MARIA APARECIDA CARMONA ROSA KERBAUY
Cituigla Dentista

EFEITO DA SIALOADENECTOMIA SOBRE A INCORPORAGAO

DE *H-PROLINA NAS CELULAS E MATRIZ DO ESMALTE

JOVEM E DENTINA DE INCISIVOS DE CAMUNDONGOS,
ESTUDADOS ATRAVES DE RADIOAUTOGRAFIA

Orientadora: Profa, Dra. TEREZA DE LOURDES S. BARRICHELLQ

. X *":}
A s 40
% ,&gég’“ -fi%é/
199 SN L
1

Tese apresentada &4 Faculdade de
QOdontologia de Piracicaba, da
Universidade Estadpal de Campi~
nas, para obten¢Bo do Grau de
Moestrs em Odontologia, Area de
Biologia & Patologia Buco-Dental.

PIRACICABA
1986

UNIC AMP
LBLIOTECA C(ERTES



hos meus pais, AVELINA e CARLOS

Aos meus Fithos, STMONE & FERNANDO

Ao WARLTY

Carinhosamente dedico este trabalho.



A Dr@ TEREZA DE LOURDES SCARPARI BARRICHELLO, Professo
ra Assistente Doutora do Departamento de Morfolp
gia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (U
NICAMP), pela constante dedicacdo e amizade com

que orientou a realizac¢ao deste trabalho.



AGRADECIMENTOS

Ao Professor Doutor GUTLHERME BLUMEN, Coordenador do Curso de
POs~Graduacdo em Binlogia e Patologia Buco-Dental da Fa-
culdade de Odontologia de Piracicaba (UNICAMP), pela cor
diatlidade com que sempre atendeu aos alunos;

a0 Professor Doutor JOSE MERZEL, do Departamento de Morfolo-
gia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (UNICAMP),
pelas sabias sugestdes e revisdo final do texto;

a0 Professor Doutor ROBERTO DUOMINGOS ANDREUCCI, do Departamen
to de Morfologia da Faculdade de COdontologia de Sap Jose
dos Campos, mestre e orientador, que nos'possibilitou )
ingresso no curso de pos-graduagao:

a Professora Doutora SONTA VIEIRA, da Biscipiina de Bigesta-
tistica do Departamento de Odontolegia Social da Faculda
de de Odontologia de Piracicaba (UNICAMP), pela orienta-
¢ao prestada na analise estatistica;

20 PROGRAMA INSTITUCIONAL DE CAPACITACAQ DOCENTE ([PICD), pela
bolsa a nos concedida;

-

a FUNDACAOQ DE AMPARD A PESQUISA D0 ESTADC DT SAC PAULO - [FA-
PESP) -~ Processo Biologicas 79/0951-2, pelo auxilio fi-
nanceiro recebido; -

aos funcionarios do Departamento de Morfologia da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba (UNICAMP), principalimente
as Senhoras IVANY ODAS DEMETRID, MARIA APARECIDA NALIN =
MARTIA APARECIDA SANTTAGO VARELLA, pelo tratamento Cor-
dial e carinhoso dispensado a todos;

3 Sra. SUFLI DUARTE DFE OLTVFIRA SOLTANI, Secretaria dos Cur-



0% ﬁe PES~GradQ&¢§0 da Faculdade de Odontologia de Pi-
racicaba - UNICAMP, pela revisdo da bibliografia;

aos cargs colegas do Curso de POs-Graduacio, pelo companhei-
rismo e incentivos recebidosy

a todos agueles que colaboraram direta ou indiretamente na
realizacao deste trabalho.



oty
| ==
)
¥ ot
te
[ rre

INTF‘QOD{.}CAO 0 4 F & o5 B O2EEREAOE G2 E I Y EE SO

MATERIAL E METODOS venvvvinronsnsenn

RESULTADOS B4 08 € & & & B F N ELE S EN L KD ET S LN

DISCUSSE‘&D F & # 0 K & 2 K & & 0 B § £ & 2 EF 2 0 K £ 4 4 0§
RESUMO §$ 1 ¥ g p ¥y F 5 4R X FELSLE 'l EdFE A F T ELA
SUPIPiARY A1k 5 T 0 E N ME K l' L I ) .l L EEDLIE Y EFR

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ieavnrse

10

22

30

32



INTRODUCAO



INTRODUGAD

As g?ﬁndu?as sa?iQares como proviveis orgdos en
docrinos t§m sido estudadas por numerosos pesquisadores, sen-
do que OGATA et alii (1944) foi o primeiro a isolar um princi
pio biologicamente ativo do homogenado de parfdtidas de bovi-
nos, o qual foi posteriormente cristalizado por ITD & MIZUTA-
NI (1952) recebendo ¢ nome de Parotin. Este composto age de
forma gener&1izada sobre tecidos conjuntivos atigando 0 seu
deseﬂvoTvimento e aumentando sua vascularizacao (FLEMING,
¥§59, 1662; TEIXEIRA et alii, 1976). Age também sobre tecidos
mineralizados acelerando seu crescimento bem como sua calcifi
cagac (MARUYAMA, 1950; SATO, 1953; 170, 1954, STERVE & DAL MA
50, 1962).

Ac lado de trabalhos que moétraram o efeito da
administracio de extrato de glandulas salivares, ou de paro-
tin a animais, estudos foram reéiizados mostrando a influén~
cia da remocag dessas glandulas sobre varios tecidos e brgdos.
No que diz respeito aos tecidos mineralizados, SASAKI (1953)
mostrou que 0s teores de Ca, Mg e P em cinzas de o0ssos @ de
dentes de ratos sia]oadenectémizadas sao bem menores do que
quando comparédos com 0s controles. Reforg¢ando esses resulta-
dos & mostrando que o hiposialodenismo interfere no fenomeno
de calcificacao, SIERVE & DAL MASO (1962) verificaram gue hou
ve um retardo na ca]cificacgo e vascu}arizacgo do esgueleto
da cabeca, maxila e em dentes, LIMA {1975) verificou que ra-
tos sialoadenectomizados apresentaram retardb no irrompimento

dos molares assim como menor velocidade de ¢rescimento e cal-



cificac§0 dos incisivos. OGATA (1955) trabalhou com ratos sia
loadenectomizados e observou alteracoes histoiagicasldegenerg
tivas na cartilagem epifisaria, acompanhada de hipocalcifica-
050; pna zona de ossificacao observou pontos de osteoporose ;
nos tecidos dentais, principalmente os ameloblastos secreto-
res e odontoblastos apresentaram atrofia, degeneragas hidrﬁpi
ca, picnose, hipoplasia generalizada do esmalte, da dentina e
do osso alveolar; tecido pulpar atrofice e muitas vezes fibro
so, Mais tarde, MORANO (1976) também observou alteracdes mor-
folGgicas nos ameloblastos e odontoblastos de molares de vra-
tos cujas glandulas salivares foram removidas aos nove dias
de vida, assim como a influencia da sialoadenectomia materna,
realizada antes da fecundac§o,.sabre a estrutura dental dos
filhotes. Com excecao deste, o0s trabalhos acima citados apre-
Sentavam, alem dos grupos contrele e sialoadenectomizado, um
grupo experimental sialoadenectomizado com administracao dae
parotin, seﬁdo gque neste grupe ©s animais mostravam sempre uma
recuperacao das alteracdes observadas naqueles cujas glandu-
fas haviam sido removidas. Esse resultado levou muitos auto-
res, principaimente 05 da escola japonesa, a atribuir ao paro
tin uma funcido hormonal., Contudo, esses resultados sdao contro
versos porque QUINTARELLI et alii (1960) ngo observaram quais
gquer alteragdes nos 0ssos, dentes e membranas periodontais de
camundongos injetados com parotin quando comparados com 0 gry
po controle, Tamb&m AVILA LIMA et alii {1983} estudando a mor
felogia das cElulas dos orgdos odontogénico e do esmalie  de
'incisivos de canundongos sialoadenectomizados, nao observaram
qualquer alteracdo estrutural a nivel de microscopia oOptica ,
mesmo considerando que estes autores se utilizaram de técni-

cas de fixacho e microtomia mais acuradaspara observacdo da



morfologia celular,

_Podemos observar que alem dessa controversia de
resuitados, a Titeratura ngo apresenta relato de trabalhos so
bre a influencia da remocao das glandulas salivares sobre a
sintese de proteinas em estruturas do-6r930 dental, motivo pe
To qual nos propusemos realizar esse estudo, atraves de pro-
cesso radicautografico, em ameloblastos, odontoblastos e suas
respectivas mat%izes organicas de incisivos de camundongos sia

loadenectomizados e injetados com “H-pralina.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 16 camundongos M. muscufus al
binus, machos, com 35 dias de idade, pesando em média 25 g,

distribuidos em dois grupoes:

GRUPG STALOADENECTOMIZADO: constituido por 8 a

nimais cujas glandulas salivares maiores (pardtidas, sub-man

dibulares e sub-Tinguais) foram extirpadas cirurgicamente,

GRUPO CONTROLE: constituido por 8 animais cu-

jas glandulas salivares maiores foram apenas expostas e Teve

mente manipuladas,

0 procedimento cirurgico realizado nos camun-
dongos, de ambps os grupos, previamente anestesiados por ina
lacio de- 8ter sulfiirico, constou de: tricotomia, assepsia da
regiac cervical com merthiolate, in;isgo transversal logo a-
baixo do bordo inferior da mandibula, divulsdo da pele, reba
timento dos rétalhos,'extérpacgo ou manipulagao das glandu-
Jas salivares maiores e sutura da ferida com fio de algoddo.

Em seguida os animais foram recclocados em gaio
las com agua e racao* "ad ?%bﬁtum“,.e névamente pesados  no
quinto e no décimo guinto dias apos a cururgia {Tabela 1), quan
do ent3o receberam, por via intraperitcneal, uma dose Unica
de 2,5 uCi/q de peso de L-[3,4-3H] prolina (A.E.60 Ci/mmol)**,
0s animais foram sacrificados aos pares, aos 30 minutos, 2

horas, 12 horas e 24 horas apds a administracio do composto

* Racao balanceada Ceres, Piracicaba.
**Searle Amershan '



radioativo, e fixados por perfusac intracardiaca  usando-se
solucdo de p-formoldeido a 4%, pH 7,3, a 379C, durante 30 mi
nutos {WARSHAWSKY e MOORE, 1967), As mandibulas foram retira
das, seus tecidos moles cuidadosamente removidos, separadas
em hemi-mandibulas, e colocadas em so%uﬁﬁo de glutaraldeYdo

a 2,5%, pH 7,5, durante 2 horas a 40C,

TABELA 1 - Médias do peso corporal dos cemundongos controles
e sialoadenectomizados obtidos antes e quinze dias
apods a cirurgia.

GRUPOS PESO (g)
INICIAL FINAL
STALOADENECTOMIZADO 25,4%0,1249 29,470,5881
CONTROLE 25,0%0,1637 30,5%0,9258

Apos Tavagem em solucdo ta§§§0 fosfato, pH ?;Q,
as pecas foram desmineralizadas com Soluégo de acide etileno
diamino tetracetico (EDTA) a 4,13%, pH 7,4 (WARSHAWSKY e MOO
RE, 1967}, por 26 dias, a 4°C, com frocas da solucao em dias
alternados, tempo em que as pecas apresentaram-se flexiveis
e os dentes incisivos nio ofereceram resisténcia ao corte
com lamina de barbear nova.

Cada hemi-mandibula foi entdao cortada transver
salmente em duas partes, ao nivel da face distal do 2¢ molar,
sendo utilizada somente sua parte posterior, a gual aloja a
parc¢ao do 1ﬁcisivo em estudo, ou seja, a que contem 0s amelo

blastos secretores, odontoblastos adjacentes e suas respecti



vas matrizes organicas,

Em seguida, as pecas foram pos~-fixadas em . te-
troxido de Gsmio 1%, pH 7,4, durante duas horas 3 temperatu-
ra ambiente, desidratadas en 50130693 de concentracoes cres-
centes de acetona e incluidas em resina Poly Bed. 812 segundo

tecnica de LUFT (1961), utilizando as seguintes proporcdes:

50 mY de Poly Bed 812 Embedding media

10 ml de DBSA - Dodecenyisuccinic Anhydride

40 w1 de NMA - Nadic Methyl Anhydride

A mistura foi espa£u1ada levemente, para  nao
formar bolhas, durante 15 minutos e acrescida de 2% de DMP-
30, voltando a ser espatulada por mais 30 minutos.

Cortes Tongitudinais na direcao vestibulo-lin
gual dos incfsivos de cada animal, com 1 Qm de espessura, fo
ram obtidos com navalhas de vidro em ultra-microtomo Porter-
Blum MT2 e radicautografados pela t&cnica "Dipping® (KOPRIWA
e LEBLOND, 1962}, usando-se emulsac Il1ford K;5. Ap0os exposi-~
cac de 75 dias, a temperatura de 406; os preparados foram re
velados durante 4 minutos, com revelador DI18B da Kodak, lava
dos em agua destilada, fixados em hipossulfito de sGdioa 24%
durante 10 minutos, corados com azul de toluidina 1% durante
30 minutos e montados;

As estruturas.hist01ﬁgicas foram observadas em
microscopio optico Zeiss e as contagens dos graos de Ag redu
zida foram feitas utilizando-se uma ocular KPL 8X, contendo
um reticulo tipq\wipp]e, onde cada quadrado medido, no siste
ma optico usado, corresponde & uma area de 10 um x 10 pum.

| A contagem dos graos de Ag foi feita numa area
de 100 um de comprimento'por_toda a altura das celulas e suas

respectivas matrizes na porc¢dc mais incisal da regiao secre-



tora dos ameloblastos, ou seja, imediatamente antes da re-
giae de transic¢ioc onde essas células sofrem brusca reducao
da sua altura. 0 mesmo foi feito para os odontoblastos adja-
centes localizados na mesma direcao dos ameloblastos cita-
dos. |

0 resultado foi expresso pela média do n¢  de
grdos/100 um? de area e seus respectivos erros padroes.

Para analisar os resultados obtidos para os a-
nimais do grupo sialoadenectomizado em reTacgo aos do  grupo
controle procedeu-se a analise de variancia segundo dois cri
terios de classificacao, onde 0s blocos sae relativos aos in
tervalos de tempo e oS tratamentos sao os deis grupos experi

mentais., 0% valores de F calculados foram comparados com a

tabela para F com margem de erro de 5% (VIEIRA, 1981).
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RESULTADOS

I - INCORPORACAC E DISTRIBUICAO DE 5H—PROL§NA NOS AMELOBLAS-
TOS SECRETORES E RESPECTIVA MATRIZ ORGAMICA DO  ESMALTE

GRUPD CONTROLE

R anialise da distribuigdo dos gr3os de Ag redu
zida nos ameloblastos e matriz agrganica do esmalte mostrou
que, aos trinta minutos ap0s a administracao do amincacido
radioativo, a marcacao localizou-se quase que totalmente so-
bre os ame?ob%astbs, COM POUCOS graos na matriz proxima ao
~apice das c&iulas {(Tabela 2 e Figura 3); duas horas apbs a
injecdo ocorreu uma diminuigdo do nlimero de grdos de Ag redu
zida socbre 03 ameloblastoas, com aumento dos mesmos na matriz
junto aos processos de Tomes (Figufa 4); as doze horas a quan
tidade de graos tanto nos ameloblastos quanto na matriz per-
maneceu quase inalterada {(Figura 5)§ posteriormente, no tem-
po de 24 horas, houve uyma diminui¢ao sensivel nos dois com-
partimentos (Tabela 2 e Figura 6). A marcacgo rédioativa nes
ses dois Ultimos intervalos de tempo, pareceu difundir-se por
toda a espessura da matriz adamantina, ate o limite amelo-
dentinirio, As médias do nimero de graos de Ag reduzida por
unidade de Area, e sua distribuicao percentual entre os ame-

Toblastos e matriz podem ser vistas na tabela 2.

GRUPO STALOADENECTOMIZADQ

0s animais do grupo sialoadenectomizado apre-

sentaram, em todos os intervalos de tempo, numero significan
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temente maior de grios de prata sobre os ameloblastos e ma-
triz do que os correspondentes do grupo controle (Figuras.1,
7, 8, 9 e 10). Entretanto a distribuicdo percentual dos grios
de Ag nos dois compartimentos {c&lula e matriz) foi semeThan

te em ambos os grupos em todos os tempos {(Tabela 2}.

‘11 ~ INCORPORACAC E DISTRIBUICAO DE 3H“PR(}LINA NOS  ODONTO-
BLASTOS E RESPECTIVA MATRIZ DA PRE-DENTINA E DENTINA

GRUPO CONTROLE

A analise da distribuicio dos griaos de Ag redu
zida nos odontoblastos e matriz dentinaria mostrou gque: aos
trinta minutos, apos a injetéo do aminoacido radioativo, hou
ve maior qﬁantidade de marcacao scbre os odontoblastos em re
la'cao a sua matriz (Tabela 3; Figura 11); as duas horas apos
a jnjecgo ccorreu uma diminuicio da radicatividade nos odon-
toblastos com um aumento na pré-dentina (Figura 12); &s doze
horas houve uma ligeira diminuicdo do numero de graos de Rg
nos odontoblastos com um pequenc aumento na matriz {Figura
13); e as 24 horas ocorreu uma diminui¢do do numero de grios
de Ag, tanto. nos odontoblastos como na pr§~dentina e dentina
(Figura 14). As médias do nlmero de graos de Ag reduzida por
unidade de area e sua distribuic¢do percentual entre odonto-
blastos, pre-dentina e dentina podem ser vistas na tabela 3

g figura 2,

GRUPO STALOADENECTOMIZADO

0s animais do grupo sialoadenectomizado apre-

sentaram, em todos os intervalos de tempo analisados, uma



- 13 .

distribuicao da marcacao radioativa seﬁe?hante a descrita pa
ra o grupo controle, isto &, a radiocatividade foi diminuindo
no compartimento celular para aumentar na pré-dentina e den-
tina, ate o tempo de 12 horas; 55 24 horas além de diminuir
nos odontoblastos ccorreu também uma diminuicao do numero de
graos ha pre-dentina e dentina sémelhante a descrita para o
grupo controle, Entretanto, tambem agui a quantidade de grdos
foi sempre significantemente maior no grupoe sialoadenectomi~
zado do que ¢ controle {Tabela 3; Figuras 2, 15, 16, 17 e

18},
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TABELA 2 - Numero e porcentagem de grios de prata por 100 pm®, nos
ameloblastos secretores e sua matriz, de anfmais sialoa
denectomizados e controles injetados com SH-prolina. —

TEWPO ESTRUTURA  STALDABERECTOMIZADO : CONTROLE
{HORAS) He % ne ¥
tmelioblastos 1,95 1,35 60 1,35 1 g, 05 52,9
Esmalte 1,30 % 0,20 40 1,20 1 0,10 47,6
8,5 : = B
: TOYAL 3,26 2,558
hmeloblastos 1,75 % 0,78 40,7 6,90 30,0
Esmaite 2,56 F 0,24 54,3 2.10* 70,0
2.0 T -
TOTAL 4,30 2,00
Ameloblastios 0,35 ¥ 0,15 20,1 8,30 % 0,00 29,5
Esmalte _ 3,55 1 0,05 78,9 2,05 ¥ 0,35 10,5
12,0 _ - o -
TOTAL : 4,50 : : : 3,08
kmetohlastos 1,05 ¥ o,18 | 26,6 6,40 23,5
Esmalte 2,90 ¥ 0,70 7%,4 1,36 76,5
24,0 - o
TOTAL 3,95 1,70

1) Cads valor vepresenta a média da contagem em 3 cortes por 2nimal ¥ crro padrdo;
*apenss 1 antmal ansiisado,

£l p < 6.5 para difevenga do nQ de grios de Ag em cada Lompo, enire 0% nrupos.

TABELA 3 - Nimero e porcentagem de graos de prata por 100 ym?, nos
odontobliastos, pre-dentina ¢ dentina, de anijmais sialoa
denectomizados e controles injetados com SH-proting.

TEHRG ESTRUTURA STALGADENECTONIZADD CONTROLE
{HORASY He & e %
bduntoblastos 3,15 20,25 66,3 2,05 1 0,05 57,5
PrE-dentina e dentina 1,60 T 6,30 33,7 1,25 Y 0,08 37,9
0)5 _
ToTAL 4,75 _ 3,30
pdontoblastos 2,16 T 8,80 45,6 1,40 Y 0,45 42,4
pri-dentinz e dentina 2,50 * 0,20 64,3 1,90 Y 0,50 57,6
2,8 :
TOTAL 4,60 3,30
Bdontoblastos 1,60 T 0,00 35,3 v,00 T 0,10 33,3
_ Pré-denting ¢ dentina 2,85 7 0,65 64,0 2.00 T 9,38 66,7
12,8 :
TGTAL : 4,45 3,00
odantoblastos 1,56 T 0,05 40,3 0,50 21,7
Pri-dentina e dentina 2,30 T p,00 59,7 1,80* 78,3
24,5 et .
TOTAL : 3,85 * . 2,30

1} Tads valor representa a media da contegem #m 3 tortes por apimal ¥ erro padrio;
*apenas b animal englisedo. :

2}y p < 8,5 para diferenca do nf de grins de Ag em cada tempo, entre 0§ grupos.



.

N2 DE GRAOS DE AQ/IS0um

} - : MATRIZ DO ESMALTE

N
‘\“\3

7

P
1
e

St

=

&\\ SIALCADENECTOMIZADOS

- | 7] CONTROLES \\
AMELOBLASTOS - X .

-

e
e
i

i
!

e

/

]

///

o

/;5/

7z

7z

1

12h £4h 2 Zh h 245

=
(3]
v

£1G. 1- CONCENTRACAC DE GRAOS DE PRATA REDUZIDA EM AMELOBLASTOS £ MATRIZ DO ESMALTE DA REGIAD
SECRETORA DE INCISIVOS INFERIORES DE ANIMAIE S!&LQ&QEM%CTOMEZ&&QS £ CONTROLES, NO3 DIFE ~
RENTES INTERVALOS DE TEMPO APOS A ADMINISTRAGADQ DE ~H-FROLINA,

- SL -



- N® DE GRAOS DF &g/!OO}Lmz

OCDONTOBLASTOS PRE-DENTINA - DENTINA

72l CONTROLES | | #\\
| \ as

o | \\\\ N

N N v N N

\ \\\\\\ \\\\:Q T \:x i \\\ PR

: ;\\v_;._:i;.: \ 32': 3 ::‘}; |

5 | & \*‘éz‘
AN N N NN
§ §\\ § \\\ \\\\ \

i .
N\ SIALOADENECTOMIZADOS

.....

H -

I/2h 2h 12h 24h - 172h 2h !Eh 24h

" FIB.2-CONCENTRACAO DE GRAOS DE PRATA REDUZIDA EM ODONTOBLASTOS E SUA MATRIZ, D iNCiSI‘V’GS
DE CAMUNDONGOS SIALOADENECTOMIZADOS E CONTROLES, MOS DIFERENTES INTERVALCS OF
TEMPO APOS ADMIMISTRACAC DE JH-PROLINA,

- 9{' -



EM

El

PD

ABREVIATURAS

AMELOBLASTOS
DENTINA

MATRIZ DO ESMALTE-
ESTRATG INTERMEDIO
ODONTOBLASTOS

PRE~DENTINA

- 17 -



- 18 -

PRAN HAI (ms 3 - 103

-ummt-mm-w -—m"—»—-._-n.-.«......

Radivcautogramas de ameloblastos {A), da zona secretora e ma-
triz do esmalte {EM) de incisivos inferiores de camundongos
sialoadenectomizados e controles sacrificados em varios in-
tervalos de tempo apds 1nJecao de 3H-prolina. Azul de Tolyi-
dina, T600X.

FIGURAS 3 & 6:

Animais controles, 30 minutos, 2 horas, 12 e 24 horas apos
injecao de 3H~pr0]ina, respectivamente. Observar que inicial
mente 05 grdos de prata estﬁo'presenteé em maior quantidade'
na celula, migrando em seguida para a matriz onde se difun-
dem.

FIGURAS 7 a 10:

Animais sialeoadenectomizados 30 minutoes, 2 horas, 12 & 24 ho
ras apos injecao de 3H.prolina, respectivamente. Observar
gue a localizacdo dos graos de prata nos compartimentos in-
tra e extracelulares, nos diferentes intervalos de tempo, e
semeihante 3 descrita acima, entretanto a concentracao des-
ses graos foi maior tanto nas ceélulas como na matriz gquando
comparadas, tempo a tempo, com a dos animais controles.
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Radioautogramas de odontoblastos (0), pre-dentina (pD) e ma-
triz organica da dentina (D) de incisivos inferiores de ca-
mundongoé controles e sialoadenectomizados, sacrificados em
varios intervalos de tempo apos injecao de 3H-pro11na. Azul
de Toluidina. Z600X.

FIGURAS 11 a 14:

Animais controles de 30 minutos, 2 horas, 12 e 24 horas apos
a injecdo de 3H-prolina, respectivamente. A reacido radioati-
va inicialmente esta mais intensa nos odontoblastos, migran-
do, em seguida para a prée-dentina e limite pre-dentina-denti
na.

FIGURAS 15 a .18z

Animais sialoadenectomizados de 30 minutos, 2 horas, 12 e 24
horas apos a injecao de 3H-prolina, respectivamente. Obser-
var que a localizacio dos gr3os de prata nos compartimentos
intra e extracelulares, nos diferentes intervalos de tempo,
e semelhante a descrita acima, entretanto a concentracao des
ses graos foi maior tanto nas celulas como na matriz quando
comparadas, tempo a tempo, com a dos animais controles.
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DISCUSSAD

Os resultados deste trabalho mostraram que a
incorporagdo de 3H~pra?ina nos ameloblastos, odontoblastos e
respectivas matrizes organicas, tanto nos animais sialoade-
nectomizados come nos controles, nos diferentes intervalos
de tempo estudados, seguiu o padrdo ja descrito pela litera-
tura, 8 excecdo do tempo de 24 horas apﬁs a administracdo do
composto radioativo, que wostrou um decréscimo do numero de
graos de prata reduzida. Entrefanto, acreditamos que a compa
racao das concgntracges de graos, tanto no grupo experimen-
tal como no controle, nao possa ser feita entre tempos, uma
vez que a contagem dos graos fof feita numa regido fixa (por
cao mais incisal da zona secretora), nac levando em conside-
ra;Eo a migrécﬁo das celulas e respectivas matrizes, gue o-
corre em dentes de crescimento continue, como @ o caso dos
incisivos de camundongos. Portanto as células que estavam na
citada regiao de contagem aos'trinta minutos nao égo as mes-
mas ali encontradas duas horas, doze e vinte e quatro horas
apos.

Como a proposicdo deste trabalho e verificar
se existem diferenc§s na incorporacﬁo de 3H§pr011na nas CETE
Tas & matrizes estudadas entre animais dos gfupos sialoade-
nectomizado e controle, a comparacao da quantifﬁcac&b - de
grios de prata deve ser feita entre oS grupos para cada in-
tervalo de tempo. Assim sendo, 05 resu?tadosomostraram que o
no de grios de prata por unidade de Area (100 um2) tanto nas
cé}uiés em estudo como em suas respectivas matrizes organi-

cas foi significativamente maior em todos os intervalos - de
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o
tempo analisados, nos animais que tiveram suas glandulas sa-
tivares maiores removidas4 Considerandé que toda 3H;pro1ina
presente no tecido encontra-se integrando meléculas protei-
cas (WARSHAWSKY et alii, 1963) pode-se deduzir que uma maior
marcacgo radioautogrﬁféca refletiv um maior teor de protei-
nas.

Assim, nossos resultados permitem a3 analise de
duas hipoteses: a primeira de que a sintese proteica estaria
aumentada nos animais sialoadenectomizados, e a outra de que
estaria havendo um decréscimo na velocidade de degradacio das
proteinas da matriz do esmalte (SEYER e GLIMCHER, 1971; SEYER,
1872; SEYER e VINCENT, 1972; FUKAE et alii, 1972; FUKAE e
SHIMIZU, 1874; GUENTER et a]ii; 1975); e da pre-dentina QHRg
CHMAN e DZIEWIATKOWSKY, 1866; SUNDSTREM, 19715 BAYLINK et
alii, 1972). Considerando a primeira hipotese ocorre entidoc a
seguinte pergunta: uma maior atividade na sintese proteica
seria um fenameno de ordem Tocal ou esse processo estaria o-
correndo de forma generalizada em todo o organismo?

Quanto & possibiiidade de estar havendo uma al
teracao 1ocaifzada nas células em estudo, OGATA (1955) em um
trabalho de revisao cita que a sialoadenectomia provocou, em
ratos, alteracoes morfologicas na estrutura dos dentes. Se-
gundo este autor, no Orgio do.esma¥te dos incisivos, as alte
racoes foram mais acentuadas nos ameloblastos secretores gue
apresentaram vacuolizacio, picnose e localizacao anormal do
nliclec; dentina e cemento. MORANO (1976) tambem observou al-
teragfes morfoldgicas nos ameloblastos e odontoblastos de mo
lares de ratos recém-nascidos sialoadenectomizados assim co-
me nos filhotes de mEes cujas g]&ndu]as salivares haviam si-

do removidas durante a prenhez, Contudo, podemos afirmar que,
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ao nivel de microscopia oOptica, n?o pudemos constatar qual-
quer a1terac§o nos tecidos dentais dos animais sialoadenecto
mizados quando comparados aos controles, confirmando os re-
sultados obtidos por BVILA LIMA et aiii (T983) que estudou a
morfologia das ceélulas do Orgdo do esmalte de incisivos  de
camundongos sialoadenectomizados. Talvez essa controversia
de resultados possa até ser explicada pela tecnica histoldgi
ca mais precisa utilizada por aquele autor e repetida por nos
neste trabalho. Possiveis a?teracges'u1traesfruturais teriam
de ser observadas a nivel de microscopia eletronica.

Quanto a outra poséibi?idade aventada do pro-
cesso de sTntese estar aumentado de forma generalizada em to
1o o organismu; ngo dispomes na 11teratura de trabathos simi
lares para podermos comparar 05 nossos resultados, portanto
consideracoes serao feitas baseadas em dados obtidos de expe
rimentos indiretamente relacionados ao por nos desenvolvido.
GODLOWSKY & CALANDRA (1960) realizaram sialoadenectomia das
glandulas submandibulares e sublingué%s de caes e constata-
ram que a sensibilidade & insulina assim como a “utilizacao
de glicose nesses animais.aumentaram, 0s autores concluiram
gue essas glandulas, princ%pa?mente as submandibulares, ela-
boram um principio ativo SII (submandibu]ary insulin inhibi-
tior) que inibe a a¢do da insulina. Em outras palavras, com
a remogao das subma%dibulares o fator SIT estaria ausente e
"a in

a insulina teria sua acao potencializada. Como se sabe
sulina atua de forma generalizada sobre a membrana citoplas-
matica das celulas alvo causando-lhes é?ter&cﬁo de permeabi-
tidade que leva a um aumento da entrada n%é-sSde glicose mas
tambem de aminogciéos, 1§pTdeos, K+ seguido por um  aumento

da biossintese de citoplasma e de produtos de armazenamento”
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(LENINGHER, 1984). Pelo exposto, tem-se que uma atividade ce
Tular maior da sintese proteica nos animais sia]dadenectomi»
zados 5eria deste modo justificavel. Entretanto para uma a-
firmac§0 conclusiva de que a biossintese proteica estaria au
mentada seria necessaria a realizacido de um experimento com
adhinistracgo de 2H-prolina e sacrificio dos animais em tem-
pos curtos, tais como 2 a 5 minutos, guando o aminocacido es-
‘taria ainda sendo incorporado ac nivel de reticulo endoplas-
matico rugoso (WARSHAWSKY, 1963; WARSHAWSKY e LEBLOND, 1963;
WEINSTOCK e LEBLOND, 1974}, |

Qutro aspecto a ser considerado‘é gque as glan-
dulas saiﬁva%es maiores sdo orgdes onde ocorre intensa sinte
se de proteinas tantp de secregdo exccrina como endocrina co
mo: fator de crescimento nefvoso {COHEN, 1960), fator de
crescimento epidermal (COHEN.et alii, 1962}, fator de cresci
mento das celulas mesenguimais (ATTARDI et alii, 1967) e ou-
tros. No presente estudo, de.de que a quantidade do compostio
rddioativo injetado/g de-peso do animé? foi igual para 05
grupbs controle e sialoadenectomizado, & de se esperar que
nestes animais que tiveram suas glandulas removidas, o teor
de 3H-prolina disponivel para sintese & relativamente maior.
Assim sendo, 0 resultado que obtivemos esta de certa forma
coerente com o esperado uma vez que, a um processo de sinte-
se possivelmente aumentado, houve um "pool" maior de 3H-pr0»
Tina disponTveI nos animais sialcadenectomizados.

A segunda hipotese sugerida de que estaria ha-
véndo um retardo na velocidade de degradacgo das proteinas
da matriz com um conseguente acumulo delas, éncontra apoio
em estudos desenvolvidos por alguns autores, cujos resulta-

dos tentaremos correlacionar para explicar a hipotese acima.
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Tem sidaldemdhstkado q?e as glandulas sailiva-
res aﬁresentam uma interre]ac%o com gutras glandu]as .de S -
crecdo interna. Por exemplo, NUNES (1970) mostrou que as g13n
dulas tiredides sofreram regress?o, apresentando  um quadro
histologico de hipotireoidismo, doze dias ap0ds a remocao das
glandulas submandibulares de camundongos. Esses dados 520
coerentes com 038 resultados ohtidos por BOWMAN {1660) e BOW-
MAN et alii (1962) que verificaram ser mais baixo ¢ metabo-
lTismo basal de ratos submetidos a sfa1oadenectomia. Por ou-
iro lado, trabalhos realizados em tecido conjuntivo de pele,
mostraram que animais submetidos a um guadro de hipotiresi -.
dismo apresentaram: a) quantidade de colagenc aumentada devi
do ao decréscimo na "degradacao” do colageno, dado constata-
do pela diminuicao de excrecao de prolina pela urina {FINK
et alii, 1967); b) aumento no teor de acido hialuronico tam-
bem devido @ nao degradacio desse composto (SCHILLER, 1963 ;
e ¢} a degradagao das proteinas teciduais, de modo geral re-
tardada (WEINFR & INGBAR, 1978). Essa hipdtese, assim  como
outras, necessjtam de confirmacac experimental gue deverao

constituir temas para continuidade de nossas pesquisas.
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Estudaram-se os efeitos da remdcgo das glandu-
1as salivares maiores sobre a incorporacao de BH;prolina pe -
los ameloblastos e odontoblastos de incisives de camundon-
gos. Animais sialoadenectomizados e controles receberam, por

3-proti-

‘via intraperitoneal, uma dose unica de 2,5 uCi de
na/g de peso corporal, e sacrificados, acs pares, 30 min., 2
h, 12 he 24 h apos, por perfusao intracardiaca com p-forme]
deido a 4%, pH 7,3. Cortes de 1 um obtidos dos incisives in-

feriores incluidos em polybed foram radicautografados.

A concentracio de grios de prata reduzida/ 100
um® sobre ameloblastos secretores, odontoblastos, assim como
em suas respectivas matrizes, mogtrou—se sempre maior nos a-
nimais sialoadenectomizados, nos diférentes intervalos de tem
po. Entretanto, a distribuicao percentual dos grdos de prata
nos compartimentos intra e extracelylares foi sempre seme-

Thante nos dois grupos.

Duas hipoteses foram aventadas para explicar o
acumulo de proteina{s) marcadas nos decidos dentais dos ani-
méis sialoadenectomizados: a) uma atividade biossintetica au
mentada, devido a falta do fator submandibular inibidor da
insulina {SII) e assim potencializando a acao da insulina,
associado @ disﬁonibi1idade de um "pool" maior de 3H—prolina
nesses animais; b} uma diminuicio da degradacao proteica de-
vida ao eventual hipotireoidismo, descrito na literatura, que

gcorre em animais siaToadenectomizados.
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SUMMARY

The effects of removing the major sativary
glands on the uptake of 3H-pro?1ne by ameioblasts and odonto
blasts of mice incisors were studied, Sialoadenectomized and
controls animals received, intraperitoneally, a single dose
of 2.5 uCi/g of body weight of 3H~pr01ine and sacrificed 30
min., 2 hy, 12 h and 24 h after by ?erfusion with 4% parafor-
moldehyde in phosphate buffer at pH 7.3. 1 um thick sections

from lower incisors embedded in Poly-Bed were radioautographed..

The concentration of the reduced silver grains/
100 um® on secretory ameloblasts and odontoblasts, as well
as young enamel and dentine, was always higher, at each time
interval, in the sialoadenectomized animals. However, the
percentual distribution of the silver grains on the intra-
celular and extracelular compartﬁents was always similar 1in

both groups.

Two hypothesis were sugested to explaip the
increased concentration labeled of proteins observed in the
forming dental tissues of the sia?oadenectomized animals: a)
an increase of protein biosynthesis, due the lack of the
suybmaxillary insuiin.inhibitor and so insulin imhibitor and
so potentiating the action of insulin, associate with | a
bigger pool of 3H-pro]ine in such animals; b} a decrease 1in
‘protein breakdown due to hypothyrodism which, as described
in literature, eventually occurs in sialoadenectomized anti-

mals,
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