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Resumo: Germes dentais de molares inferiores de fetos de camundongos com 14 ou com
17 dias foram cultivados “in vitro”, durante 7 dias, em meio controle ou na presenga de 12,5 pg/ml,
25 pg/ml ou 50 pg/ml de ciclofosfamida ativada ou ndo por 3,0 ul /ml ou 5,3 pl /ml de fragdo S-9 do
figado. O meio de cultura foi trocado a cada dois dias. Apds decorrer o periodo de observacado, os
germes dentais foram fixados, incluidos em parafina, cortados e corados pelo método da hematoxilina
e eosina para andlise em microscopia de luz. O desenvolvimento do germe dental ndo foi afetado sem
afragdo S-9 no meio de cultura. Os efeitos da ciclofosfamida foram diretamente proporcionais a sua
concentracdo no meio de cultura ativado e a concentragdo da fragdo S-9 no meio, mas aos da idade
fetal.

Palavras-chave: Ciclofosfamida; desenvolvimento do germe dental; cultura de tecidos.

Abstract: Mouse lower molar tooth germs either from 14 or 17 days foetuses were cultured in
vitro for seven days in control medium or in the presence of 12. 5 ug/ml, 25 pg/ml or 50 pg/ml of
cyclophosphamide activated or not with 3.0 pl/ml or 5.3 pl/ml of liver S-9 fraction. The culture
medium was changed each two days. At the end of the observation periods the tooth germs were
fixed, paraffin embedded, cut with microtome and stained by hematoxylin and eosin method for light
microscopy analysis. Tooth germ development was not affected without the S-9 fraction in the
medium. The effects of cyclophosphamide were in direct ratio of its concentration in activated culture
medium and of the S-9 concentration in the medium but contrary to the fetal age.
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Introducao

A ciclofosfamida, uma substincia citotoxica utilizada
no tratamento de neoplasias, € um agente alquilante que
age bloqueando a duplica¢do do DNA. Existe uma relagao
clara entre a dose do citotdxico empregada e a destruicio
de cé€lulas dentro dos limites de tolerdncia do hospedeiro,
isto €, uma determinada dose destréi uma proporcao cons-
tante de células e ndo um nimero constante delas!®. Sendo
inativa na sua forma de administracao, a ciclofosfamida
necessita de uma conversao metabdlica para exercer a sua

agdo terapéutica. A ciclofosfamida €, pois, uma droga
citotoxica que atua por meio de seus metabdlitos, com 95%
do poder alquilante’, agindo sobre células com alta fragdo
proliferativa, bloqueando a duplicacdo do DNA de forma
completa e resultando em morte celular ou de forma incom-
pleta, possivelmente revertendo em mutacGes®.

A ciclofosfamida atua produzindo molares defeituosos,
mas néo inibe a odontogénese'>¢, Também interfere na con-
tinuidade do crescimento dos incisivos do camundongo,



146 Hetem e Scapinelli

porém os tecidos odontogénicos remanescentes continu-
am a formacao do 6rgao dental; os tecidos formadores pds-
experimentais ou cessam o desenvolvimento posterior ou,
mais comumente, dao origem a uma parte que sobrepassa
lateralmente a parte formada na fase pré-experimental, for-
mando um dente distorcido que nfo ird irromper?. A
ciclofosfamida afeta os preodontoblastos e seus precursores
alterando a formagao da dentina'¥, no minimo, interrompen-
do a odontogénese causando constri¢do dental ou defeitos
tipo nicho na dentina, uma reacdo que estd na dependéncia
da dose empregada'?. A odontogénese de molares de camun-
dongos transplantados para a cAmara anterior do olho €
irreversivelmente afetada pela ciclofosfamida, que ocasiona
ou a degeneragdo total do germe dental ou altera¢do da
morfogénese produzindo germes dentais hipodesenvolvidos
diretamente proporcionais a idade fetal e a dosagem'>"".

Este trabalho mostra o efeito da ciclofosfamida, em di-
ferentes concentracdes com ou sem ativagdo, no desenvol-
vimento in vitro do primeiro molar inferior de embrides de
camundongos com 14 e com 17 dias.

Material e método

Foram utilizados germes dentais de fetos de camundon-
gos albinos obtidos com 14 ou com 17 dias de gestagdo.

Fémeas prenhes foram sacrificadas pela inalagio de clo-
roférmio, e os fetos removidos assepticamente e preserva-
dos em solucdo balanceada de Hanks. Os germes dentais
dos molares inferiores, tanto o direito quanto o esquerdo,
foram dissecados com o auxilio de um microscépio
estereoscopico. Os germes dentais foram mantidos em so-
lucdo de Hanks até serem incubados a 37 °C com 5% de
CO, € 95% de ar em uma atmosfera umidificada.

Os germes dentais foram cultivados por 7 dias, em meio
de cultura constituido por meio essencial minimo de Eagle
(MEM -Eagle), suplementado com bicarbonato de sédio,
glutamina, glicina, dcido ascorbico, penicilina, estrepto-
micina e HEPES!!?!, Os germes dentais foram colocados
sobre uma pega de papel milipore que, por sua vez, foi
colocada sobre uma tela metéalica apoiada nas bordas do
frasco de cultura que foi preenchido com meio até que este
estivesse em contato com 0s germes dentais sem, entretan-
to, cobri-los. Além dos germes dentais cultivados por 7 dias,
alguns germes dentais foram dissecados e fixados imedia-
tamente ap6s a sua obtengdo.

O meio experimental foi constituido do meio controle
acrescido de 12,5 pug/ml, 25 pg/ml ou 50 pg/ml de ciclofos-
famida. Para ativacao da ciclofosfamida, 3,0 ul ou 5,3 pl/ml
de fracdo S-9 do figado foram adicionados ao meio. A
frag@o S-9 foi obtida do figado de duas camundongos fé-
meas adultas da mesma linhagem, injetada intraperi-
tonealmente, com 80 mg/kg de peso de fenobarbital, por
3 dias consecutivos antes do sacrificio’®. Vinte e quatro
horas apds a tltima injecdo de fenobarbital, o figado foi
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removido assepticamente e homogeneizado em 2 volu-
mes de tampao de fosfato de sédio (peso do figado/volu-
me do tampao), pH 7,4, mergulhado em gelo e centrifugado
por 10 min a 9000 rpm, sob refrigera¢ao. O sobrenadante
foi removido e congelado em porg¢des individuais em ni-
trogénio liquido. As por¢des de fragdes S-9 foram rapida-
mente descongeladas imediatamente antes de serem utili-
zadas. Para cada 14 ml do meio de cultura, foram adicio-
nados 0,5 ml de solu¢do de NADPH (5x10“M, concentra-
¢ao final) como doador de elétrons e glicose 6-fosfato
(5x10* M , concentragdo final) no tampao fosfato para
assegurar a concentragio saturada do NADPHS®. Os meios
de cultura, tanto experimental quanto controle, foram tro-
cados a cada 2 dias. Apds o periodo experimental, os ger-
mes dentais foram fixados em paraformaldeido a 4% e em
glutaraldeido a 0.25% e incluidos em parafina ou em
historresina. Os blocos de parafina foram cortados com
6 um de espessura e corados com hematoxilina e eosina, e
os blocos de historresina foram seccionados com 2,5 um
de espessura e corados pelo Azur Il e Azul de metileno
para andlises em microscopia de luz.

Resultado

Animais com 14 dias

Sete dias de cultura em meio controle

Ap6s sete dias de cultivo no meio de cultura controle, o
germe dental mostrou uma evidente evolugdo quando com-
parado ao germe dental obtido imediatamente apds o sacri-
ficio dos animais (Figura 1); tendo atingido, no seu desen-
volvimento, o estagio de campanula. No 6rgdo do esmalte
foi possivel identificar todas as suas quatro camadas. Os
ameloblastos apresentavam-se como células cilindricas,
com nucleo basal e citoplasma apical com vactolos.

A papila dental mostrava os odontoblastos como uma
camada de nucleos polarizados e as outras células com uma
forma estrelada e nicleos arredondados.

As estruturas do saco dental eram vistas perto da super-
ficie do germe dental. Figuras mitdticas estavam presentes
tanto nas estruturas epiteliais quanto mesenquimais.

Dois dias de cultura em meio com ciclofosfamida segui-
dos por cinco dias em meio controle

Depois de dois dias de cultivo com 25 pg/ml ciclofos-
famida seguidos por cinco dias em meio controle, o germe
dental estava bem constituido (Figura 2). O 6rgdo do esmalte
mostrava claramente suas quatro camadas, e os ameloblastos
apareciam como células cilindricas com nicleos basais alon-
gados e citoplasma abundante com vacuolos.

Os odontoblastos estavam revestindo a superficie da
papila dental e apareciam como células cilindricas com
ntcleos basais arredondados e citoplasma basofilico abun-
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dante. As outras células da papila dental ndo estavam dife-
renciadas e se apresentavam separadas por uma quantidade
razodvel de substincia intersticial.

As estruturas do saco dental, pouco evidentes, apareci-
am ao redor da superficie do germe dental.

O germe dental havia alcancado a fase de campanula
em seu desenvolvimento.

dois dias de cultura em meio com ciclofosfamida ativada
seguidos por cinco dias em meio controle

Depois de dois dias de cultivo com 12,5 ug/ml de
ciclofosfamida ativada por 3,0 ul/mg de fragdo S-9 segui-
dos por cinco dias em meio controle, foi encontrado um
pequeno germe dental (Figura 3). Foram vistas as camadas

Figura 1. Germe dental de feto de 14 dias cultivado por 7 dias em
meio controle. HE. 175x.

Figura 2. Germe dental de feto de 14 dias cultivado por 2 dias em
meio com 25ug/ml de ciclofosfamida seguidos de 5 dias em meio
controle. HE. 200x.
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do 6rgéo do esmalte com os ameloblastos aparecendo como
células cilindricas com nucleos basais.

Os odontoblastos eram pouco evidentes e as outras cé-
lulas da papila dental estavam uniformemente distribuidas.

As estruturas do saco dental apresentavam-se com as-
pecto normal, entretanto ndo em grande quantidade.

Por outro lado, depois de dois dias de cultivo tanto com
25 ug/ml (Figura 4) quanto com 50 pg/ml (Figura 5) de
ciclofosfamida ativada por 5,3 pl/ml de fracdo S-9, segui-
dos de 5 dias em meio controle, foi possivel ver a queratina
e o epitélio gengival juntamente com algumas areas de
tecido conjuntivo de aparéncia normal, tecido 6sseo e teci-
do conjuntivo necrético, mas absolutamente nada de estru-
tura dental.

Figura 3. Germe dental (seta) de feto de 14dias cultivado por 2
dias com 12,5 ug/ml de ciclofosfamida e 3,0 pl/ml de fragdo S-9
seguidos de 5 dias em meio controle. HE. 125x.

Figura 4. Germe dental de feto de 14 dias cultivado por 2 dias
com 25 png/ml de ciclofosfamida e 5,3 pl/ml de fragdo S-9 segui-
dos de 5 dias em meio controle. HE. 125x.
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Sete dias de cultura em meio com 25 pig/ml de
ciclofosfamida

Depois de sete dias de cultivo em meio com 25 pg/ml
de ciclofosfamida, os germes dentais apresentavam uma
boa morfologia (Figura 6). O érgdo do esmalte apresenta-
va-se com suas quatro camadas, os ameloblastos como cé-
lulas cilindricas com nticleos alongados e na regido basal e
abundante citoplasma com vactolos.

A papila dental mostrou os odontoblastos revestindo sua
superficie como células ndo muito alongadas e com nicle-
os arredondados. As outras células da papila estavam uni-
formemente distribuidas e havia uma quantidade razodvel
de substancia intersticial entre elas.

Figura 5. Germe dental de feto de 14 dias cultivado por 2 dias
com 50 pg/ml de ciclofosfamida e 5,3 pl/ml de fragdo S-9 segui-
dos de 5 dias em meio controle. HE. 125x.
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As estruturas do saco dental estavam formadas por célu-
las achatadas e substancia intersticial distribuidas ao redor
do germe dental.

O germe dental apresentava-se no estdgio de campanula
do desenvolvimento e figuras mitdticas foram vistas nos
tecidos epitelial e conjuntivo.

Sete dias de cultura em meio com ciclofosfamida ativada

Depois de sete dias de cultivo em meio tanto com
12,5 pg/ml (Figura 7) quanto com 25 pg/ml (Figura 8) de
ciclofosfamida ativada por 3,0 ul/ml da fracéo S-9, foi en-
contrado um pequeno germe dental. O 6rgido do esmalte
estava reduzido em tamanho, mas apresentava-se com to-
das as suas camadas; os ameloblastos apresentavam-se

Figura 7. Germe dental de feto de 14 dias cultivado por 7 dias
com12,5 pg/ml de ciclofosfamida e 3,0 pl/ml de fragdo S-9. HE.
312,5x.

Figura 6. Germe dental de feto de 14 dias cultivado por 7 dias
com 25 pg/ml de ciclofosfamida. AM+A II. 125x.

Figura 8. Germe dental (seta) de feto de 14 dias cultivado por 7
dias com 25 pg/ml de ciclofosfamida e 3,0 pl/ml de fragdo S-9.
HE. 100x.
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como células cilindricas, com nicleo basal e com quanti-
dade de citoplasma ndo muito grande e, ds vezes, apresen-
tando vacuolos.

A papila dental mostrava células uniformemente distri-
buidas, e, no germe dental cultivado com 12,5 pg/ml de
ciclofosfamida, os odontoblastos podiam ser vistos como
células com nucleos basais e irregulares.

As estruturas do saco dental estavam pouco evidentes e
dispostas ao redor do germe dental.

Por outro lado, depois de sete dias de cultivo com
25 pg/ml (Figura 9) ou com 50 pg/ml (Figura 10) de
ciclofosfamida ativada por 5,3 pul/ml de fracao S-9, foi pos-
sivel apenas identificar a queratina, algumas células
epiteliais e conjuntivas da mucosa gengival e alguns rema-
nescentes do tecido cartilaginoso.

Animais com 17 dias

Sete dias de cultura em meio controle

Depois de sete dias de cultivo em meio controle, o ger-
me dental apresentou uma clara evolucao (Figura 11) quan-
do comparado com as suas caracteristicas por ocasido da
sua obteng@o.

O o6rgdo do esmalte estava com suas camadas normais e
a alca cervical estava profundamente projetada no tecido
conjuntivo em dire¢do apical.

Os ameloblastos apresentavam-se como células cilin-
dricas, com nticleo basal e com vactolos no citoplasma.

Na papila dental, a camada de odontoblastos apresenta-
va-se como uma camada de células bem evidente, alongadas,
com nicleos basais e grande quantidade de citoplasma. As
outras células da papila estavam mais concentradas perto
do 6rgdo do esmalte e da abertura cervical. Em alguns ca-
sos uma fina camada de pré-dentina foi vista.

As estruturas do saco dental mostravam células achata-
das e substancia intersticial ao redor do germe dental. Figu-
ras de mitose foram vistas nos tecidos epitelial e conjuntivo.

Dois dias de cultura em meio com ciclofosfamida segui-
dos por cinco dias em meio controle

Depois de dois dias de cultivo em meio com 25 pg/ml
de ciclofosfamida seguidos por cinco dias em meio contro-
le, o germe dental apresentou um aspecto normal com to-
dos os seus componentes caracteristicos. Dessa forma, as
estruturas do 6rgdo do esmalte, da papila dental e do saco
dental mostraram os mesmos aspectos encontrados em um
germe dental cultivado em meio controle (Figura 12).

Dois dias de cultura em meio com ciclofosfamida ativada
seguidos por cinco dias em meio controle

Depois de dois dias de cultivo em meio com 12,5 pg/ml
de ciclofosfamida e 3,0 pl/ml de fragdo S-9 seguidos por
cinco dias em meio controle, o germe dental mostrou um
aspecto normal (Figura 13).
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Figura 9. Germe dental de feto de 14 dias cultivado por 7 dias
com 25 pg/ml de ciclofosfamida e 5,3 ul/ml de fragdo S-9. HE.
125x.

Figura 10. Germe dental de feto de 14 dias cultivado por 7 dias
com 50 pg/ml de ciclofosfamida e 5,3 ul/ml de fragdo S-9. HE.
125x.

Figura 11. Germe dental de feto de 17 dias cultivado por 7 dias
em meio controle. HE. 175x.
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O 6rgdo do esmalte mostrava a alga cervical profunda-
mente situada no tecido conjuntivo, os ameloblastos apre-
sentavam-se como células cilindricas com nticleos basais
alongados e com citoplasma em grande quantidade.

Os odontoblastos apresentavam-se com uma disposi-
¢do regular e com nicleo basal e ovalado. As outras células
da papila dental apareciam distribuidas regularmente mas
aglomeradas perto do 6rgdo do esmalte.

As estruturas do saco dental estavam organizadas ao
redor do germe dental.

Por outro lado, depois de dois dias de cultivo em meio
tanto com 25 pg/ml (Figura 14) quanto com 50 pg/ml (Fi-

Figura 12. Germe dental de feto de 17 dias cultivado por 2 dias
com 25 pg/ml de ciclofosfamida seguidos de 5 dias em meio con-
trole. HE. 274x.

Figura 13. Germe dental de feto de 17 dias cultivado por 2 dias
com 12,5 pg/ml de ciclofosfamida e 3,0 pl/ml de fracdo S-9 segui-
dos de 5 dias em meio controle. HE. 125x.
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gura 15) de ciclofosfamida ativada por 5,3 ul/ml de fragdo
S-9 seguidos por cinco dias em meio controle, o germe
dental ndo foi identificado. Foram encontradas apenas a
queratina e outras estruturas da mucosa gengival.

Sete dias de cultura em meio com 25 Lig/ml de
ciclofosfamida

Depois de sete dias de cultivo em meio com 25 pg/ml
de ciclofosfamida, o germe dental estava bem constituido e
havia experimentado uma evolucéo em seu desenvolvimen-
to (Figura 16). Todas as estruturas do 6rgdo do esmalte esta-
vam bem claras, e os ameloblastos apresentavam-se como
células cilindricas com nucleos basais alongados, grande
quantidade de citoplasma e vacuolos.

Os odontoblastos apresentavam-se alinhados na super-
ficie da papila dental, com nticleos basais e ovalados. As
outras células da papila dental estavam distribuidas regu-

Figura 14. Germe dental de feto de 17 dias cultivado por 2 dias
com 25 pg/ml de ciclofosfamida e 5,3 pl/ml de fracdo S-9 segui-
dos de 5 dias em meio controle. HE. 125x.

Figura 15. Germe dental de feto de 17 dias cultivado por 2 dias
com 50 pg/ml de ciclofosfamida e 5,3 pl/ml de fragdo S-9 segui-
dos de 5 dias em meio controle. HE. 100x.
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larmente com excegdo das vizinhangas do 6rgdo do esmal-
te, onde se apresentavam aglomeradas.

As estruturas do saco dental estavam organizadas ao
redor do germe dental. Algumas vezes foi possivel obser-
var uma fina camada de pré-dentina.

Sete dias de cultura em meio com ciclofosfamida ativada

Depois de sete dias de cultivo em meio tanto com
12,5 pg/ml (Figura 17) quanto com 25ug/ml (Figura 18) de
ciclofosfamida ativada por 3,0 pl/ml de fracdo S-9, as estru-
turas do germe dental estavam perfeitamente identificdveis.
O 6rgdo do esmalte estava bem constituido, os ameloblastos
perfeitamente distintos como células cilindricas com nu-
cleos basais e grande quantidade de citoplasma.

Figura 16. Germe dental de feto de 17 dias cultivado por 7 dias
em meio com 25 Lg/ml de ciclofosfamida. AM+A II. 200x.
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Os odontoblastos alinhavam-se na superficie da papila
dental com nucleos basais e ovalados. As outras células da
papila dental estavam mais concentradas perto do 6rgdo do
esmalte.

As estruturas do saco dental apareciam como células
achatadas e substancia intersticial organizadas ao redor do
germe dental.

Por outro lado, depois de sete dias de cultivo tanto com
25 pg/ml (Figura 19) quanto com 50 pg/ml(Figura 20) de
ciclofosfamida ativada por 5,3 wl/ml de fragdo S-9, os ger-
mes dentais ndo foram identificados.

Foi possivel identificar apenas a queratina e os tecidos
epitelial e conjuntivo da mucosa gengival.

Sete dias de cultura em meio com fragdo S-9

Depois de sete dias de cultivo com 3,0 pl/ml de fragdo
S-9 os germes dentais apresentaram-se bem constituidos
(Figura 21). As estruturas do 6rgdo do esmalte, papila den-
tal e saco dental eram perfeitamente distintas e suas carac-
teristicas ndo eram diferentes daquelas descritas em relagdo
aos germes dentais cultivados em meio controle.

Discussao

A ciclofosfamida € uma droga antineopldsica que atua
através dos seus metabdlitos’, bloqueando a duplicacdo do
DNA e inibindo a divisdo célular®*?. Entretanto, requer
ativagdo metabdlica para manifestar suas propriedades® ou
desenvolver seu potencial alquilante e teratogénico®!%18,
ou para induzir a quebra cromossdmica e a troca entre
cromdtides irmas’. In vivo, a ativa¢do acontece principal-
mente no figado, ao passo que in vitro ocorre somente na
presenga de homogeneizados de figado®.

Assim, testes realizados in vitro normalmente incluem

Figura 17. Germe dental de feto de 17 dias cultivado por 7 dias
com 12,5 ug/ml de ciclofosfamida e 3,0 pl/ml de fracdo S-9. HE.
125x%.

Figura 18. Germe dental e feto de 17 dias cultivado por 7 dias
com 25 pg/ml de ciclofosfamida e 3,0 ul/ml de fragdo S-9. HE.
212,5x.
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Figura 19. Germe dental de feto de 17 dias cultivado por 7 dias
com 25 pg/ml de ciclofosfamida e 5,3 pl/ml de fragdo S-9. HE.
250x.

Figura 20. Germe dental e feto de 17 dias cultivado por 7 dias
com 50 pg/ml de ciclofosfamida e 5,3 pl/ml de fragdo S-9. HE.
115x.

uma subfracao hepética enriquecida de microssomas que €
capaz de converter componentes adicionados ao meio de
cultura para formas téxicas “via” monoxigenacdo do com-
ponente sob sua agao®.

Esses dados explicam porque o germe dental nio foi
afetado em seu desenvolvimento no meio experimental sem
a fragdo S-9, como mostrado neste trabalho. Da mesma for-
ma, a ciclofosfamida em uma concentragao de 250 pg/ml
do meio de cultura foi inécua tanto quando a matéria
microssomal quanto os cofatores eram omitidos do meio®.

Foram interessantes as observacdes de que o niimero de
embrides malformados aumentou e seu crescimento dimi-
nuiu dependendo da concentracdo da fracdo S-9 no meio
quando um volume fixo de ciclofosfamida foi adicionado
a cultura e de que os embrides expostos a ciclofosfamida

Figura 21. Germe dental de feto de 17 dias cultivado por 7 dias com
3,0 w/ml de frag¢ao S-9. HE. 312,5.

(25 pg/kg) in vivo no 10° dia de gestacdo foram
indistinguiveis dos embrides tratados in vitro e, também,
que ndo houve diferencas histolégicas entre os embrides
tratados in vivo ou in vitro'.

Os resultados alcangados neste trabalho corroboram as
observagdes acima, uma vez que eles foram diferentes de
acordo com a concentragdo da fragdo S-9 no meio. Como
foi mostrado, quando foi usado 3,0 pl/ml de fragdo S-9 no
meio, as células do germe dental mostraram citodife-
renciagdo, mas os tamanhos dos germes dentais eram dife-
rentes em funcdo da idade fetal na ocasido em que eles fo-
ram obtidos. Esses dados sdo, certamente, devidos a fase de
desenvolvimento dos germes dentais quando eles foram
transferidos para o meio de cultura. Dessa maneira, a
ciclofosfamida tanto na concentracdo de 12,5 pg/ml quanto
de 25 pg/ml ativada por 3,0 pl/ml de fragdo S-9 interferiu
sobre o desenvolvimento do germe dental, mas ndo ocasio-
nou a morte das células.

Como mostrado em nossos resultados, os germes den-
tais de embrides de 14 dias foram mais afetados do que os
de 17 dias, provavelmente, porque as células dos animais
mais jovens eram indiferenciadas e estavam em um periodo
de proliferacido enquanto aquelas dos animais mais velhos
estavam ja diferenciadas quando transferidos para o siste-
ma de cultura. Essa observacdo confirma que a severidade
dos efeitos teratogénicos estd positivamente correlacionada
a idade fetal's>,

Os resultados foram diferentes quando do uso tanto de
25 pg/ml quanto de 50 pg/ml de ciclofosfamida ativada por
5,3 ul/ml de fracdo S-9, uma vez que a quase totalidade das
células morreu sob essas condi¢des, ou seja, essas condi-
¢des foram incompativeis com o crescimento das células e
dos tecidos.

Assim, ficou claro que, quando foram usados 25 pg/ml
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de ciclofosfamida, os resultados foram diferentes quando a
concentracdo da fracdo S-9 no meio foi de 3,0 ul/ml ou de
5,3 ul/ml. Entretanto, acredita-se que essa seja a mais alta
concentracdo de ciclofosfamida compativel com a viabili-
dade de embrides in vitro e que aqueles experimentos que
empregaram 25 ug/ml de ciclofosfamida e concentragdes
de 0,25 pl/ml a 3,0 pl/ml de fracdo S-9 obtida de animais
induzidos pelo fenobarbital resultaram em 100% de malfor-
macdes®!°, Nossos resultados concordam com as observa-
¢des acima, uma vez que eles mostraram um efeito deleté-
rio da ciclofosfamida sobre o desenvolvimento do germe
dental in vitro tanto com o uso de 12,5 ug/ml quanto de
25 pg/ml, sendo, porém os efeitos mais severos observados
quando a concentracdo de S-9 aumentou no meio. Esse
resultado foi provavelmente determinado porque a quanti-
dade de fragdo S-9 aumentada no meio agiu produzindo
uma maior quantidade de metabdlitos teratogénicos, parti-
cularmente porque a fracdo do figado proveio de animais
pré-tratados com fenobarbital'°.

Foi encontrada uma diferente sensibilidade a cito-
toxicidade entre os tecidos de maneira semelhante a que
foi observada anteriormente®'*'2 pois 0 mesénquima foi
severamente afetado enquanto o epitélio gengival estava
aparentemente normal.

Os resultados descritos aqui refor¢cam as observacdes
anteriores de que a ciclofosfamida requer ativacdo metabo-
lica para exercer seus efeitos teratogénicos>®1%. Também, a
despeito de que alguns germes dentais se desenvolveram,
os efeitos teratogénicos da ciclofosfamida foram
irreversiveis, os quais podem ser explicados pelo aspecto
anormal dos espécimes que cresceram no meio controle
depois de dois dias no meio experimental. Essas observa-
¢des estdo de acordo com os resultados apresentados em
estudos nos quais embrides de ratos com dez dias foram
expostos por cinco horas a 25 pg/ml de ciclofosfamida ati-
vada in vitro e depois recolocados em um meio livre da
droga'®.

Nossos resultados corroboram, também, com aqueles
encontrados em estudos sobre o efeito da ciclofosfamida
no desenvolvimento de germes dentais in vivo em duas
diferentes circunstancias que sao: transplantados para a ca-
mara anterior do olho ou in situ. Quando implantados no
olho, foi verificado que a administragdo de 62,5 pg/kg ou
de 125 pg/kg de ciclofosfamida interferiu irreversivelmente
no desenvolvimento do germe dental, produzindo uma al-
teracdo ou na morfologia e no tamanho do germe dental ou
sua destrui¢@o total. Esses efeitos foram diretamente pro-
porcionais a idade fetal de quando os germes dentais foram
obtidos e a dosagem utilizada'>!'7. Quando os estudos fo-
ram feitos “in situ”, as camundongos fémeas foram injeta-
das com 30 pg/kg ou 50 pg/kg de ciclofosfamida no 12° dia
de gestacdo e sacrificadas em diferentes periodos depois da
administra¢do da droga'”. Também foi mostrado que hd uma
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relacdo direta entre a dosagem usada e a severidade dos
efeitos resultantes: realmente, a dosagem mais alta foi in-
compativel com o desenvolvimento das estruturas ou dos
embrides e ndo ocorreu o fechamento do palato.

Os resultados encontrados em cultura de tecidos ajuda-
ram a explicar os relatos dos efeitos da ciclofosfamida, em
fungdo da dose utilizada, sobre a odontogénese?, sobre a
dentinogénese'*!'* ou sobre a erupg¢io do incisivo de cresci-
mento do rato*. A ciclofosfamida atua nos pré-odontoblastos
ou em suas células precursoras conduzindo a interrup¢ao
da odontogénese ou da dentinogénese'>!* e interfere na con-
tinuidade do crescimento dos incisivos®. Fica claro, a par-
tir dos nossos resultados, que as células do germe dental
foram destruidas ou inibidas em sua capacidade reprodutora,
mas que, com as menores dosagens, as células remanescen-
tes do germe dental mantiveram seu potencial de diferenci-
acdo, uma vez que pequenos 6rgdos dentais foram encon-
trados; por outro lado, as células remanescentes do germe
dental podem ser relacionadas e comparadas tanto a parte
pds-experimental in vivo que continuou a erupcionar®, a
despeito de o processo de odontogénese ser temporaria-
mente interrompido?, quanto ao tecido odontogénico dos
animais injetados com 40 pg/kg o qual, depois de oito dias,
recomeca o processo de odontogénese® mostrando sua ca-
pacidade de desenvolver ou até de recuperar suas caracte-
risticas normais.

Conclusao

Nas condi¢des experimentais deste trabalho e diante
dos resultados encontrados foi possivel concluir que a
ciclofosfamida € um agente teratogénico capaz de interfe-
rir, irreversivelmente, sobre o desenvolvimento de estrutu-
ras embriondrias e que para que seus efeitos sejam
detectdveis in vitro, € necessdrio que ela seja ativada pela
fracdo S-9 do figado, condi¢do em que age na razdo direta
da sua concentracdo e do volume da fracdo S-9 no meio de
cultura e na razdo inversa da idade da estrutura fetal.
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