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1 — INTRODUCAO



0 estudo de aspectos towxicoldgicos de drogas
antimitoticas é de grande importi3ncia pois sua atividade
terapeutica e limitada pela toxicidade acentuada,
oferecendo assim pequena margem de seguranca. Ja em 1919
Krumbahaar e Krumbahaar wverificaram que a mostarda
nitrogenada acarretava aplasia de medula dssea, degeneragio

do tecido linfodide e ulcera na mucosa gastrointestinal.

€ muito dificil equacionar os efeitos tdxicos
e o5 benéficos dessas drogassy uma vez que atuam tanto em

células tumorais como em células normais,., 830 de grande

utilidade no tratamento das neoplasias disseminadas,
inacessiveis a Pprocessos cirdrgicos ou radioterapicos,
seja 1inibindo ou retardando 0 crescimento tumoral,

aumentando assim as chances de sobrevida do pacientes e

eventualmente propiciando sua cura.

g conhecido que as celulas normais s3po t3o mais
sensiveis aos antimitoticos quanto mais proliferativas
forem. Assim sendo, podem ter um efeito marcante sobre o
tecido hematopoiético, epitelial, <células germinativas e
tecidos embrionarios, especialmente aqueles em fase precoce
de desenvolvimento. Com isso,s elas sao altamente
teratogénicass causando no feto as mais variadas anomalias

ou mesmo levando a morte ou 3 reabsor¢c3o uterina.



+

0 9-fluoruracil (3-F1)) e um agente
antineoplasico reconhecidamente tdxico, apresentando baixo
indice tevrapéutico, o qual & proximo de 1 (um). Contudo é
frequentemente utilizado no tratamento de vidrios tipos de
tumores malignos camo os de mama e © do aparelho
gastrointestinaly, bem como propicia sucesso terapeutico em

carcinomas de ovario, prostata, orofaringe e outros.

0 mecanismo da agao citotdxica @ bastante
complexo e ainda n3o bem elucidades sendo que a agio
antineoplasica decorreria de varios fatores. 0O S-FU e alguns
de seus metabdiitos interferem no metabolismo dos acides
nucleitos ao nivel do DNA, dificultando a transformagioc do

uracil em timina, pela inibig3po da enzima timidilato
sintetase,; essencial na sintese do DNA  (Chaube e Murphy,

194685 19783 Fukuda e Komamine, 19815 Valeriote e Santelli,
1984 ¢ Calabresi e Parks, 1987). D S-fluoruracil pode agir
também substituindo o0 uracil na sintese do RNA, levando a
sintese de proteinas anomalas (Akasawa e col., 1984}
Armstrong e col., 19863 Takimote ¢ col., 19B6s Kalant e
Roschlau, 1991), mediando assim o efeito citotoxico da droga

(Chaube e Murphy, 1948B).

Comp os demais antimitdticeoss o 5-flueruracil

acarreta frequentemente no homem, mesmo em doses



terapéuticas efeitos tdxicos tais como estomatites, ndusea,
vOomito, diarréias depressio do sistema hematopoiético com
leucopenia e plaquetopenia, alopecia e dermatites
{Junqueiray 19773 Goodman e Gilman’'s, 199@). Para atenuar a
toxicidade, esquemas terap8uticos preconizam a associacio de

dois ou mais quimioterapicos o que possibilita doses menores

de cada qual.

Grande tem 5ido a preocupacso de clinicos com
relagdo a influéncia de antimitoticos sobre o
desenvolvimento embrionario e nesse sentido numerospos s2o 0Os
casos descritos com relacdo 2 sua administrac3o a mulheres
gestantes. Segundo Blatt e col (1989¢), quimioterapicos
administrados a mulheres antes da concep¢io ou depois do
primeiro trimestre de gravidez ndc levam a anormalidades

congénitas na prole.

Corroborando, Tobias e Bloom (1980)
apresentaram dois casos de mulheres gravidasy, que se
submeteram & quimioterapia com a adriamicina durante a 20=
semana de gestagdos sem apresentar anormalidades fetais.
Gililland e Weinstein (1983) relataram caso de tratamente
quimioterdpico com adriamicina na 28~ semana, além de
actinomicina D e vincristina, sem também ogbservar

anormalidades no feto. No entanto, o mesmo autors, numa



revisio da 1literatura mostrou que varios antineoplasicos
alquilantes como a ciclofosfamida, bussulfan e clorambucil
e o0s antimetabdlitos como aminopterina, metotrexato,
tioguanina e S-fluaruracil induzem a malformagbes fetais

quando administradas no primeivo trimestre da gestagio.

€ sabido da literatura que o S5-fluoruracil
quando administrado durante a gesta¢3c induz a malformac¢fes
varias, inclusive a embriotoxicidade, provocando, na
dependéncia da dose e do dia da administragio do
antimitdtico reabcor¢ao e/ou morte fetal (Dagg, 1?4603 .Jusko,
19725 Kromka e Hoar, 19735 Shah e Mackay, 19783 Shah e lWong,

198035 Stephens e col. 1982, Grafton e col.19875 Nava e col.

1999).

Stadler e Knowles (1971) descreveram caso de
mulher tratada com S-Fluoruracil aos 4-5 meses de gestag¢do,
em que 0o neonato apresentou cianose, com coloracio
acinzentada do tronco e abalos musculares de extremidades;

tais sintomas contudo tiveram remiss3o apos 24 horas.

0 S-fluoruracil tem sido relacionado a defeitos

de nascimento no homem quande administrado dentrpo do 1-=
trimestre da gestac¢fo. Stephens e col.y (1980)
mastraram que o S5=-fluoruraci) administrado em

mulheres gravidas nas 11* ¢ 12* semanas de gestag8p provoca



aborto, tendo o feto aplasia bilateral radial com auséncia

do dedo polegar,; entre outras anomalias.

Numerosos sio os trabalhos experimentais que
tratam da influéncia do S5-fluoruraci) e outros antimitdticos

em animais prenhes.

Fstudo de Wilson (1971), com macacos Rhesus,
mostrou que o tratamento com S-Ffluoruracil no periodo entre

os 20° e 27° dias da gesta¢3o levava 3 embriotoxicidade com

retardo do desenvolvimento e morte intrauterina.

Anormalidades como poiidactilia, macro, oligo
e sindactilia além de fissura palatina e deformidades na
cauda foram observadas por Dagg (1962) em camundongos
prenhes, quando da administra¢fo do 5-fluoruracil do 9° ao
13° dia de gestacao. Os tipos de malformagfies variavam de
acordo com a dose e o dia de gestag¢3o, que eram relacionadas

com a fase de desenvolvimento embrionario.

Grafton e col. (19B7) mostraram efeitos
embrionarios tdxicos do 5-fluoruracil em ratas prenhes
estudando o embrifo, onde as wmalformagdes apresentadas

aumentavam com o maior tempo de exposig8o a droga, sendo
-

que as



anomalias OCoOrreram mais para o lado da cauda e membros.

Drogas antitumorais comp & adriamicina e
daunomicinay, substancias que interferem na sintese do
acidos nucleicos através da intercalac2o com o DNA,s quando
administradas a ratas em varios periodos da gestagio (entre
dias 6-15)s induzem a varios tipos de malforma¢Bes fetais,
sendo estes efeitos dependentes da dose € da época do

tratamento (Thompson e col.s 1978).

Frank e col. (1989), estudando o DMPT (3,3~
dimetil-i-feniltiazene) em ratas prenhes mostrou também

mal formac¢oes embrionarias generalizadas, incluindo,

micrognatismo.

Com relacdo aos tecidos dentarioss durante sua
fase de desenvolvimento embriocnario, os mesmos sdo
presumivelmente sensiveis ao use de antimitdticos, tal

como ocorre com outros tecidos proliferativos, nio havendo

contudos referéncias na literatura compulsada.

D rato apresenta denti¢ioc Unica representada na
hemiarcada por dois incisivos e trés molares superiores e
inferiores. Os dentes incisivos crescem, calcificam ©
erupcionam ininterruptamente por toda a wvida do animal,

apresentando consequentemente em um dnico dente, o ciclo



total de desenvolvimento dentario, desde a forma¢g3o até a
maturidade. Constituem-se dessa forma, excelente modelo

experimental para estudo de crescimento e desenvolvimento

dentario.

Os dentes (Moore, 1976y Mjor e Fejerskows 1990}
desenvolvem-se a partir do ectoderma e do mesoderma, sendo o
ecmalte derivado do ectoderma e o0s demais tecidos do
mesenquima. O desenvolvimento dentario come¢a com um
espessamento no epitélio oral, em forma de U, denominado
ldmina dentaria. As laminas produzem saliéncias arredondadas
chamadas brotos dentarios, que invaginam-se formam a papila
dentaria, originando a dentina e a palpa dentiria. Assim que
p org3o do esmalte e a papila se formamsy O mesénquima
condensa-se formando uma estrutura semelhante a uma capsula
chamada saco dentario que dA origem ap cemento e ao
ligamento periodontal. As celulas mesenquimais da papila
dentaria adjacente ao epitelio interno do esmalte
diferenciam-se em odontoblasteos indo por sua vez produzir
pré-dentina, que ira se <calcificar e se transformar em
dentina. As ceélulas adjacentes a dentina diferenciam-se em
ameloblastos que produzirSoco ¢ esmalte. & medida que os
dentes desenvolvem—se e os maxilares ossificam-se, as
células externas do saco dentiario formarSo o osso. Com o

crescimento da raizy, o dente cresce e a coroa gradualmente

emerge atras da mucosa oral.



0 processo de desenvolvimento da lamina
dentaria do incisivo no rato inicia-se no 14® dia de vida
fetal, enquanto sua erupcdo ocorre por volta do 10 dia de
nascimento e sua oclus3o no 14 dia. Para os molares, esses
parimetraos ocorrem por volta do 13® gp 20 dia fetal e a
erupcio por volta do 19° ap 35 dia (Farric e OGriffith,

1971, Nishimura e Tanimuras 1976).

As células mesenquimais de crescimento continuo
de incisivos de ratos compreende as células proliferativas
da polpa , as células da polpa ni3o proliferativas, os pré-
odontoblastos ¢ o0s odontoblastos. 0s pré-odontoblastos e as
células da polpa basal tém a capacidade de se proliferarem
rapidamente; no entanto as celulas da polpa nao
proliferativas tem menor capacidades} a dentina produzindo

odontoblastos s80 células nio em divis8o (Dakl, 1983).

Devido a essa capacidade de se proliferar
rapida e continuamente durante toda a vida do animal, e
que o dente incisivo do rato se constitui em mpdelo para

estudo de agentes citotoxicos.

Nordlinder (197%) pPEsquisou possivels
mal formacOes em ratos adultos tratados com doses dnicas de

ciclofosfamida sobre tecidos Osseds, encontrando como

-3



resultadoe malformacdes de narinasy; orelhas e dentes
incisivosy, sendo que estes, com doses elevadas, algumas

vEeZeS nao irvompiam,

Koppang (1973) estudando a riclofosfamida, em
incisivos de ratos adultos demonstrou que ocorre
interrup¢bes da odontogenese com doses superiores a 50 mg/kg
para o lado lingual, e acima de 735 mg/kg para o lado labial,
onde ocorria formac3o de cistos devido a localiza¢8o inicial
do edemas que interferiam com as fun¢des normais do epitélio

odontogénico, sendo a formag3o dentaria assim, interrompida.

Massini (1975) demonstrou uma diminuic3oc do
crescimento dentario de 1incisivos inferiores de ratos
adultos com a ciclofesfamiday, além de efeitos toxicos a
nivel de mitoses dps odontoblastos. Resultados similares
foram obtidos por Ranali (19764) estudando a ag3oc do

metotrexato no mesmo modelo experimental.

Dias Costa (1978) verificou que a colchicina
nas doses de ©5 a £20@ u9/s/kg administradas durante 1@ dizs a
ratos adultos 1inibe o ¢rescimento de dentes incisives

inferiores, sem que se verificasse contudo alteracoes

tissulares do 6rgio.

1e



Tambem com 2 celchicina, Nogueiray; em 1984y
observou gue nas doses de @,5 e $,5 mg/kg administradas a
ratos adultos causaram alteragdes dose-dependentes devido a
bleoqueio da mitose celular com a dose de @:3 mg/kg e um
efeito estimulatorio na secrecao de coligenao pelos

odontoblastos com a dose de 145 ma/kg.

Dahl (1984, 1985 asb)s realizou varios estudos
com a doxorubicina, antibidtico antraciclinicos com as
doses de 9, 10 e 10 mg/kg em ratos adultos mostrando um
desarranjo estrutural nas celulas mesenquimais. Esta
desorganizac3o ocorria mais para as células em disco
celular, e apareciam necroticass com ocorréncia de preé-
dentina que funcionava como a fase de regeneragdo celular

apds a interrup¢3oc da administracio da substincia.

Com relagio ao S5-fluoruracil, De Deus e Han
(1974) administrando a droga em camundongos adultos na
dose de 23 mog/kg por 3 dias mostraram gque a3 estrutura dos
fibroblastos na polpa dentaria encontrava-se desorganizada
e irregular; ocarriay contudo, um elevado gray de

recuperaclo 1® a 14 diac apos a suspensido do antimitdtico.

Bastos—Ramos € col., (1991) estudando os efeitos

do S5—fluoruracil sobre o desenvolvimento de dentes incisivos

i1



de ratos adultous encontraram que a droga inibe o
crescimento dentario somente em doses que acarretaram
consideriavel intoxicacdo e morte precoce dos animals e
cuoerindo que tal 1inibi¢d3o0 do crescimento nin estava
relacionada com a atividade antimitdtica da drogas mas
decorria do fendmeno geral de intoxicacio. N30 foram

demonstradas modifica¢Oes histomorfologicas dos dentes.

& T
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PROPOSICAO



Tendo em wvista as informa¢Oes da literatura
demonstrando que dentes em fase de crescimento (incisivos
inferiores de ratos adultaos) podem sofrer a ac3o de drogas
antimitoticass prople-se estudar a influéncia do S5-
fluoruracil sobre o desenvolvimento do germe dentario de

ratos na fase embrionaria, aspecto nio estudade na

literatura compulsadas mesmo com relag2o a oputros agentes

citotoxicos.

Paralelamentey, e para fins comparativoss
propds~se observar outros efeitas teratogenicos ja
conhecidoss tais como fechamento do palato, malformacOes de
face, implanta¢l3o de orelhasy olhos, conformagdo craniana e

de boca, peso de filhotes, extraidos poOr cesariana ao 21

dia de gestagao.

14



2 — MATERIAL E M&ETODOS



2.1 - Animais utilizados

Foram utilizados 14@ ratosy adultos, da raga Wistar

(Rattus norvegicus wvar albinus), sendo 125 {émeas virgens,

com 928 -~ 160 dias de idade ao inicioc das experiéncias, com
peso variando entre 260 e 250 gramas e 15 ratos machos
adultos, com peso entre 25@0 ¢ 300 aramas, utilizados para
acasalamentoy fornecidos pelo Bioterio da Faculdade de
Ddontologia de S8%o José dos Campos - UNESP. DOs animais
recebiam racio Probiotério (G)-Produtor, do Moinho Primor

S.A e aguas “ad libitum”.

2.2 - Metodologia

2.2.1f - Acasalamento dos animais

as ratas eram colocadas cCom Os machos para
acasalamentos sempre ao final do diay permanecendo
com as mesmos até a manhi seguinte, apds o que era colhido o
material vaginal Para veriticar a pPresen¢a de

espermatozdides e consequentemente instalac¢3o da prenhez.

ié



2.2.2 - Droga

S-fluoruracil (5-FU) - Roche, ampolas de 259 mg/190

ml.

2.2.3 - Diagndstico da prenhez

Para a wverificagao de inicio de prenhez das ratas,
foi realizado o esfregago vaginal, utilizando-se uma cureta
que, apbs flambada, era colncada em solucio de NaCl @,9%
esteéeril e introduzida na vagina da rata. Retirava-se, assim,
uma pequenha quantidade de secre¢3o que era colocada numa

l1amina de wvidro.

As Yaminas foram observadas aoc microscdpio éptico e a
presenga de espermatozoides, bem como a verificag3o da fase
estro do ciclo estrals foram os fatores determinados para
diagnostico positivo da prenhez, sendo esse dia considerado

como o dia © (zero) da gestagiop.

2.2.4 - Tratamento dos animais

Apds a constatagio da prenhez, as ratas foram
separagdas por sorteioy para a formac2o dos grupos tratados

com S—Ffluoruracil e grupo controle.

i7



ns ratas do grupo controle foi administrada
intraperitonealmente splugao fisioldgica (NaCl-9@,9%) num
volume inicos aos 9<, 1<, §11°, 12° ou 13° dias de prenhez,

sendo que cada animal recebeu uma tnica injeg¢2o.

As ratas do grupo experimental, era administradoe 5-
fluoruracil (3-FU), por via intraperitoneal, em doses de
1® mg/Kg em um primeiro grupos 2¢ mg/kg em um segundo grupo,
30 mg/kg em um terceiro grupo e 4¢ mg/kg em um quarto grupos

aos 92, 1@, 11°, 12° ou 13® dias de prenhez, sendo que cada

animal recebeu uma uHnica injecio.

£.2.5 - Cesariana das ratas

No 21 dia da prenhezy, as ratas foram submetidas a
anestesia por inalacdo de éter etilico, deppois do que eram
pesadac e tontidas em decubito dorsal em placa de cortiga.
Era feita 1incisio mediana no abdomen e expasicdo dos cornos
uterinos. Contava-se ent3ao o ndmero de implantes ou
reabsorgies e/ocu o numevro de filhotes de cada cornao uterino.

Com o auxilio de pinca e tesouray oz filhotes eram retirados

e colocados em placa de Petri.
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2.2.6 - Analise dos embriles

2.2.6.1 - Andlise macroscédpica

O filhotes eram limposy secps em papel de filtro
e pesados em balanca semi-analitica Owa Labor. Fazia-se a
seguir, com o auxilio de lupa de pequeno aumentos a analise
macroscOpica dos mesmos, observando-se a ccorréencia de
possiveis anomalias morfologicas,; tais como: implantagao
das orelhass dos olhkoss conformagd3o craniana, palatoy
desenvolvimento dos membros inferiores & superiores e regiao

caudal. Procedeu—-se a pesagem dos filhotes,

2.2.6.2 - Andlise microscdpica

Depois de realizadas as analises macroscopicas dos
filhotes, eram escolhidos cinco de cada mies por sorteio. fis
cabegas eram separadas do tronco e colocadas em frascos

identificados, contende formol a 108%, para a fixac3o.

Apos 24 horas de fixac30s as cabegas eram
seccionadas em corte sagital medianoy, hidratadas,
desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina para a

confeccda de laminas.



Para a feitura das 1laminasy as pegas foram

cortadas na espessura de seis micras, em microtomo rotativo
78t -ANCAP e a seguir coradas pelo método da hematoxilina-

eosina {HE). Foi realizado um total de 1294 l3minas.

Na analise microscdpica foram observadas as
laminaes gquanto 4s celulas da polpas teecido alveolar,

processo inflamatdrio e o proprio germe dentario.

2.2.7 -~ SistematizacHo da Pesquisa

As 125 ratas utilizadas, apos o acasalamento e
verificac3c do estado de prenhez (dia =zero da gestagao)
foram separados em cinco grandes grupos constituidos cada

qual de 25 animaisy denominados Grupos Ay By €y D e E.

Ds 25 animais pertencentes a cada grupo foram
divididos em cinco subdrupos diferentes, dos quais 5 ratas
receberam solu¢3o fisioldgica (controle) e 2@ ratas foram
tratados com o S-fluoruracil em diferentes dias da prenhez e
em doses também diferentes, conforme esquema a seguir
relacionado. As solu¢des foram sempre administradas por via
intraperitoneal. Todas as ratas, aoc 21 dia de prenhez,

foram anestesiadasy pesadas e seus filhotes retirados,



analisados macroscopicamente

fixkadas em

l13minas pa

ra

formol a 10%. Apos

e suas cabegas seccionadas e

24 horas eram feitas as

andlise histoldgica dos germes dentarios. As

maes eram sacrificadas apos a operac3o cesariana.

Grupo A -

Sub=Grupe

Sub=~0Grupo

S8ub=8rupo

Sub-~Grupo

Sub-Grupo

Ratas injetadas ae 9 dia de prenhez

O0s 25

animais pertencentes a este grupo receberam

5-flupruracil ou

solugae fisioldgica conforme

distribuigic em subgruposs a8 seguir.

Cada sub-grupo foi constituido de 5 ratas:

Ay

A=

Ao

A4

AS

- Ratas

{(controle)

Ratas tratadas

1@ mgs/kg.

Ratas tratadas

£0 mg/kg.

Ratas tratadas

30 mo/kg.

Ratas tratadas

4% mg/kg.

injetadas com solugso de NaCl1-0,9%

com S-fluoruracil na dose de

com S5-fluoruracil na dose de

com S-fluoruracil na dose de

com 5-Flupruracil na dose de



Grupo B -

S8ub-CGrupo

Sub~Grupo

Sub=0rupo

Sub-~-Grupo

Sub~-Grupo

Brupo C -

Ratas Injetadas a0 10 dia de prenhez

Os animais pertencentes a este grupo foram

distribuidos em S sub-grupos de 5 ratas cada quatl:

B, - Ratas injetadas com solugio de NaCl1-9,9%.

Bx - Ratas tratadas com S5-fluoruracil na dose

de 10 mg/kg.

B - Ratas tratadas com S-fluoruracil na dose de

c® moska.

B4 - Ratas tratadas com S5-flucoruracil na dose de

32 mg/kg.

BS - Ratas tratadas com 5-fluoruracil na dose de

4¢ ma/kg.

Ratas injetadas ao 11 dia de prenhez

Estes animais foram distribuidos nos seguintes

stitb—grupos de S5 ratas cada qual:

303
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Bub~8rupo

Bub~Brupo

Bub=0rupo

Sub~-GBrupo

Sub-Grupo

Grupo D -

Sub=Grupe

Sub=0rupe

€4 - Ratas injetadas com solug3o de Nall-@,9%.

Ca - Ratas tratadas com S-fluoruracil na dose de

10 mg/kg.

€Cs» - Ratas tratadas com 5S~fluoruracil na dose de

20 mg/ka.

C4 - Ratas tratadas com S5-fluoruracil na dose de

30 mg/ka.

C% - Ratas tratadas com S-fluoruracil na dose de

49 ma/ka.

Ratas injetadas ao (B2 dia de prenhez
As ratas deste grupo foram distribuidas nos
sub-grupos abaixp, constituidos de S ratas cada

qual:

Dy - Ratas injetadas com solugSo de NaCl-9,9%.

Bs - Ratas tratadas com 5-fluoruracil! na dose de

190 mo/kg.



gub=-Grupo

Sub-Grupo

Sub-Grupo

Grupo E -

gub=Brups

Sub=Grupo

Sub=Grupo

Sub-Brupo

Dy -

D4

Ratas tratadas c¢com 35-fluoruracil na dose de

20 mg/kag.

Ratas tratadas com 5-fluoruracil na dose de

30 mg/kg.

BS - Ratas tratsdas com 5S-fluoruracil na dose de

49 mas/kg.

Ratas injetadas ao {3 dia de prenhez

As ratas deste grupn foram distribuidas nos sub-

grupos com 3 animais em cada qual:

£4

Ratas injetadas com solug3oc de NaCl-0,9%.

Ratas tratadas com S-fluoruracil na dose de

10 mg/kg.

Ratas tratadas com S-fluoruracil na dose de

2¢ mg/kg.

Ratas tratadas com S-¥fluoruracil na dose de

3emg/kg.



mn)
LA

Sub-Grupo E3 - Ratas tratadas com S-fluoruracil na dose de

40 mg/kg.

Colhidos os diversos dados foi realizada a anal’

estatistica dos resultados.

3 - Andlise Estatistica

Foi realizada Analise de Varifincia a deois critérios e

Teste de Tukey. Para porcentagem de gestagio foi feito o

Teste do X=,
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3 — RESULTADOS



1 ~ Variacfo do peso materno

0s dados da Tabela 1 referem-se an ganho de peso total
de ratas do grupo controle tratadas com solucdo fisioldgica
Os?% 1.P.s e das ratas tratadas com S~fluoruracil (5-FU)
nas doses de 12, 20, 3¢ e 40 mg/kg aes 9=, 10°, 11, 12=

ou 13° dias de gestagdo.

Pode—-se wverificar pela Tabela 1, que o0& animais

controle apresentaram um ganho de peso médio de 112,7 gramas

durante a gestacio.

Pela Tabela 1 e Tabela i-A verifica-se que houve uma
diminuicio significativa no ganho de peso dos animais

tratados nos 9°, {9=;11° e 122 dias de gestagau com as doses

de 30 e 40 mg/kg de S-fluoruracil com relagd3c ao grupo
controle (Figura 1), n3o ocorrendo diferenca para as doses
de 10 e 2@ mg/kg. ODbservou-se também, que nao ocorreu
diferenga do ganho de peso maternpo estatisticamente
significante para os animais que receberam tratamentoc no 13°

dia de gestagios com quaisquer das doses.



Tabele 1 - Madia de ganho de  pego (em gramas) de ratas prenhes tratadas com solugia
fisioldgica (0) e com 5-fluoruacil nas doses de 10, 20, 30 e 40 ngrkg aos dias 9%, 109,
119, 127, ou 13% dias de gestagbo.

9% dia 10% dia 11° dia 12¢ dia 132 dia
0 S 107,2213,2 111,2+16,1 116, 6:24,5 121,8=14,8 106,8+22,2
10 (S 105, 4230, 3 103,4+42,7 86, 6+36,5 g,6x41,0 118,823,7
20 (5 99,234, 4 119,0+21,5 64,2133, 4 75,8234,8 88, 4240,5
20 S 28,6+12,4 33,4+30,8 J6,4+9,5 ¥0,0+8,9 85, 6221,6
40 (5 26,4128,3 28,8+10,9 44 ,6211,6 34,0221,0 67,0:16,5

Obs.: (enire par&nteses o nimero de ratas).

8¢



Tabela 1-A - Analise de Variancia relativa ac ganho de peso
de ratos em relac3o aos dias de administracio de S-
fluoruracil nas dases de 1@, 2@, 3% e 40 mg/kg (nivel de
significancia 5%)

?e dia
Fonte de 6L sa @M T TwpnTTTT
variagao
total 24 44739,76 0T
entre ratos 4 &003,74 1500,94 4487
entre doses 4 35240,546 8810,14 4¢,32
residuo 16 3495, 44 2iB8,44
_______________________ 1e= dia T
Fonte de 6L  sa TaM T TEpeTTTTT
variagio
total  Tea T s7se2,36 T
entre ratos 4 195644,16 4911 ,04 34,94
entre doses 4 353909, 36 8977 ,34 534,87
residuo 16 2248,B4 149,35
o B 1= gia o
Fonte de &L  se e T ThpeT T
variagao
total 24 " 37445.,44 O TTTTTTTTTT
entre ratos 4 1914,464 478,86 0,52
entre doses 4q 21271,84 5317,94 387
residueo 16 13479,14 204,94
""""""""""""""""""""" 12 dia  __TTTTTTTTTTTTT
Fonte de T oL TTTTTTse T T
variagao
total =24  39854,96 00T
entre ratos 4 4285, 34 1674%,34 1,23
entre doses 4 21&634,148 548,54 b521
residuo 16 13935,44 870,94
"""""""""""""""""""""""""" 13= dia 7
Fonte de 6L __se @M T TTEgmTTTTT
variagdo
total 24 25229,44 T TTTTTTTTTTC
entre ratos 4 1357 ,04 389,246 2,40
entre doses 4 Be37,44 209,346 2493
residuo 16 15634,%4 977,18
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Figura 2 - Numero de recem-nascidos vivos de ratas prenhes tratadas con solugan
fisiologica e J-fluoruracil nas doses de 18, 28, 38 e 40 wmy/ky aos 95 10° 1 12°e 13

dias de gestagdo
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2 - Porcentagem de gestacfo

Com rela¢g8op & porcentagem de gestac3o, as ratas do
grupo controle apresentaram 100¥% de prenhez ao termino da

gestagao em tedos os dias de tratamento (Tabela 2).

Foi observada diminui¢io significante da porcentagem
de gestagao a termo com o aumento da dose. Com a dose de 39
mg/kg e 40 mg/kg de S5-fluoruracil foi em torno de 3@¥% em
relagido aos animais controle (10¢%), indicando que embora os
animais tivessem apresentado diagndstico de prenhez positiva
no dia zero da gestaglos o tratamento com o antimitotico

interferiu com o desenvolvimento normal da mesma. Nio foi

observada wvariac¢so significativa entre os tempoDs de
tratamento, embora se observes pela tabela 2, que houve
menor comprometimento da porcentagcem de gestacao a3 termo

quando a droga foi administrada ac 132 dia. (Teste X<).

va
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Tabela 2 - Porcentagem de gestaclio a termo de ratas tratadas com solugdo fisioldgica (0) )
com § fluoruracil (5~FU2 nas doses de 10, 20, 30,e 40 mg/kg aos 9%, 109, 11°, 129 ou 137
dias de gestac¢3o.

Tempa de o - — T
9? dia 10? dia 11° dia 12% dia 139 dia
v e ow w A
10 100 &0 B0 ea 100
20 60 100 40 BO Ba
30 a 20 a 60 80
40 a 20 o 20 80

a3



3 - Numero de implantacdes uterinas

Pela Tabela 3 verifica-se gque n3o houve alterzacio
significativa quanto ao numero de implantacOes uterinas em

relac3o aos animais do grupo controle.

Pbde-se verificar tambem gque n3o0 ocorreu alteraci3o
significativa no ndmero de implantagdes uterinas para oOs
animais tratados nos 10°, 11, 12® pu 13“ dias de gestac¢so
com nenhuma das doses de 5-Ffluoruracil. No entanto, para as

ratas tratadas aoc ?° dia de gestacios, houve uma diminuic¢iZo
no numerc de implantacdes uterinas (Tabela 3 e Tabela 3-A4),

sendo esta diminuig2o evidente com a dose de 3@ mg/kog.



Tabela 3~ Nimero de inplantagdes uterinas de ratas prenbes tratadas com solucdo fisioldgica
(0) e com S5~Fluoruracil nas doses de 10, 20, 30 e 40 ng-kg aos g%, 10°, 117, 12° ou 13¢
dias de gestacho.
“T;apn de T T
estagao
doses 9° dia 10% dia 11° dia 12° dia 137 dia
{mgrieg)
56 53 63 44 a7
0 (11,2£1,7) (10,623, 3) (12,6+L,D (9,622,2) ° {9,422, 2)
66 39 43 39 57
10 (13,2:2,1) (7,816,6) (9,Bx5,0 (7,86, (11,4=1,9>
Se 56 45 3z 50
>0 €10,4:0,5) (11,22, (a,0:4,5) (7,424,808 <10, 0+2, 32
3 64 53 64 57
30 (6,4:5,6) (12,821,3) (10,6+5,4) (12,822, 1) (11, 4+2,02
62 52 50 36 S1
40 (12,4:1,2) (10, 4£5,3) {10,025.3D (7,25, (10, 22, 6D

B L S p——

——

—————

Mimeros entre paré&nteses indicam a média = desvio padrio.
Cada valor na tabela corresponde 3 5 ratas,

s i e o ———
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Tabela 3-A

- Analise

implantagbes uterinas
S~-fluoruracil nas
mg/kg {(nivel de significdncia 5%)

administracio de

de VYariancia
entre ratos

?° dia

relativa ao

em relacio
doses de 1@,

numero de

aos dias de

29, 306 e 40

entre ratos
entre doses
residuo

160,56

Fonte de
variagao

entre ratos
entre doses
reciduo

- A e e A e e e e e NN W B I TR R ket S B PIF W ke e W ET e e e e e e e e e e e

Fonte de
variacao

entre ratos
entre doses
residuo

562,00
B46,80
36,80

438,40

A e e A — i B e i e dm e el il R S M o i i dem e L MR WY B o e e e A BN R N WES T e e e i AR R A MM W AN P

Fonte de
variagdo

entre ratos
entre doses
residuo

102,146
11,14
414,64

et e e A T ——— e e Ak W e e e B e R A Ty e e WA R M e e e e ek ma AR A e e A A

Fonte de
variac¢ao

total

entre ratos
entre doses
residuo

e i Ak TR A M e e S B B T e i B e A N Y e S T L e et A e e T ———

35



4 - Ndmero de reabsor¢des fetais

Nos animais cont-ole n3o foram observados pontos

reabsorgso fetal em nenhum dos grupos estudados (Tabela 4).

Observa-se (Tabela 4 e Tabela 4-A) que as ratas
tratadas com S-fluoruracil nos 92, 18, 11= 2 17° dias de
gestac3o apresentaram um aumento quantoc ao numero de
reabsor¢bes fetais em relagl3o aos grupos controle, com as

doses de 3@ e 4¢ mg/kg.

No 13= dia entretanto, o ndmero de reabsorg¢oes
fetais, embora elevado com as doses de 29, 32 e 40 ma/kg de
5-fluoruracil, n3o foi significativo a analise

estatistica, em relagio ao controle.



Tabela 4 - Mdaero de reabsorgoes fetais de ratos tratados

com

solugio fisicldgica <02 e com

S-fluoruwacil (5FU) nas doses de 10, 20, A,e 40 mgrkg aos i0°, 122 ou  13°
dias de gestagio.
_*qm—“:;;—dia 11° dia _ 12‘:;13 139 dia H
H] *“-; ------------ ;ﬂh o - ) D_" 0
10 2 1 0 0 3
20 10 2 23 4 10
30 32 S8 23 4] 15
40 62 49 &0 39 19

Csz wvalor ma tabela corresponde 3 S ratas.

Lt
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Tabela 4-A - Anidlise de Variancia relativa ao nimero de
reabsor¢fes uterinas de ratos em relagdo aos dias de
administragdo de S-fluoruracil nas doses de {0, 20, 30 e 40
mg/kg (nivel de significincia 5¥%)

?° dia
Fonte de 6L sa@ T TToW TTTTTTTTmpRTTTT
variacgio
total 24 792,56 T TTTTTTTTUC
entre ratos 4 58,94 14,74 1,25
entre deses 4 544,924 134,24 11,595
residuo 16 188,64 11,79
"""""""""""""""""""""""" tes dia T TTTTTTT
Fonte de GL  _sa& “Tam T TTRpRTTTTT
variac¢io
total " Tea T TTgyg T TTTTTTTTTTTTTTT
entre ratos 4 74 18,50 2.ci
entre doses 4 &7 9 167,59 20401
residuo 16 134 8,37
T T T 1 dia T T
Fonte de 6L  sa  aM  Tmpw 77T
variacao
total 2a 972,96 T TTTTTTT
entre ratos 4 34,36 1,34 2,05
entre doses 4 J32,36 133,14 4,89
residuo 14 435,014 2719
T T T T T T e T4 Tttt
Fante @ TTTTRLTTTTTTTTTeeTTTTTTTTTT GH TR
variacso
total 24 622,00
entre ratos 4 14,00 3:50 @,20
entre doses 4 328,40 B2,10 4,70
residuo 14 277,60 17,47
Rt A T
Fonte de 6L Tsa T TTam T T Twmpw T
variac3o
total 7 234 1B8s64 T
entre ratos 4 41,84 19,46 1,74
entre doses q S0.64 12,66 2,10

residuo 146 QL. 16 6,01



5 - Numero de recém-nascidos vivos por ninhada

0s dados apresentados nas Tabelas 3, 3-A e Figura e
nmostram que os animais controle ¢ os tratados com o© S§-
fluoruracil nas doses de 1@ e 20 ma/kg nos varios dias da
gestag30 apresentaram nimero wvariavel de recém-nascidos
vivosy sendo que o0 numero nd8c diferiu significativamente

entre controles e tratados.

Os animais que receberam 39 e 40 mg/kg de 5-
fluoruracil apresentaram reducdo significante do numero de
recem-nascidos vivos nos varios dias de tratamento, com
relac3o aos controles, sendo 4que em muitos casos nao houve

formag3o do ewmbriio. Com a dpse de 30 mg/kg, oOcorreu o
nascimento de numero apreciavel de filhotes vivos,; guando a

0 ) .
droga foi administrada ao 12 e 13 dias de gestacao.



Tabela 5 -~ Nimnero total de recém-nascidos vivos de ratas prenhes tratadas com solugdo
fisioldgica (0) e S-fluoruracil nas doses de 10, 20, 30 ¢ 40 mg/kg aos 99, 10°, 11Y, 129 ou
13° dias de gestagio.

9% dis 10° dia 11° dia 12° dia 137 dia
56 53 63 48 47
a (11,221,7) (10, 623, 3) (12,621,8) (9, 622,22 €9,422, 1)
62 38 43 39 54
10 (12,422, 0) (7,626, 4) €9, Bz5, 0> (7,826, 0) <10,822,8>
39 54 22 27 34
20 (7,8:4,0) Q10,8:3,1) (4,425,4) (5,4£5,0) (7,6:4,8)
0 6 0 19 25
30 (1,2:2,4) (3,823,2) (5,0:5,4)
0 3 0 _ 0 0
40 <0,61,2)

Nimeros entre parénteses irdicam a média t desvio padria por grupo.
Cada valor ma tabela corresponde 2 5 ratas.



Tabela S-A

- Anilise
recem-nascidos vivos
administracioc de

de Var
de rata

idncia

s em
S~fluoruracil nas doses de 190,

mg/kg {nivel de significdncia S%)

9:!

dia

relativa ao
relagio

47

numero

dias

de
de

3¢ e 4@

—— A B T S P e ek e B T e v e e U M e e e e e B g e e Ak AT T e e ek WP mm min = ——

—— A = L R e i A T T - S e P TE = i E EE e = R wm Ak A T Bt mm e e b Seh o A T T T

entre ratos
entre doses
residuo

B6,16

e e L e A e Y ek A M A e S S e A M A e e MRS T i ke e A

Fonte de
variagao

entre ratos
entre doses
residuo

e A = A mm e e AR A mm rar e SR A e A Ar B e e S R R e B RS T eyl A M TR g e e W M v e — - A

total

entre ratos
entre doses
residup

223,91

16,04
163,14
13,94

e . — . ———— e ——— o — e T Ty i S ———— i - A - ————— Tt S o —————

iy S G e e e e T N e e AN B S s e e e e m  TE e A ik Ak W TR TN o b W ATy — ———

e At e e kA S e e AR e e S e Wk S e e W e e S e e e ke e M TE T e e -

entre ratos
entre doses
residuo

e — e e ——— i —— ke - ———— T — A ——— A A ———— e B ——

Fonte de
variagio

AR S = A B g e R M W o e ek S e W W . W = e M e . i A = — —

entre ratos
entre doses
residuo

i e i A — e A e A i — e v A o e o A R et AR W TR e LS e Ak A M e e R TR e —— o — — =

41



&6- Humero de fetos mortos ao termo da gestzcip (natimortos)

A Tabela & nos macstra que as ratas pertencentes ao
urupo controle n3o apresentaram fetos mortos ao termo da

gectacio.

Os animais dos grupos tratados com 1@ ou 20 ma/kg de

S5-fluoruracil ao 9° dia de gesta¢3c apresentaram um total de
5 fetos mortoss; com a dose de 20 mo/kg, 7 natimortos foram
observados quando as ratas foram tratadas aons 12° ou 13°
dias de gestagio. Para as ratas tratadas no 10° g 11° dia
com qualquer wuma das duas doses; nao se wverificou a

presenca de fetos mortos.

Com as doses de 30 e 4@ mg/kg de S5-fluoruracil para as
ratas tratadas no 12° ¢ 13* dia de prenhez, observou-se um
total de 54 natimortos, sendo que 49 destes, nas ninhadas de
ratas tratadas com 0o antimitotico ac 13° dia de gesta¢3o.

{Tabela &6 e Tabela &-A).

-k

,.
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Tabela 6 - Méimero total de fetos mortos, verificados ao termo da gestacdo, de ratas tratadas
con solucldo fisioldgica (0) e com § fluoruracil (5~FU) nas doses de 10, 20, 30, e 40 mg/kg
aos 9%, 10%, 119, 12° ou  13° dias de gestagio.

10° dia 119 dia 12 dia 139 dia “
0 0 ) 0 ;— 0 0
10 2 0 ] a 0
20 3 0 0 5 1
30 0 0 o 4 17
40 o o 0 1 32

Fr



Tabela &~A - Analise de variancia relativa 30 ndmerc de
fetos mortos de ratos em relagd3o acs dias de administrag3o
de S-fluoruracil nas doses de 10, 20, 30 e 40 mo’/kg (nivel
de significincia S¥%)

9&
Fonte de 6L sa oM pEnTTTT
variac3o
totar 7 24  8,ee T
entre ratos 4 2,80 @,20 8457
entre doses 4 1,60 9,40 1,80
residuo 16 5,69 0,35
""""""""""""""""""""""" 1357315 T
T
variagao
total 7 24 | Ra,1e T TTTTTTTTTTTTTT
entre ratos 4 6,06 1,64 2:21
entre doses 4 De76& 1,44 1,94
residuo 16 1¢,84 2,74
""""""" 135 qra T
Fonte de 6L _ sa  “aM TTTRpRTTTTT
variag3o
total 24 Taeeyee T TTTTTTTTTTT
entre ratos 4 io,ed 2.5@ 8,33
entre doses 4 162,8@ 40,70 5,446

residuo y - 112,20 7345



a4

7 - Peso médio dos recém~nascidos

0 peso médio dos receéem-nascides vivos, tanto dos
animais do grupo controle como dos grupos tratados com o 5-
fluoruracil nas doses de 10, 20y 30 e 40 m9/kg aos 9°,
1=, 11°, 12° gu 13* dias de gestacHo, nao mostrou

variag¢3do siginificativa.



B -~ Alteracbes macroscopicas nos fetos

A analise macroscopica foi feita sob lupa de pequeno
aumento analisando-se quanto a: implantaco de orelhas,
olhoss conformac8c cranianas palato, desenvolvimento dos

membroe inferiores e superiores € regiao Caudal,

B.1{ - Filhotes da mEes tratadas 3o 9= dia da prenhez

Nos animais tratados no 9° dia de prenhez pode-se
verificar gque dos 596 fetos do grupo controley, nenhum
apresentou anormalidades no seu desenvolvimento. Nos &2
fetos ctujas mides foram tratadas com o S~fluoruracil na dose
de 19 maskg foram encontradas {3 malformados (21%X). Dos 13
tetoss 1€ apresentaram fenda labial, 10 exencefalia e 3

tinham pontos hemorragicos na regipo craniana (Tabela 7).

Nas mi3es tratadas no 9° dia com a dose de 2@ mg/kg de
S—-fluoruracil foram encontrados cex dos fetos com

mal formacdes. Desses fetos, & apresentaram fenda labial e S

exencefalia (Tabela 7).

Quanto as ratas tratadas ao 92 dia com as doses de 30
e 42 mo/kg, sempre ocorreram reabsorcies fetaise Fficando

prejudicadas, portanto, a observacio de malformacides.
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B.2 - Filhotes de mdes tratadss ao 16° e 11% dias de prenhez

0s recem-nascidos das ratas tratadas durante o 10° o
11® dia de prenhezy, tanto do grupo controle, como naquelas
que receberam o] S5-fluoruracil nas doses de 10s 20 ou 3¢
mg/kg n3o apresentaram malformagBes externas, nem anomalias
do germe dentario. Nasm fémeas tratadas ao 11° dia, com as

doses de 39 e 49 mg/kg9s houve reabsor¢io total dos fetos.

8.3 - Filhotes de miews tratadas ao iB° dia de prenhez

Os recem-nascidos das ratas tratadas durante o 12° dia
de prenhez com a dose de 1® wmg/kg n32o apresentaram

malformacoes externas ou alteracoes do germe dentario .

No grupo de fetos cujas m3es foram tratadas no i2® dia
de prenhez com as doses de 20 e 3% mo/kg foram verificadas
mal formacBes diversas. Dos 27 fetos oriundos de mies
tratadas com a dose de 20 maskg, & (22%X) apresentaram
mal formacbes externas. Entre os que apresentaram anomalias,
4 tiveram crescimento reduzidos 6 edema difuso, 6

auséncia dos membros inferiores e superiores (Tabela 8).



Dos 19 +fetos oriundos de maes tratadas com a dose de
30 ma/kgy 9 (47X) apresentaram mal formacOes externas, sendo
S com auséncia dos membros, 2 sem dedos e 2 com auséncia da

cauda (Tabela B).

Quanto &4s ratas tratadas com 40 mg/kgy a quase
totalidade dos filhotes foram reabsorvidos na fase
embrionaria, f{icando obviamente prejudicadas observacdes

quanto a mal formacdes.

8.4 - Filhotes de mEes tratadas ao 13° dia de prenhez

Tanto os fetos de ratas controle gquanto os fetos de
ratas tratadas com ¢ 5-flucruracil nas doses de 106 e 20

mg/kag nio apresentaram mal formacdes externas.

Quanto aos fetos oriundos de m3es tratadas com 30
mg/kg de 9-fluoruracil, foram encontradas em 72%
mal formactes externas. Dos 25 fetos estudados, oriundos de 2
ninkadas (49%)y 18 apresentaram menor pesoc corporeo e 9

tinham edema difuso e somente os brotops correspondentes aos

membros (Tabela 9).

Nas ratas que receberam 40 mg/kg de S-fluoruracil,
ocorreu reahsorgio e morte fetal dos embrifes implantados,

n3o sendo no entanto possivel a obserwvac3o dos fetos.

4%



9 -~ Anadlise microscdpica dos germes dentarios dos fetos de

ratas

Na histomorfolegia +Foram observados ©ps germes
dentarios de fetos de ratas quanto: &s céelulas da polpa,
presen¢a ou nao de processo inflamatorio, O tecido dsseo e o

pProprio germe dentario.

Os germes dentarios, de fetos cujas mBes foram
tratadas com sclug3c NaCl-0,%9% {(grupo controle), nos varios
dias da gestac30, apresentaram morfologia segundo Farris.

(1971) denominada fase de “campanula” (Figura 3, 4 e 5 ).

As celulas formadoras do dente apresentaram-se em
paligadas formando duas camadas contiguas, uma de
odontoblastos ¢ uma de ameloblasteos. Pode-se wverificar a
cavidade pulpar preenchida por tecido conjuntivo frouxo.
Nesta fase observou-se ainda uma aposi¢cio de estreita camada
de dentina e uma semelhante e continua camada de esmaltes na
regido labial do dente tanto dos incisivos superiores como
dos inferiores. Na regido lingual ocorria apenas aposigio de

dentinas nao havendo portanto a camada de ameloblastos.
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Na camada de dentinas que ¢ircunda a polpa, foi
observada uma nitida faixa de tecidos mais <clara que a
mesma, na regido contigua & polpa e correspondendo & pré-

dentina.

Por ser um dente de crescimento continuo, nra regido
mais apical, verifica-se apenas as c€lulas precursoras dos
ameloblastos e dos odontoblastoss assim como uma porg¢ac de
células germinativas na regi3ao da polpa. Além dessas
estruturas verificou-se no espacgo _periodonta] uma massa de
tecido conjuntivo frouxo com presenga de fibras colagenas

direcionadas lembrando o ligamento periodontal.

Ao redor do germe dentdario pode-se observar a presenca
de osso alveolars com trabeculas uniformes e regulares,
separadas umas das outras por tecido conjuntivo frouxo,
sendo que =apenas 0O quarto mais incisal do dente n3aoc era

circundado por este tecido.

Dos 2@ fetos estudados oriundos de m2es tratadas com o
S-fluoruracil no 9%° dia de gestacdo com a dose de 10 mg/ko
(Figura &) observou-se apenas trés germes dentarios com
mal formagdes (15X}, sendop ectes distribuideos em ratos de
duas ninhadas (40%). Dois deless apresentarém alterag¢des
moderadass ou sejas tinham o8 nucleos da2s células da polpa

mais arredondados e hipercromaticos. No terceiro feto, foi



evidenciado um processo inflamatorio associado a presenca do
germe dentario. As células amelobldsticas eram arredondadas
e a camada de odontoblastos ndo foi ohbhservada (Figura 7). No
local do tecido pulpar foi verificado uma massa de céelulas

pequenas, arredondadas e mononucleares lembrande linfocitos.

Nas iareas adjacentes ao germe havia apenas escassas

trabéculas de tecido osseo com wr infiltrado de plasmdcitos.

Dentre os 16 filhotes de mi3es tratadas com o-
fluoruracil ac 9° dia de gestagl3o na dose de 2@ mg/kgs trés
(i18,7%) apresentaram anomalias no germe dentario, sendo
estes de duas ninhadas (49X). Pela tabela 7 pode-se
verificar que dois deles apresentaram aplasia do germe
dentario, ocorrendoe no local apenas um esboco do mesmo

(Figura 8).

No terceiroc feto além da agenesia ou aplasia do germe

dentario, foi verificado também uma fenda no rebordo dsseo.



Para o animais que receberam a dose de 39 e 40 mg/kg
de S-fluoruracil n3oc pode-se wverificar alteragac do germe
dentirio por n3o termos fetos vivos para analisarmos os

germes dos mesmos (Tabela 5).

Os recem-nascidos cujas maes receberam o
antineoplasico no 10° dia de prenhez, nas doses de 1@, 20,
30 e 40 mg/kg nidp apresentaram quaisquer anomalias nos seus
respectivos germes dentarios 5 oande seus germes estavam com
todas as camadas celulares semelhantes aos fetos dos animais
controle {(Figura 2). Tal estado de narmalidade ocorreu
também nos fetos oriundos de mies injetadas ao 1i® dia com
1 ou 29 mg/kg. Com as doses de 39 ou 40 mag/ka, houve

reabsorc¢3o total dos fetos.

No grupp de fetoss cujas mi3es foram tratadas no 12e
dia de prenhez, somente se observou fetos com anomalias do
qerme dentario com dose de 20 e 3@ mg/kg (Tabela B8). Dos
15 fetos estudados com a dose de 2¢ mg/kg,s gquatro (24¥%)
apresentaram agenesia dbo germe dentario. Em alguns casos
havia apenas o0 esbo¢co do germes no local onde este deveria
estar presentes apPresentando somente um tecido gelatinoso no
local. Na polpa era bastante evidente a presenca de céliulas

inflamatdrias mononucleares como os linfocitos (Figura 10 e

11).



Dos 14 fetos estudados com a dose de 30 mg/kg. trés
(21,4%) também apresentaram agenesia do germe dentarios como

com a dose de 2@ mg/kg {(Figura 12).

Os fetos cujas maes receberam o S-fluoruracil no {3°
dia de gestagio; nas doses de 16, 20 e 49 mgs/kg n3o

apresentaram quaisquer anomalias nos seus respectivos germes

dentdrios.

Somente foram encontradas alteragbes do germe dentario
em fetos tratados no 13° dia com a dose de 30 ma/kg de S5-
fluoruracil. Dos fetos analisados com essa dose, 20%
apresentaram agenesia do germe, alem do tecido oOsseo

aparecer com um infiltrado de tecido cartilaginoso {(Tabela

? e Figura 13).

Os resultados referentes as mal formacoes externas e do

germ=s dentario estao resumidas na Tabela 190.
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Tabela 7 =~ Incidéncia de anomalias do germe dentirio e
mal formacdes externas de fetos de ratas tratadas com 5-
fluoruracil nas doses de 10 e 29 ma/kg apg 9= dia de

gestagio.

ANOMALIAS DD GERME DENTARID

CONTROLE TRATADOS CoOM S5-FU
Y] {iéma/kg 20mag/kg

N°de fetos afetados/n® /15 3/20 3/16
de fetos examinados {19%) (194
N°de ninhadas afetadas/ 0/5 279 2/9
nde ninhadas examinadas (40¥%) (49%)
TIPDS DE ANOMALIAS
cflulas da polpa com nidcleo ¢ Eh ]
arredondado, hipercromatico
processo inflamatdrio /) { (4]
pequena quantidade de teci-
do dsseo (7] 1 )
auséncia germe dentario ) ) 2
fenda de rebordo L] 1 i
MALFORMACSBES EXTERNAS
N°de fetos afetados/n® 0/56 13/62 8/39
de fetos examinados (21%) (208%)
N°de ninhadas afetadas/ @/5 2/5 1/5
n®de ninhadas examinadas (49%) (2ex)

N°total de mal formacdes o 13 8

o ———————————— A —————— - ——— . - T —————— i, — Sy



Tabela 8 - Incidéncia de anomalias do germe dentario e
mal formagdes externas de fetos de ratas tratadas com 5-
flucruracil nas doses de 20 e 30 mgrkg ao 12 dia de
gestacdo.

ANOMALIAS DO GERME DENTARID

CONTROLE TRATADOS COM S-FU

& eémg/ kg 3éma/kg
N°de fetos afetados/n® 0715 4715 3714
de fetos examinados (2&6%) (2144%)
N°de ninhadas afetadas/n° e/5 2’9 3/95
ninhadas examinadas (49%) (&0%)
TIPOS DE ANDMALIAS OBSERVADAS
células da polpa com ndcleo o 2 0
arredondado, hipercromatico
processo inflamatodrio L) 2 o
pequena quantidade de teci- 9 L] ]
dg osseo
auséncia germe dentario @ 4 3
fenda rebordo L] L] L]
MALFORMACDES EXTERNAS
N®de fetos afetados/n° /48 &/727 /19
de fetos examinados (22X) (47 %)
N°de ninhadas afetadas/r® 0/5 2/5 2/5
ninhadas examinadas (40%) (40%)

N?total de malformagdes ) & g

———————— . i S o e o o i e L Al AR S — . —— i — o —



Tabela ? - Incidéncia de anomalias do germe dentario e
mal formacdes externas de fetos de ratas tratadas com S-
fluoruracil na dose de 39 mg/kg 2o 13® dia de gestacdo.

ANCMALIAS DD GERME DENTARIOD

CONTROLE TRATADOS COM S-FU

@ 39mg/kag
N°de fetos afetados/n° /15 2/10
de fetos examinados
N°de ninhadas afetadas/ 0/5 1/5
n de ninhadas examinadas (20X)
TIPOS DE ANDMALIAS OBSERVADAS
células da polpa com nucleo @ ¢
arredondados hipercromiatico
processo inflamatario @ )
pequena quantidade de teci-
do 6sseo e 2
auséncia germe dentario ? 2
fenda de rebordo ) L)
MALFORMACOES EXTERNAS
N°de fetos afetados/n9 es/47 18/25
de fetos examinados (72%)
Nde ninhadas afetadas/ /5 4s5
n*de ninhadas examinadas (8e%)

ndmero total de mal formacdes ) 18
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Tabela i@

~ Quadro

ge

dentdrio de

COm

S—-fluocruracil

ral das
fetos de ratos,
(S-FU) nas

alteragtes macroscopicas

cujas

doses de 18,

58

e do germe

maes foram trvratadas

29 3¢ ou 490

ma/ks aos 9°,109,41°,12° ou 13° dias de gestacBo.

f
!
I

———————————————— o — e —— - i b s s B S i i
I I §
dia de gestaclo | dose | alteragSes morfoldgicas| germe dentario
1 S5-FU | (macroscopicas) I
---------------- o e e e e e e e e o o i B i e e e e
I 1@ | 21X malformagoes I 15% anomalias
g I 20 | 2¢X malformacles | 19% anomalias
I 3@ | reabsorcio total | prejudicado
| 49 [ rveabsorc¢io totatl | prejudicado
———————————————— e e e e - o e
I @ 1t sem malformacoes | sem anomalias
ia= I 20 1 sem mal formagBes | sem anomalias
| 3@ | sem malformagoes | sem anomalias
| 40 | 94,2% reabsor¢Oes e | sem anomazlias
| { 3 fetos vives normais |
—— —_—— e ol o e o o . e e e e e o e e e s i b e F——_————— e e e
I 16 { sem malformagOes ! sem anomalias
i1= I 20 | sem mzalformagdes | sem anomalias
I 30 | reabsorgip total [ prejudicado
[ 40 | reabsorg¢io total I prejudicado
———————————————— o —— e 1 e e i e o e e e e e —
] 1@ | sem malforma¢des | sem anomalias
i2= I 20 | 22X malformacdes 1P&% agenesiz do germedi
I 3@ | 47%¥ malformaghes I2i% agenesia do germel
] 40 [ 97X reabsorcées e I
{ f 1 feto morto | prejudicado
———————————————— + —4— e ——— e i e —
i 106 | sem malformagdes i sem anomalias
13- i 20 1| sem malformaghes I sem anomalias
| 30 I 72X malforma¢oes {20X% agenesia do germel
| 40 | 37X reahsorgbes e {
| i 43X fetos mortos H prejudicado
—— ————— + - - e
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Figura 3 - Microfotografia do incisivo central
inferiorscorte longitudinal, de feto oriundo de ratas do
grupo controle.Germe dentario em condi¢cOes normais de

desenvolvimento. P - polpa dentaria; Aumento 32X.



Figura 4

~ Microfotografia

corte longitudinals de feto

controle.

Germe dentario

do incisivo central superiors
oriundo de ratas do grupo
em condigcoes normais de

desenvolvimento. P - polpa. Aumento 32x.
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Figura S5 - Microfotografia do incisivo central inferior,
corte longitudinaly de feto oriundo de ratas do grupo

controle. Camada de odontoblastos (C@) e ameloblastos (CA);

P - polpa dentaria. Aumento de 200X.
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Figura é - Microfotografia do incisivo
corte longitudinal, de feto oriundo de
fluoruracil ao 9° dia de gestacidaos na
Germe com caracteristicas de normalidade

- polpa dentaria. Aumento 100X.

central superiory

rata tratada com 5-

dose de 1© mg/kg.

(entre as setas).

P
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Figura 7 - Microfotografia do incisivo central inferior,
corte longitudinal,; de feto oriundo de rata tratada com 5-
fluoruracil ao 92 dia de gestagaos na dose de 1@ mg/kg.
Germe dentario anormal (entre setas); n3o ocorrendo a
formac3o0 dos tecidos dentarios e suas células n3o s3o

semelhantes ao controle. (Figuras 3 4 e 35). Aumento 100x.
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Figura 8 - Microfotografia da area onde estaria o germe
dentario do incisivo central superior (agenesia; entre as
setas). Corte longitudinal de feto oriundo de rata tratada

com S-fluoruracil ao 9° dia de gestac3o, na dose de 20

mg/kg. Aumento 100X.
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Figura 9 ~ Microfotografia do incisivo central inferior
(entre as setas)s corte 1longitudinal, de feto oriundo de
rata tratada com S-fluoruracil ao 19 dia de gestagios na
dose de 10 mg/kg. Germe dentdario com caracteristicas de

normalidade. P - polpa dentaria. Aumento 32x.
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Figura 1@ - Microfotografia de um corte 1longitudinal da
regifio de wum incisivo central inferiory de feto oriundo de
rata tratada com S-fluoruracil ao 12° dia de gestag3os, na

dose de 2@ mg/kg. Aplasia do germe dentario. (Aumento 200X).
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Figura 11 - Microfotografia de um corte longitudinal da
regiso superiors de feto oriundo de rata tratada com 5-
fluoruracil ao 12° dia de gestag3os na dose de 2@ mg/kg.

Aplasia do germe dentario . Aumento 200X.



Figura 12
regido de
tratada com

de 30 mg/kg

- Microfotografia

de um corte longitudinal da

um incisivo superiory de feto oriundo de rata

S-fluoruracil

ao 12° dia de gestac3io, na dose

. Aplasia do germe dentario . Aumento }1eex.



Figura 13 - Microfotografia de um corte longitudinal da
regiao de ’um incisivo central 1inferior, de feto oriundo de
rata tratada com 5-fluoruracil ao 13® dia de gestac3os na

dose de 30 mg/kg. Aplasia do germe dentario. (Aumento 200X).
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DISCUSSXO



£ bem conhecido que muitas substancias

.dministradas =a gestantes em determinados Pperiodos de
prenhez podem causar distdrbios do desenvolvimento
embrionarioy, no homem e em vdrias especies animais.
Conforme o periodo e doses utilizadas, causam lesdes
incompativeis com a sobrevida do conceptoy resultando em
reabsor¢3o precoce do embrifoy aborto expontaneo ou
natimorto de termo. Pode resultar ainda em individuos
portadores de malformacdes compativeis com a sobrevida, as
quais podem ser de natureza morfologica ou funcional.
Observam-ce ocasionalmente retardo do desenvolvimento do
embri3o ou de orgdos especificos, com possibilidade de
recuperacio apos o nascimentos resultando adultos normais.
Certas drogass na dependéncia de dose e de frequéncia de

administragio causam danos tambem ac organismo materncy com

E—4 o
repercussoes sobre O embrian.

Os antimitoticos constituem-se em drogas
particularmente toxicas tanto para organismos adultos como

para aqueles em formacaoc (Goodman e Gilman's, 199@¢).

No esquema experimental do presente trabalho
optou-se por administrar doses unicas de S5-fluoruracil para
cada rata,; em dias determinados de prenhez (Dagg, 19469). As
m3es n3o apresentaram o5 efeitos colaterais associados ao
antimitdticos, como sejam diarréias queda de pelo, lesfes de

mucosa etec., mesmo quande receberam as doses altamente



embriotdxicas de 3¢ e 40 mg/kg. O ganho de peso fol quase
sempre normal, comparando-se aovs animais controle. Somente
aquelas tratadas com as doses acima referidas, aos 9°, 16-°,
11° ¢ 12° dias de gestag3o, apresentaram menor ganho de
peso, possivelmente em decorréncia do elevadpo ndmero de
reabsor¢bes embrionarias. Nestas ratas o nidmero de filhotes
vivos foi muito reduzido, indicando grande embriotoxicidade
do 5-fluoruracily naquelas doses e naqueles periodos de

gestagao.

A escolha dos tempos de gestagio para a
administracao do antimitdotico (9° ao 13° dias) se deu
por estarem estes dias incluidos no periodo erganogenetico
importante para a formag3n das estruturas da cabecas e
portanto, época favordvel a demonstragio de malformacdes
nessa area (Dagg, 19493 Nishimura e Tanimuray 19763 Farris e

Briffith, 1971).

Segundo o referido por Dagg (1960) o 9 dia de
gestacdo em ratas € o de maior sensibilidade para estruturas
oculares e, em coerénciay no presente trabalho foi o dia em
que 0 S-fluoruracil causou numera mais elevado de
mal formagOess; com as doses de 10 e 20 mg/kg e reabsor¢io
total dos embrides com as doses de 390 e 40 mg/kg. As
mal formagoes externas foram frequentemente e em paralelo,

acompanhadas de anomalias do germe dentarioc. 0 elevado



T
s

Yo de resbsorcdes fetais & coerente com os dados obtidos

r Shah & Mackay {(1978) com hamsters.

Guando a drpga foil administrada ao 10® dia de
gestacios observou-sey, diferentemente, menor sensibilidade
fetal com as doses de 10, 2¢ e 3@ mo/ks de S-fluoruracil, os
filhotes resultantes n3o apresentaram malformacdes externas
nem anomalias do germe dentario; com a dose de 40 mg/kg,

mesmo havendo reabsor¢30 de 94,2% dos embribes,; aqueles que

nasceram, apresentaram—se normais.

Resultados comparaveis foram obtidos quando o
antimitotico foi administrado aoc 11° dia. Neste caso;,; n3o
se observaram malformagdes externas ou alteracoes do germe
dentdrio em nenhum dos animais nascidos ap termp da

gestacio. Com as dgses de 39 e 40 maskg n83o0 ocorreram

nascimentoss sendo todos os fetos reabsorvidos.

Ji para a droga administrada 35 m3es ao 12°
dia de gestagc3aos constatou-se maior sensibilidade fetal as
doses de 20 e 30 mg/kg, quando se observaram respectivamente
22 e 47% de malformacdes externas. Em consonancia, observou-
se agenesia do germe dentario em elevada porcentagem desses
filhotes. A dose de 40 mg/kg foi altamente embriotdxica, ndo
permitindo o nascimento de animais vives. 0 12 dia & o que

precede o0 pico de sensibilidade para fechamentn do palatos, o



oderias de slguma maneira,; correlacionar-se com 0S5

sultados obtidos (Nishimura e Tanimura, 1976).

Quando o antimitdtico foi administrado as mies
no 13° dia, dia de pico de sensibilidade para fechamento do
palato, somente a docse de 30 mg/kg induziu a fetos
mal formados (72%) e com agenesia do germe dentario (20%).
Aqueles nasclidos do tratamento Cc of 1¢ e 20 mg/kg
apresentaram-se normais. Foli menor a sensibilidade a dose de
40 mao/kg uma vez que b2,74% dos fetos evoluiram, embora

nascendo mortos, ocorrendo somente 37,2¥% de reabsor¢oes.

A luz dos conhecimentos embrioldgicos
disponiveis, é dificil explicar os fendmenos compulsados,
porem pode-se generalizar que a maior sensibilidade
embriondria ao S-fluoruracil ocorreu ao 9° dia de prenhez,
inica época em que a dose de 1@ mg/kg acarretou malformagOes
externas e anomalias do germe dentario. Menor sensibilidade

embrionaria se observa ap 13° dia de prenhez, uma vez que a

dose de 49 mg/kgs que sempre acarretou alto indice de
reabsorgio fetal, permitiu que b2,7X% dos embribdes
evoluissem,; embora nascendo mortos. Baixo 1indice de
sensibilidade f0i constatado aquando o antimitdtico foi
administrado ao 1€ e §4° dias de gestag3o, quando nenhuma
das doses causou malformagOes ou problemas de germe dentirio
nos animais que nasceram de termo. Pode-se observar que a

sensibilidade fetal wvariou conforme o estagio de evolugio
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embriondrio, sendo estes mais sensiveis nos estiagios mais

precoces.,

Observam-se que nos 9rupoOs em que ocorreram
malforma¢gdes, sempre houve anomalias do germe dentario,as
vezes em propor¢oes comparaveis e em outras ocasifiess em
Propor¢tes disparesy tornande dificil generalizar-se uma

correlagio.

Ds presentes resultades sugerem novas
experiéncias no sentido de estudar-se a evolugdoc da
dentic80 de filhotes de m8es tratadas com o S-fluoruracil
apds o nascimento, com a droga administrada nos mesmaos

periodos de gestag2o escolhidos para o presente trabalhos
bem como estudar-se os efeitos do antimitotico quando

administrado &2 mies em periodos mais pPrecoces.
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1 - 0 S-fluoruracily administrado a ratas prenhes,
interfiriu no desenvolvimento normal dos fetos acarretando
malformacOes externas e anomalias do germe dentirio, na
dependéncia do dia da gestac3o ewm que foi administrado e da

dose utilizada.

2 - Os tipos de walformacdes observadas s8o relacionadas comnm
a fase do desenvolvimento embrionarios, na qual a droga foi
sdministrada, observando-se wmaior sensibilidade a0 9° diz e

menor ssnsibilidade ao 43¢ dia.

3 - Com relacdo ao germe dentirio observou-se que na

dependéncia da dose e do dia de gestag8o, OCorreu agenesia

do orgso.

4 - Com as doses de 30 ¢ 49 wmg/kg de 3-fluoruracil observou-
s& um numero muito elevado de reabsorgio embrioniria e
morte fetaly wostrando que essas doses Sio altamente

embriotaoxicas.
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Development of embryo born from S~fluoruracyl treated rats

influence on dental germ formation.

It was studied in rats the influence of 5-
#luoruracyl on the formation of dental germ and external
malformations of rats embryo born from treated mothers. 35-
fluoruraryl was administered intraperitonealy in single dose
to each rat, that is 10, 20, 30 and 40 mg/kg in different
phases of pregnancy: 9th, 10th, tith, 12th or 13th days.
The fetuses were examined at the Z2ist of day of pregnancy,
after Caesarian operation. They were examined regarding to
external malformations, the heads cut out of hystological
examination of dental germ. The results were the following
according the days of pregnancy the drug was administered:
a)?th dayidose of 19 mg/kg caused respectively 21 and 20% of
external malformations and 15 and 19X of anormal dental
germ; all of the embryos were reabsorbed with doses of 30
and 49 mg/kgs 1@éth dayidose of 10, 20 and 30 mg/kg caused no
malformations and dose of 40 mg/kg induced 94,2X of fetal
reabsortionj 1ith day:doses of 10 and 20 me/kg caused no
malformations while with those of 30 and 40 wmg/kg total
reabsortion of fetuses occurreds 12th dayZonly the dose o7
1@ mg/ks caused no abnormal fetuses; the doses of 20 and 3¢
mg/k9 induced respectively 22 and 47% of malformations and

246-21iX% of dental germ agenesisi the dose of 49 mg/kg induced

7 e



97% of embrionary reabsortion; 13th day: doses of 19 and 2¢
mg/kg had no influence on fetuses; the one of 3¢ wmg/kg
caused 72% of malformations and 20% of dental agenesisi with

the dose of 40 mg/kg &3X of the embryo were dead at the

birth.
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