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I -~ INTRODUCAD

0 incisivo de camundongo, dente de crescimen
to continuo, apresenta como um de seus cnnstituintes, o5 a
meloblastos que sao renovados devido 3 existéncia do drgao
odontogénico, localizado na porgao apical do dente. Tal or
gao persiste por toda a vida do animal, © gue permite que,
além do crescimento, ceélulas e tecidos desgastados na su-
perficie incisal sejam continuamente substituidos. Assim,
os ameloblastos do drgdo de esmalte dos incisivos, consti-
tuem uma populacao de células renovaveis, na gual a proli-
feragdao e a migracgac celular sao componentes importéntes
no processo de crescimento continue (Smith & Warshawsky,
1975a,b).

Existem evidéncias de gque a Colchicina, Vim-
blastina e Vincristina, al@ém de dissociar os nicrotiibulos
do fuso mitdtico de celulas em proliferagac, afetam outras
fungoes celulares gue sdc dependentes, direta ou indireta-
mente, dessas estruturas (Wilscn et alii, 1574; Burnside,
1975). Deste modo, nos Ultimos anos, tem sido de grande in
teresse, o estudo das alteracgoes provocadas por essas dro-
gas antimicroetubulares, nos tecidos gue constituem os den-
tes de crescimento continuo,

Foi demonstrado gue a Colchicina atua sobre
os tecidos dentarios, alterando a secregao das matrizes de
esmalte e dentina {(Kudo, 1975), inibindo temporariamente a
migracdo e exocitose dos granulos de secregao nos amelo-
blastos (Karim & Warshawsky, 197%), alterando ¢ tamanho, a
forma e a polaridade dos odontoblastos (Nogueira et alii,

1980), retardando o processo de biossintese de compostos



sulfatados, nos ameloblastos e odontoblastos (Azevedo, 1981)
e diminuindo a erupgac dental (Chiba et alii, 1968; Berko
vitz, 1972; Costa, 1978; Chiba et alii, 1980). J& a vimblas
tina, afeta principalmente os ameloblastos secretores, de-
terminando como uma das primeiras alteragoes, o desapareci
mento dos microtiibulos citoplasmaticos (Moe, 1979}, atua
sobre os precursores dos odontoblastos e odontoblastos se-
cretores, com produgao de dentina irregular = {Mikkelsen ,
1978), retarda nos ameloblastos e odontoblastos, o proces~
so de biossintese de compostos sulfatados {(Azevedo, 19%8l)e
inibe a taxa de erupgac dental (Chiba et alii, 1980).A Vin
cristina, atua na dentinogénese, determinando aformagao de
osteodentina (Stene & Koppang, 1376), causando desintegra-
¢ao e edema nas células precursoras dos odontoblastos (Ste
ne, 1978) e provocando a retengao de 3H~prolina nos odonto
blastos, com distribuigac intracelular anormal de material
radioativo e diminuicao da secregac de matriz- dentinaria
{Stene & Koppang, 1980).

No entanto, nada foi encontrado na literatu-
ra a respeito da acac dessas drogas antimicrotubulares no
ciclo celular e na velocidade de migragao dos ameloblastos
ao longo do Grgao de esmalte.

O objetivo do presente trabalho foi estudar
radicautogréficamente, o ciclo celular ¢ a migragao dos a-
meloblastos ao longo do Orgac de esmalte, em incisivos in=-
feriores de camundongos pré-tratados com Colchicina, Vim-

blastina e Vincristina,



I - MATERIAL E METODOS



I1I -~ MATERIAL E METODOS

Para realizar os experimentos, foram utiliza
dos 92 camundongos fémeas, com 5 semanas de vida, dividi-

dos em gquatro grupos com 23 animais cada um, a saber:

I. Grupo Controle

Animais injetados por via intraperito-
neal, com 1 uCi/g de peso, de timidina tritiada {A.E. = 5B

Ci/mmol, Amersham, U.S.A.).

II. Grupo tratado com Colchicina
Animais tratados com Colchicina®*, com a
dose de 1 ug/g de peso (Kudo, 1975), injetada por wvia in-

traperitoneal,

IIT. Grupo tratado com Vimblagtina

Animais tratados com Sulfato de Vimblag
tina**, com a dose de 2 ﬁg/g de peso (Moe, 1977), injetada

por via intraperitoneal.

IVv. @Grupo tratado com Vincrigtina

Animais tratados com Sulfato de Vincris
tina**, com a dose de 0.1 ﬁg/g de peso (Stene, 1%78), inje

tada por via intraperitoneal.

0Os camundongos dos grupos 1I, III e IV, apds

6 horas de tratamento comas drogas acima citadas, recebe-

* Laboratdrio Pierre Docta 8/A, Rio de Janeiro, RJ.
**Laboratdrio Eli Lilly do Brasil Ltda, Sac Paulo, SP.



ram por via intraperitoneal, 1 pCi/g de peso, de timidina
tritiada.

Os animais foram sacrificados por decapita-
gao, sob anestesia pelo &ter sulfirico, nos intervalos de
tempo de 0.75, 1, 1.5, 2, 4, 5, 7, 8, 1i¢, 12, 16, 18, 2¢,
24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 240 e 360 horas apds a
administragac do composto radioativo.

As mandibulas foram dissecadas, sob o pegque-
no aumento de uma lupa estereoscdpica, separadas em hemi-
ﬁandibulas, fixadas em Bouin por 24 horas ¢ descalcifica-
das em EDTA, segundo Warshawsky & Moore (1967), durante 21
dias. Apds a descalcificagao, as hemi-mandibulas contendo
os incisivos, foram desidratadas em &lcool com concentra-
gaes crescentes, diafanizadas em xilol, embebidas e inclug
das em parafina pura. Cortes longitudinais, com 6 wm de eg
pessura, no sentido mesio-distal do incisive foram colhi-
dos em laminas previamente gelatinadas (0;5%) e radicauto-
grafadas pela técnica do “dipping” (Kopriwa & Leblond, 1262},
utilizando emulsao Ilford K-5. Apds 13 dias de exposigao,
08 preparados foram revelados com revelador D-19 B Rodak,fi
xados em hipossulfito de sbdio & 24% e corados com hemato-
xilina e eosina.

Foram realizados os seguintes estudos:

1. Ciclo celular dos ameloblastos no compar-

timento preliferativo

Utilizou~se o método de Quastler & Sher-~
man (1959), o gual permite calcular graficamente a duragao
do ciclo celular e suas respectivas fases, através de cur-

vas da variagac de porcentagem de metdfases marcadas, en



fungao do tempo apds a administracaoc de timidina tritiada.
Os animais utilizados para este estudo foram os sacrifica-
dos nos intervalos de tempo entre 0.75 e 24 horas apds a

injegac do composto radicativo.

2. Velocidade de migracao dos ameloblastos

ao longo do drgdc de esmalte

Esta velcocidade fol estudada de acordo
com Blumen (1970), localizando-se a posigao do ameloblas-
to com nlcleo marcado mais distante da alga apical do inci
sive, a cada intervala de tempo de 24 horas a partirda pri

meira hora apds a administragaoc de timidina tritiada.
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ITI. RESULTADOS

1. Cicle celular dos ameloblastos

No presente estudo, o compartimento proli
ferativo dos incisivos inferiores de camundongo, foi deli-
mitado entre o ponto de maior convexidade da alga apical e
o inicioc da secrecgao, pelos odontoblastos, de pré-dentina.
Esta regiao corresponde na classificacgdo de Warshawsky &
Smith (1974), & zona pré-secretora, porgao posterior da re
gido de ameloblastos faceando a polpa.

As contagens celulareg foram realizadas
em trés cortes selecionados de modoc a apresentarem todos

os constituintes dessa regiao.

Para estudar o ciclo celular, as porcenta

gens de metafases marcadas de ameloblastos no compartimen-

to proliferative, foram calculadas nos varios intervalos

de tempo apds a administragao de timidina tritiada. A tabe

la 1 apresenta as contagens referentes ao nimero total de

metafases, nimero de metafases marcadas e porcentagem de

metdfases marcadas, para © grupe controle e grupos trata-

dos com Colehicina, Vimblastina e Vincristina.



TABELA 1 - Niimero total de metdfases, niimero de metdfases marcadas e porcentagem de meta
fases marcadas de ameloblastos no compartimento proliferativo, em incisives
~inferiores de camundong:os do grupo controle {CON), e grupos tratados com Col-
chicina (CLC) , Vimbastina (VBL) e Vincristina (VCR), nos virios intervalos
de tempo apds a administragdo de timidina tritiada.

Tempo Namero total de metifases  Nimerc de metdfases marcadas Porcentagem de metifases marcadas
(h)

CON CLC VBL VCR CON. CLC VBL VCR CON = CLC VBL VCR

0.75 7 12 17 9 0 o 1 1 0.0 0.0 5.9  11.1
1. 00 g8 * 10 52 13 1 3 13 2 12. % 30. 0 25.0 15.4
1. 50 10 12 26 6 4 7 2. 60.0 33.3 26.9 33,3
2,00 11 20 35 4 10 18 13 4 90. 9 90. 0 37.1  100.0
4,00 5 12 * 33 10 5 11 28 10 100.0 91.7  84.8  100.0
5. 00 6 6 * 49 22 6 5 42 22 100.0 83.3°  85.7 100.0
7.00 3 6 22 9 3 5 20 8 100.0 83.3  90.9 88.9
8. 00 8 9 69 10 6 8 53 7 75. 0 88.9 76.8 70. 0
10. 00 11 13 13 9 3 5 3 3 27.3 38. 5 23.1 33.3
12. 00 9 12 7 8 1 3 1 1 11.1 25.0 14.3 12.5
16.00 11 14 8 6 2 8 2 1 18,2 57,1 25.0 16.7
18. 00 15 16 5 % 17 7 9 2 7 46,7 56, 2 40,0 41,2
20. 00 9 17 9 11 6 10 6 i 66.7 58. 8 66.7 63.6
24.00 9 9 8 8 2 3 4 5 22.2 33.3 50.0 62.5

(*) Contagem em dois cortes

0T



Nota-se nessa tabela 1 gue somente no grupod
tratado com Vimblastina, houve um maior aumento do nimero
total de metdfases e do nimerc de metdfases marcadas,Ainda
neste grupo,houwe wmactmulo de figuras mitéticas_ localiza-
das entre a camada de ameloblastos e o estrato intermédio.
Tais mitoses, por ocuparem essa posicao intermediaria, nao
foram contadas.

A partir dos resultados da tabela 1, foram
tragados curvogramas da variagao da porcentagem de metifa-—
ses marcadas, em funcao do tempo apbs a administragao de ti
midina tritiada.

A figura 1 mostra © curvograma obtido para o
grupo controle, ilustrando a deducaoc dos segﬁintes parame-—

tros do ciclo celular:

a) Tempo de Geragao: G

b} Tempo de sintese de DNA: §

c) Tempo de pré-sintese ou pds-mitdtico (G1)
+ tempo de pds-sintese ou  pré-mitotico
(G2) + tempo nitdtico {M): G + Gy + M

d) Tempo de pds-sintese ou pré-mitdtico + 1/2

do tempo mitdtico: Gy + 1/2 M

Para cada um dos grupos tratados foi tragado
um curvograma representado nas figuras 2, 3 e 4, paraa Col
chicina, Vimblastina e Vincristina, respectivamente, Em ca
da uma dessas figuras sac apresentados dols curvogramas,is
to &, um curvograma relativo ao grupo controle e outro, a

un grupo tratado.
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A tabela 2 apresenta os par8metros do c¢iclo
celular deduzidos graficamente, para cada um dos grupos em

estudo.

TABELA 2 - Duragao, em horas, do tempo de geragao (G), do
tempo de sintese de DNA (8), tempo pbs-mitdtico,
prée-mitotico e tempo mitdtico (G + Gy + M), tem
po pré-mitdtico + 1/2 do tempo nitdticeo (Goy +
1/2 M) deduzidos das figuras 1, 2, 3 e 4, e tem
po pOs-mitdtico + 1/2 do tempo mitdtico {Gy +
1/2 M} calculado, para © grupé controle e gru-

pos tratados.

Grupos G 5 GG+ Gotl/2 M G1+l/2 M
Controle 17.0 T.6 9.4 i.4 8.0
Colchicina 13.6 7.9 5.7 1.6 4.1
Vimblastina 16.2 6.4 9.8 2.6 7.2

. Vincristina . 17.2 . 7.5 9.7 1.6 8.1

O valor de G + 1/2 M, gue consta na tabela

2, fol calculado a partir da diferenga

G = (8 + Gy + 1/2 M)

O indice mitdtico representa a proporgac de
células em mitose em uma determinada populagac. Assim,para
obter este indice, foram contados o nUmero de ameloblastos
e o nllmerc de mitoses no compartimento proliferativo,em ca
da um dos grupos. Os resultados ¢btidos constam na tabela

3.



TARELA 3 ~ Nilmero de ameloblastos, niimerco de mitoses e indice mitdStico, no compartimento
proliferativo, em incisiveos inferiores de camundongos do grupo controle (CON)
e grupos tratados com Colchicina (CLC} , Vincristina (VBL) e Vincristina (VCR),
nos virios intervalos de tempo apds a administracao de timidina tritiada

Tempo Nimero de amelobastos Namero de mitoses Indice mitStico (%)
th) CON CC  VBL VCR  ON 0 CIC  VBL VR 0 CON  CIC  VBRL  VCR
0475 387 282 257 279 14 12 19 17 3,6 4.2 6.6 6.1
1.00 220 * 266 228 440 12 14 53 29 5.4 5.3 23.2 6.6
1.50 329 324 265 225 14 14 26 9 4.2 4.3 9.8 4.0
2.00 349 300 251 230 21 27 35 14 6.0 9,0  13.9 6.1
4.00 384 179 * 264 295 * 15 14 35 21 3.9 7.8 13.3 7.1
5.00 324 176 * 265 457 15 7 49 22 4.6 4.0 18.5 4.8
7.00 357 300 226 368 12 20 26 21 3.4 6.7 11.5 5.7
8.00 397 326 232 367 10 18 100 36 2.5 5.5  43.1 9.8
10,00 382 304 227 391 14 21, 26 22 3.7 6.9  1l.4 5.6
12.00 337 274 342 291 15 15 20 14 4.4° 5.5 5.8 4.8
16,00 336 310 262 275 20 19 12 11 5.9 6.1 4.6 4.0
18.00 333 298 148 * 436 13 22 6 28 3.9 7.4 4.0 6.4
20,00 326 314 205 407 16 21 1% 21 4.9 6.7 7.3 5,1
24.00 312 242 330 342 16 17 20 16 5.1 7.0 6.1. 4.7
MBdia 4.4 6.2 12,8 5.8

{*} Contagem em dois cortes

LT



- 18 =

A media dos Indices mitdticos calculados pa-
ra ¢ grupo controle, Colchicina, Vimblastina e Vincristi-
na, fol respectivamente 4.4, 6.2, 12.8 e 5.8%.

Para verificar se, em média, os iIndices mitd
ticos relativos aos tratamentos em estude foram diferen-
tes, procedeu-se a uma analise de variancia, conforme mos-—

tra a tabela 4.

TABELA 4 -~ Andlise de variancia para os Indices mnitdticos

apresentados na tabela 3.

Causas de variacao G. L. sS.0Q. 0.M. 13
Tratamentos 3 591,25 197,08 7.07%
Residuo 52 1449 .77 27.88

Total 55 2041.02

{(*) significante a0 nivel de 5%

0 valor de F, apresentado nesgsa tabela 4, &
significante ac nivel de 5%. Procedeu-se entao, para compa
rar as médias duas a duas, ao teste t de Tukey gue estabe-
lece, como D.M.S. (diferenca minima significante) ao nivel
de 5%, o valor 5.3. Com base nesse teste, pode-se afirmar
que, em média, ¢ Indice mitdtico relativo ao grupo tratado
com Vimblastina, & significantemente maior gque o indice do
controle e dos demais grupos tratados.

A média dos Indices mitdticos relativos a ca

da um dos tratamentos foi utilizada para calcular o tempo
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mitdtico (M) a partir da relagao de Quastler (1963):
M = Indice mitdtico x Tempo de geracgao

O tempo mitdtico, assim calculado, permitiu
obter separadamente os tempos de G e Gi.

A tabela 5 mostra a duracac das varias fases
do ciclo celular, bem como o tempo de geracao dos amelo-
blastos no compartimento proliferative, em incisivos de ca

mundongos do grupo controle e grupos tratados.

TABELA 5 - Duragao, em horas, do tempo de geragao (G), tem
po de pré-sintese ou pds-mitdtico (G1), tempo
de sintese de DNA (38), tempo de pOs-sintese ou
pré-mitdtico (Go) e tempo mitdtico (M), obtida
para O grupo controle e grupos tratados.

Grupos : G -Gy S Gy M
Controle 17.0 7.6 7.6 1.0 .75
Colchicina 13.6 3.7 7.8 1.2 0.84
Vimblastina 16.2 6,2 6.4 1.6 2.07
Vincristina o 17.2 7.6 7.5 1.3 1.00

Com base nos resultados apresentadcs na tabe
la 5, pode-se observar, guando comparado com o contreole ,
gue no grupo tratado com:

~ Colchicina: a duragao de G e Gj foi menor,

- Vimblastina: a duragdo de Gy fol menor, enquanto que e}

valor de M fol maior.

-~ Vincristina: nao houve diferengas entre os valores.
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2. Velocidade de migracao dos ameloblastos

Para estudar a migragao dos ameloblastos
ao longo do Orgao de esmalte, em incisivos inferiores de
camundongo, determinou-se a posicac do nicleo marcado mais
digtante do &pice, em cada intervalo de tempo apds a admi-
nistracdo de timidina tritiada, contando o niimero de amelo
blastos superpostos ao longo do eixo longitudinal dodente,
a partir da alga apical. As contagens foram realizadas em
um 5O corte. Os resultados obtidos para © grupe controle e

grupos tratados constam na tabela 6.

TABELA 6 - Posigao celular ocupada pelo ameloblasto marca-~
do mais distante do apice de incisivos inferio-
res de camundongo, nos varios intervalos de tem
po, apds a injecgaoc de timidina tritiada, no gru

po centrole e grupos tratados.

Posicao celular

Tempos
{h) Canitrole Colchicina Vimblastina Vincristina
1 78 79 58 63
24 146 146 111 1858
48 193 246 159 226
72 269 257 156 353
96 333 347 159 -
120 382 3758 302 504
144 44] 445 418 209
168 - 474 620 802
192 523 675 620 702
240 943 658 627 803
360 1200 814 862 991

{~-) cortes perdidos
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Para cada um dos 4 grupos, fol ajustada uma
regressao linear simples de modelo

yy = a t bx,

onde

Y, representa o espago total percorrido, medido pela posi-
¢ao celular do ameloblasto marcado mais distante do A&pice
do incisivo, no tempo %5

X; representa o tempc apds a administragio de timidina tri
tiaday

a & o coeficiente linear da regressao linear gimples, isto
&, representa o espago inicial percorrido pelos ameloblas
tos;

b 2 o coeficiente angular da regressao linear simples,isto
&, representa a velocidade de migragac gue se assume, seja
constante.

Foi calculado, para cada grupe, o coeficien-
te de determinagac que e uma medida do grau de ajuste do
modelo de regressdo linear simples, ou seja, 43 a porcenta
geﬁ de variagdo total explicada pela reta de regressao.

0s modelos de regressiaoc linear, bem como .08
valores dos caéficienﬁes de determinacado estido representa-

dos na tabela 7.

TABELA 7 - Modelos de regresszo ajustados e respectivos.cqé
ficientes de determinacac segundo o grupo.

. Coeficiente de

Grupos Modelo _ determinacio
Controle §i = 34.4 + 3.21x, 0.96
Colchicina ?i = 124.9 + 2.14x, 0.94
Vimblastina §i = 41.1 + 2.48x, 0.91
Vincristina §i = 146.2 + 2.68x 0.92

fodx




- 27 -

Os valores dos coeficientes de determinagao,
apresentados na tabela 7, sao bastante altos,mostrandoc que
og modelos de regressao adotados se ajustam bem aos dados,
Portanto, @ razoavel admitir que a migracao, medida atra-
vés da posigac celular, & fungio linear do tempo de obser-
vagao.

Ainda na tahela.?, pode-se verificar gue a
velocidade de migragao, medida pelo coeficiente angular da
regressac linear simples, foi, para o grupo controle, 3,21
posicoes celulares/h, engquanto que para os grupos tratados
com Colchicina, Vimblastina e Vincristina, foi respectiva-
mente, 2.14, 2.48 e 2.68 posigoes celulares/h.

Entao, para comparar a velocidade de migraF
cao dos ameloblastos em incisivos do grupo controle com os
grupos tratados, procedeu-se a um teste t, ao nivel de 5%
de siénificéncia. Note-~se, gque neste caso, foram compara-
dos coeficientes angulares de retas de regressao ajusta-

das. Og resultades obtidos constam na tabela 8.

TABELA 8 -~ Nimero de pares de observagoes (n), estimativa
do ceoceficiente angular (b) 2 o valor do testet,

segundO 0Os grupos em comparacaoc.

Grupos em comparacao n b ) £
Controle 10 3.21 :
*

Colchicina 11 2.14 3.71
Controle 16 3.21

. . 2.15*
Vimblastina 11 2.48
Controle 10 3.21
Vincristina 10 2.68 1.45

{(*) significante ao nivel de 5%



A tabela 8 mostra valores de £, significan-
tes ao nivel de 5%, guando se comparam os grupos Controle
e Colchicina e os grupos Contreole e Vimblastina, indicando
que a velocidade de migragao foi menor nos grupos tratados
com essas drogas enguanto gue nao houve diferenga entre o
grupo controle e o grupo tratade com Vincristina.

Para melhor visualizar a comparagao dos mode
los ajustados, foram tracadas as figuras 5, 6 e 7. Em cada
uma dessas figuras sao apresentadas duas retas de regres-
sao, isto &, uma ajustada para os dados do grupo controle
e outra ajustada para os dados de um grupo tratado, qqais
gejam, Colchicina, Vimblastina e Vincristina, respectiva-

mento,
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IV, DISCUSSAOD

1. Ciclo celular dos amelioblastos

Colchicina, Vimblastina e Vincristiha a-—
presentam diversos efeitos bioldgicos, cuja expressac mor-
fologica mais caracteristica, & o bloqueio da mitose duran
te o estigio de metafase, resultante da interferéncia nas
proteinas microtubulares que integram o fuso mitético {Baxr
torelli & Creasey, 1969). |

Foi demonstrado que os efeitos dessas dro
gas antimicrotubulares sao dependentes da dose utilizada .
Desta forma, pequenas doses sac capazes de provocar o blo-
gueio mitdtico, enguanto altas doses determinam morte e de
sintegracao tecidual (Bertalanffy & Leblond, 1953; Cutts,
1861; Frei et alii, 1964).

Considerando esta relacgdo dose-efeito, no
presente trabalho, foram utilizadas peguenas concentragoes
das drogas antimicrotubulares a fim de obter blogqueio mitd
tico sem outro comprometimento do Orgao odontocgénico, As
doses usadas foram escolhidas com base em trabalhos reali-
zados por outros autores.

Assim, a dose de Colchicina, geralmente u
sada, & de 1 pg/g de peso, e fol demonstrado que seu tempo
de ag&o & de aproximadamente 6 h (Bertalanffy & Leblond ,
1853).

Estudos realizados em ameloblastos do com
partimento proliferativo (Moe, 1877} e na papila dental(Mik
kelsen, 1978) de incisivos de rato, mostraram, 6 h apds a

injecac de 2 ug de Vimblastina/g de peso, intmeras figuras
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mitoticas blogueadas nessas regices.

Stene (1978) estudou o efeito de vdriasdo
ses de Vincristina em cé&lulas precursoras dos odontoblas~
tos, verificando que apbs 5 h de tratamento com a dose de
0.1 vg/g de peso, a UGnica alteragao observada foi O.acﬁma—
lo de células em metafase.

A fim de discutir os resultados deste es-
tudo, comparou~-se inicialmente {fabela 9} os dados obtidos
no grupo controle, com os valores correspondentes a . cada
fase do ciclo celular dos ameloblastos docompartimento pro
liferativo, descritos por Zajicek & Bar-Lev (1971 a, b) e

Hwang et alii (1966).

TABELA 9 - Duragao em horas, das fases do ciclo celular de
ameloblastos do compartimento proliferativo, se

gundo os autores.

Fases do ciclo celular
Attores

G Gl s Gz M

Zajicek & Bar-lev 2794.4 12.5%2.5  7Hl.4 70,4 0.550.1

{rato)
14.2 7.4 5.5 0.82 0.50
Bwang et alii* 24.0 14.35 7.2 1.7 0.75
{cammdongo) - - iz.0 2.5 1.00
Neste estudo
{canndongo) 17.0 7.6 7.6 1.0 0.75

{*) saoc apresentados os valores minimo, mé&dio e maximo,com

excegdo de G e G; maximos, gue nao foram calculados.

Com bage na tabela 9, verifica-se gque 0g va=-

lores obtidos no grupo controle para a duragao dos varios
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tempos determinados, de modo geral, guando comparados aos
degcritos pelos outros autores, apresentam variagoes, embo
ra estejam dentro dos limites apresentados por Hwanget alii
(1966) .

Tais variagoes podem ser explicadas pelas
diferentes delimitagdes do tamanho do compartimento proli-
ferativo e métodos usados para a determinagao das  varias
fases do cicleo celular, bem como dos animais utilizados.

Hwang et alii {1966) definiram © limite in
cisal do compartimehto preoliferative como sendo o amelo-
blasto marcado mais distante da alga apical, 1 h apds a ad
ministrag§0 de timidina tritiada, enguanto para Zajicek &
Bar-Lev (1971, a) esse limite fol a figura mitdtica locali
zada mais incisalmente.

De acordc com Smith & Warshawsky (1975,b)
a figura mitdtica mais distante da alga apical, esta loca-
lizada numa posigdo mais incisal ao ameloblasto com nicleo
marcado, 1 h apds a administragao do composto radioativo,
Isto implica gue o ameloblasto marcado 1 h apds, sofre mi-
tose numa posigao mais incisal, © gue os levou a concluir
gue o limite incisal do compartiménta proliferativo & a £i
gura mitStica mais distante da alga apical, 1 h apds a in-
jecao de timidina tritiada. Esta figura mitOtica ocupa uma
série de posigles relativas ao inicio da secregac de pré-
dentina.

No presente estudo, determincu-se como 1i
mite incisal do compartimento proliferativo, o inicio da
- secregao de pré-dentina pelos odontoblastos, por ser um e-

vento de facil reconhecimento, ao nivel da microscopia Op-



tica.

Além dessa variagac de tamanho do compar-
timento proliferativo, o método de determinacaoc usadc pe-
los autores, apesar de ser O mesmo (Quastler & Sherman,
195%), apresenta algumas variagoes gue podem ter determina
do os diferentes valores obtidos.

Hwang et alii (1966) ajustaram os valores
da variagao da porcentagem de mitoses marcadas em fungao do
tempo, a& uma curva tedrica de mitose e a partir disso obti
veram os tempos minimc e maximo de Gy, minimc e maximo de
S, minimo de G e tempo mitdbtice. O tempo médio de § foi ob
tido ao nivel de 37% da curva e, pela relagdo existente en
tre este tempo e o Indice de marcagao, foi calculado o tem
po mé&dio de G.

Zajicek & Bar-Lev (1971, a, b} calcularam
o tempo de geragdo a partir do tempo de renovacgac do com-
partimento em sintese de DNA, enguanto que os valores - de
Gy e 5, foram obtidos a partir da curva de mitoses marca-
das.

Neste trabalho, os parametros do ciclo ce
lular foram obtidos a partir da mediana (nivel de 50%) ,ncs
curvogramas da variagao da porcentagem de metafases marca-
das, em funcao do tempo apds a administragdo de  timidina
tritiada.

Considerando gque a idade dos camundongos
usados e o tempo de sacrificio apds a administragao do com
posto radiocativo, foram os mesmos neste estudo € no reali-
zado por Hwang et alii (1966), parece razoavel utilizar pa

ra efeito comparativo, os valores dos diversos parametros
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determinados por essesg gutores. Assim, congiderou-se meno-
res gue o5 do grupc controle, agueles valores infericres ao
limite minimo estabelecido por Hwang et alii (1966), para
a duracao de cada fase do ciclo celular (tabela 9).

No grupo de animais tratados com Colchici
na, ocorreu uma diminuicao de G (13.6 h}, enguanto gue nos
grupos tratados com Vimblastina e Vincristina, os valores
obtidos foram aproximadamente os mesmos, guando comparados
com o grupo controle.

Esta diminuicao do tempo de geragao dos a
meloblastos em incisivos inferiores de camundongos trata-
dos com Colchicina, pode significar uma recuperagaoc das cé
lulas blogueadas apds o final do efeito da droga, pois sa-
be~se que o seu tempo de agao varia entre 4 e 6 horas apds
a injecao (Leblond & Walker, 1956; Bertalanffy & Lau, 1962).
Todavia, apbs este tempo, os ameloblastos blogueados con-
tinuaram sua progressdo através do ciclo, juntamente com
celulas que nao sofreram a acac da droga, fazendo com que
um niimero maior de metafases fosse observado antecipando,
portanto, o inicio do segundo pico do curvograma (figura 2)
usado para adeterminagao de G.

O tempo de pré-sintese ou pds- mitdtico
{G1) foi menor nos grupos tratados com Colchicina (3.7 hle
com Vimblastina (6.2 h) e foi igual aoc obtido para o grupo
controle, no grupo tratado com Vincristina (7.6 h}.

Para o grupo tratado com Colchicina, a di
minui¢do de Gy pode ter sido influénciada pela diminuigao
de G, uma vez gue esse parametro foi calculado indiretamen

te., Além disso, a nao ser o bloqueio de metifases, a droga
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aparentemente nao altera outras fases do ciclo celular (Tay
lor, 1965).

No grupo tratado com Vimblastina, a dimi-
nuicao de G; pode ser resultade da agao.dessa droga  pois
alguns autores tem descrito os efeitos da Vimblastina em
diferentes fases do ciclo célalar.

Madoc-Jones & Mauro (1968) verificaram que
células em final de G diminuiam em nimero guando tratadas
com altas concentragoes de Vimblastina enguanto células tra
tadas durénte a fase 8, nao tinham a sua progressio afeta-
da através do ciclo até a mitose seguinte, onde o efeito
ietal se expressava como blogueio em metafase,

Chirife & Studzinsky {1978} definiram en
cultura de células o perlodo de maior sensibilidade a agao
da droga e conclulram gue eventos que ocorrem proximos ao
limite S/G» afetam a integridade do fuso mitdtico na mito-
se subseguente.

Peve-se ohservar, no entanto, gue esses
estudos foram realizados em populagdes celulares sincrdni-
cas e portanto, a observagdo de tais fendmenos & mais fa-
cil. J&, os ameloblastos do compartimento proliferativo do
incisivo inferior de camundongo, se encontram em diferen-
tes fases do ciclo celular e sendo assim, & de se esperar
que a expressao final do efeito da droga anéimicrotubular
nao seja tao evidente.

0s valores obtidos para o tempo mitdtico,
nos grupos tratados com Colchicina {0.84 h), Vincristina
(1.0 h) e Vimblastina (2.07 53 foram maiores gque o obtido

no grupo controle {0.75 h}, embora, nos dois primeiros gru
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pos, o8 valores estejam dentro dos limites maximo e minimo
gstabelecidos para a duragac desse tempo, por Hwang et alii
(1966) (tabela 9).

Nos grupos tratados com Colchicina ¢ Vin-
cristina, este aumento nao significou um bloqueio mitdtico
pois os Indices mitdticos desses grupos, ndc apresentaram
diferenca significativa guando comparados com o controle .
Ja, o grupo tratado com Vimblastina, apresentou a maior du
ragac do tempo mitdtico e um indice mitdtico significativa
mente maior gue o obtido no controle indicando um blogueio
mitdtico.

Existem evidéncias de que a duragdodo blo
gqueio mitdtico produzido pela Vimblastina & maior do que a
obtida pela Colchicina e Vincristina (Cutts, 1961; Cardina
li et alii, 1963b; Palmer et alii, 1963), O qgue vem a con-
firmar ©os resultados encontrados nc presente estudo.

A agao da Vimblastina determinou um aclmu
lo de células em metafase (figura 8), resultado do blogue
io mitdtico nessa fase, e muitas mitoses apareceran numa
posicac intermedidria (figura 9) entre a camada de amelo-
blastos e estrato interm@dio. Essa ocorréncia foi descrita
por Ten Cate (1961}, em germes dentais de embrioes humanos
e por Chiba (13965}, em germes dentais de rato.

“ Smith & Warshawsky (1975a) relatam gque o
mecanismo mais conhecido de produgao de novas células epi=-
teliais no incisivo, & o de proliferagao prototipica, mas
no entanto, aventam a possibilidade de ocorrer permuta en-
tre tipos celulares diferentes.

No presente estudo, somente no grupe tra-
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FIGURA 8 -

FIGURA 9 -

Radioautograma do conmpartimento proliferativo de
incisivo inferior de camundongo tratado por 6 h
com Vimblastina e sacrificado 1 h apdsg a .admi-
nistragao de timidina tritiada. Nota~se a gran-
de guantidade de figuras mitOticas na fase de
metafase. Observar o acimulo dessas figuras en-
tre a camada de ameloblastos e o estrato inter-
medioc. PD - papila dental. P -~ polpa. A - amelo
blastos, EI ~ estrato intermédio. EE -~ epitélio
externo do esmalte. G - geléia. O ~ odontoblas-
tos. H.E. X 140.

Radicautograma da regiac delimitada na figura 8,
ampliada. Nota-se as metifases em gquantidade a-—
preciavel e células marcadas. Observar os gru-
pos de nmetafases intermediarias entre os amelo-
blastos e o estrato intermedio. P ~ polipa. O -
odontoblastos. A - ameloblastos.wee metafases in
termedidrias. H.E. X 350,
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tado com Vimblastina, houve maior ocorrencia dessas celu-
las mitdticas localizadas entre os ameloblastos e o estra-
to intermédio. A origem e fungao dessas cBlulas s3c assun-
tos que ainda devem ser investigados.

Os efeitos da Vimblastina, quais sejam,au
mento da duragao do tempo mitdtico, acimulo de .ameloblas-
tosz bloqueados em metdfase e aclmulo de figuras mitdticas
intermedidrias, devem provavelmente resultar do tempo de a
tuagac da droga. Trabalhos realizados por Moe (1977) e Moe
& Mikkelsen (1977b) sobre os efeites da Vimblastina nos a-
meloblastos, mostraram que apds 72 h da administracdo des-
ta droga, ainda se podiam verificar as alteracgoOes provoca-
das.

Os valores de S e Gy determinados nos gru
pos de Colchicina e Vimblastina nao apresentaran diferen~
gas guando comparados com © grupe controle e se mantiveram
dentro dos limites minimo e mAximo estabelecidos por Hwang
et alii (1966) (tabelas 5 e 9}.

No grupo tratado com Vincristina, os valo
res de G (17.2 h), Gy (7.6 h), 8 (7.5 h) e G2 (1.1 h}, fo-
ram aproximadamente iguais aos obtidos para o grupo contro
le. Dois fatores devem ser considerados em razao deste a-
chado: a dose utilizada e o tempo de agao da droga.

_ Foi demonstrado gue a acac das drogas an-—
timicrotubulares & dependente da dose utilizada. Experimen
tos realizados com Vincristina demonstraram gque © namer o
de metdfases blogueadas depende da concentracac usada e au
menta at® & 62 hora apbs a administracio (Cardinali et alii,

1963a). Entretanto, Frei et alii (1964} verificaram que en



ratos tratados com 0.9 ug/g de peso, de Vincristina,o ind&
ce mitotico teve um aumento linear nas primeiras 6 horas,
alcangando um pico maximo em aproximadamente 12 h.

Em cultura de cé&lulas, verificou-se gue o
blogqueio mitotico foi reversivel com doses de Vincristina
10 vezes mencores do gue aguelas necessarias para causar mor
te celular (Madoc-Jones & Mauro, 1875},

Diante dessas evidéncias & provavel que a
dose de 0.1 ug de Vincristina/g de peso, utilizada neste
estudo, tenha sido inguficiente para bloguear os ameloblas

tos em metifase durante o tempo de observagdo.
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2. Velocidade de migracio dos ameloblastos

A migragaoc celular, em incisivos de cres
cimento continuo, inclue um componente de movimento fisi=-
co, representado pela erupcac dental, e um componente de
movimento aparente, resultante do crescimento aco longo do
eixo longitudinal deo dente. Assim, 3 medida que o incisivo
erupciona, as celulas gue o constituem s@oc carregadas atra
vés das varias etapas de seu ciclo vital (Smith & Warshaws
ky, 1975 b).

A variagao do espago percorrido pelos a-
meloblastos ao longo do Orgaoc de esmalte, medida pela posi
¢&o das células marcadas em fun¢d@o do tempo apds a adminis
tragao de timidina tritiada, permitiu determinar a veloci-
dade de migragac a qual & a resultante dos dois movimentos
acima mencionados.

Com base nos resultados obtidos, pode-se
observar gue a velocidade de migragao dos ameloblastos foi
menor em incisivos de camundongos tratados com Colehicina
e Vimblastina, nao havendo qualquer diferenca entre os ani
mais do grupo tratadoe com Vincristina e o grupce controle,

Algung autores tem descrito a influéncia
de drogas antimicrotubulares scbre a erupgao dental em ra-
tos, utilizando diferentes dosges e esqﬁemas de tratamento.
Main & Adams (1966) nao observaram gualguer diferenca na
taxa de erupgac apds a administracao durante 10 dias, de 1
ug/g de peso, de Demecolcina, um derivado da Colchicina en
gquanto que a dose de 2 ug/g de peso, dessa mesma droga, re

petida a cada 4 h paralizou a erupcgao apds 24 h da injecgdo
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{Chiba et alii, 1968).

Berkowitz {1972) inijetando uma dose de 2
ug de Demecolcina/g de peso, seguida de uma segunda 4 h a-
pés, verificou uma diminuicao da taxa de erupgao dental.

Costa (1978) estudando ¢ efeito de peque
nas doges diarias (0.025, 0.05, 0.1 e 0.2 ug/g de pesc) de
Colchicina, durante 10 e 18 dias de tratamento, mostrou uma
significante diminuigac da erupgao dental, nao havendo de
maneira geral, influéncia das diferentes doses utilizadas
e tampouco do tempo de tratamento.

Chiba et alii (1980) verificaram gue do-
ses Gnicas de Colchicina (1 e 1.5 ug/g) e Vimblastina.(2 e
2.5 wg/g) causaram uma inibicao da taxa de erupgao e que
este efeito foi dependente da dose utilizada.

Existem evidéncias de que o ligamento pe
riodontal desempenha um papel importante durante a erupgac
dental (Berkowitz & Thomas, 18269; Berkowitz, 1971). Deste
modo, Beertsen et alii (1874), estudando a ultraestrutura
dos fibroblastos no ligamento periodontal de incisivos de
rato, verificaram gue 05 mesmos continham sistemas de mi-
crofilamentos e microtibulos gque poderiam estar associados
com a migracao dos fibroblastos durante © processo de erup
¢ao dental.

Sendo assim, & possivel que o retardo na
velocidade de migragao dos ameloblastos ao longo do  drgao
de esmalte, tenha sido determinado pela interferéncia da
Colchicina e Vimblastina nos microtiibulos existentes nos
fibroblastos do ligamento periodontal. Esta influéncia po=-

de ter ocorride tantec na motilidade dos fibroblastos guan-



to na sintese de coladgeno, ou ainda, pela interferé&ncia em
amb0os 08 processos.

Estudos "in vitro® demonstraram que a Col
chicina e a Vimblastina inibem o movimento dos fibroblas-
tos pela destruicao dos microtiibulos (Weimar et alii,1969;
Goldman, 1971; Waddell et alii, 1974). Além disso, a sinte
se e secregao de coligeno também sao inibidas pela acdo des
sas drogas antimiciotubulares {Ehrlich et alii, 1974}.

Outro fator gue deve ser considerado & a
morte celular causada pela Vimblastina. Estudes ao nivel
da microscopia Optica mostraram gue os ameloblastos que mi
gram de Areas que incluem o compartimento proliferativo, a
parentemente ficam reduzidos em nimero e¢ morfologicamente
alterados em consequéncia da morte de cglulas blogueadas
em mitose, sendo que o estidgio de secregac & o mais sensi-
vel & agdo da droga (Moe & Mikkelsen, 1977 a, b; Moe,1977).
Ao nivel da microscopia eletrdnica fol possivel demonstrar
gue os ameloblastos, tanto os sobreviventes guanto os ne-~
crdticos, sac afetados durante a secrecao (Moe, 1879).

No grupo tratado com Vincristina,nao foi
encontrada diferenga significativa na velocidade de migra-
¢ao dos ameloblastos, quando comparada com o controle. Tal
achado, neste experimento, provavelmente se deve & utiliza
cao de uma dose peguena da droga, associada ao periode de
agao da mesma.

Foi demonstrado que a taxa de  migracgac
celular e a taxa de erupgao dental sao as mesmas, contudo,
devido ao crescimento da porgao nao erupcionada do dente,

a migracdo celular, como medida das zonas de amelogénese,



parece ser maior do que a erupgao dental como medida na ca
vidade oral, e a essa diferenga chama-se taxa de crescimen
to {Smith & Warshawsky, 1975 b).

Assim, resta ainda proceder_a um  estudo
concomitante, do efeito da Colchicina e Vimblastina, tanto
na migragdo dos ameloblastos guanto na erupgac dental, bem
como determinar a taxa de crescimento, sob a influéncia des
sas drogas. O conhecimento destes parametros podera forne-
cer novos dados, na tentativé de elucidar o mecanismo pelo
gual egsas drogas antimicrotubulares atuam sobre ¢ incisi-

vo de crescimento continuo.
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V. RESUMO E CONCLUSOES

0Os efeitos da Colchicina, Vimblastina e Vin-~-
crigstina, no ciclo celular e na velocidade de migracao dos
ameloblastos ao longo do Orgac de esmalte, em incisivos in
feriores de camundongo foram estudados radicautograficamen
te, através da incorporagao de timidina tritiada naquelas
ceélulas.

Com base nos resultados obtidos pode-se veri
ficar gue no grupoc de animais.tratados com Colchicina, hou
ve uma diminuigao de G e Gj. A diminuigaoc de G pode teér si
do determinada pelo éumento do nimero de ameloblastos em
metidfase, como consequéncia do final de agao da droga, em
gque celulas bloqueadas recuperaram sua capacidade de divi-
580 e prosseguiram através do ciclo. Ja, a diminuicao de
Gy pode ter sido decorrente dessa diminuicao de G, uma vez
gque a duracgdo deste tempo foi calculada indiretamente.

0 grupo tratado com Vimblastina apresentou um
indice mitdtico significativamente maior do que o obtido pa
ra o grupo controle e demais grupos tratados, bem como um
aumento na duragao do tempo mitdtico. Tais achados indicam
gue a duragao do blogueio mitdtico foi maior, talvez devi-
do ac tempo de agao da droga. A diminuicdo de G) pode ter
sido resultante da acac letal da Vimblastina.

0 retardo na velocidade de migrac¢ao dos ame-
loblastos, nos grupos tratados com Colehicina e Vimblasti-
na, pode ter sido resultante da interferéncia causada por
essas drogas nos mecanismog de erupgac e/ou crescimento do

dente.
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No grupe tratado com Vincristina, quando com
parado com o controle, nao houve nenhuma diferenga na dura
gao das fases do ciclo celular e nem na velocidade de mi-
gragao dos ameloblastos, © gue provavelmente seja explica-

do pela dose insuficiente da droga.
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