de beber?.

Assim, € possivel admitir que o cloreto de niquel ad-
ministrado intraperitonealmente, atravessa a barreira
placentdria e interfere no processo de ossifica-
¢ap3*10.1322.29: norém, em condigdes idénticas as utiliza-
das neste trabalho, ndo causou qualquer tipo de anoma-
lia do desenvolvimento!'®!" apesar da ocorréncia de
malformacdes ter sido relatada em varias oportunida-
des.l3,l4¢21,29

Os resultados encontrados neste trabalho mostraram in-
terferéncia no processo de sintese e de secre¢ao de matriz
organica dos tecidos mineralizados em funcao da época e
do periodo de sua administragdo, o que estd a exigir a ne-
cessidade de obtencao de mais detalhes sobre seus efeitos,
e, chamam particularmente a aten¢do tendo em vista que
foi feita somente uma administracdo do cloreto de niquel
durante o periodo de gestacdo e que tais resultados poderao
agravar-se na medida em que a exposi¢ao a essa substincia
prolongar-se por mais tempo.

Conclusao

Nas condi¢des experimentais deste trabalho, com base
nos resultados encontrados, pode-se concluir que o
cloreto de niquel ndo alterou o processo de desenvolvi-
mento do germe dental mas interferiu retardando de modo
reversivel o desenvolvimento e a ossificagdo do proces-
so alveolar.
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