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INTRODUGAO

A formagao do esmalte requer alto grau de interagac
celular gue ocorre no Orgac do esmalte. Este processo & geral-
mente dividido em duas etapas: a formacac propriamente dita ou
secregao da watriz do esmalte e sua subseguente maturagao. A
maioria dos trabalhos sobre amelogénese, tem sido realizada em
dentes de crescimento continuo de roedores, porque nestes as
duas fases estac relacionadas a estruturas topograficamente dis
tintas que perduram por toda a vida do animal.

A secregao do esmalte envolve a biossintese de ma-
triz organica composta de glicoproteinas, glicosaminoglicanas,
grande parte de 3gua e 25 a 30% de sais minerais (STACK, 1954;
SEYER & GLIMCHER, 1969; WEINSTOCK, 1972; EMBERY, 1974; SLAVKIN
et al., 1%76; BLUMEN & MERZEL, 1%76). Os ameloblastos secretow-
res sao as células responsaveis por esta etapa da amelogénese.

A maturagao do esmalte consiste na redugao do contefi-
do protéico, que de 20% no esmalte jovem passa a 0,3% no esmal
te totalmente madurc e calcificado, na remogac de &gua e no au
mento de sals de Ca (DEAKINS, 1942; MARSLAND, 1852; STACK, 1854).
No decurso da amelogénese os ameloblastos apresentam uma modula
gﬁe morfo-funcional e passam de cé€lulas tipicamente com fun~-
¢coes de biossintese e secregac, para células tipicas de absorgao
e transporte (KALLENBACK, 1968, 1980; REITH, 1970; JOSEPHSEN e
FEJERSKOV, 1977; SMITH, 1979; SASAKI et al., 1984). A estas cé~-
lulas sao atribuidas a remogao da matéria organica e Agua (WAS-
SERMANN, 1944; MARSLAND, 1952; REITH, 1961; REITH & COTTY, 1967;
SMITH, 1979.

Estudando radicautograficamente a incorporagac de 35-
Prolina ou 335-gulfato de sddioc em molares de cobaia, BLUMEN e
MERZEL {1972, 1973, 1976) wverificaram um decréscimo dagueles
precursores Bo esmalte jovem no seu transito pela regizo de se-
crecio do 6rgdo do esmalte e, portanto, quando ainda relaciona-
dos aos ameloblastos secretores. A primeira vista estes resul-
tados sugeriram gue uma das etapas do processo de maturagao,
qual seja, a remogao de material organico,poderia estar relacio
nada também acos ameloblastos secretores. Entretanto, os mencio-

nados autores nao puderam observar nenhuma reincorporagéo Ge ma



terial organico marcado nos ameloblastos durante sua etapa se-
cretora, 0 que poderia comprovar sua participagao no citado pro
cesse, como também nao fol detectada nenhuma diminuiclo de magg
rial radiocativo na zona de transicdo, ou reincorporacao pelo;
ameloblastos presentes nesta zona, ou na de maturagac.

Estudos bioguimicos mostraram que a{s) proteina(s) do
esmalte jovem sofre(m) uma degradacac e &é{sao) desdobradal(s) em
polipeptideos de baixo pelo molecular (SEYER & GLIMCHER, 1971,
1977, SEYER & VINCENT, 1972: PUKAE et al., 1972; FUKAE & SHI-
MIZU, 1974; GUENTER et al., 1975; GLIMCHER et al,, 1977; ROBIN-
SOM & KIRKHAN, 1984},

Raciocinando gue a nao deteccao da citada reincorpora-
¢ao por parte dos ameloblastos poderia ser devida & remogac da
gqueles polipeptideos pelos procedimentos histoldgicos, particu-
larmente pelo uso de fixadores e descalcificadores (BATTISTONE
& BURNETT, 1956; PIEZ, 1962; DROZ & WARSHAWSKY, 1963), BLUMEN
(1279) e BLUMEN & MERZEL (1982) utilizaram incisivos de camun-
dongos recém-nascidos injetados com 3H-Prolina,cujos dentes até
a idade de 5 ou 7 dias, podem ser cortados num cridtomo sem pré
via fixagao quimica e descalecificagdo. Confirmou-se a perda de
proteina{s) marcada(s) com prolina na matriz enguanto esta esta
va ainda relacionada com ameloblastos secretores (48 h apbs a
injegéo} e detectou~se um segundo pico de reagﬁo radicativa nos
ameloblastos secretores 72 h apds a injeg&o, e na matriz 26 h
apds, sugerindo provavelmente a reabsor¢ac e reutilizacZo do ma
terial protéico marcado. Contudo ficaram varios aspectos a serem
esclarecidos e gue poderao comprovar os resultados relatados e
gue constituem ¢ objetivo deste trabalho:

1) Embora FUKAE & SHIMIZU (1974), SEYER & GLIMCHER
{1977), SASAKY & SHIMOKAWA (1979), SASAKI et al. {1987) tives-
sem mostrade que alguma perda de material protéico possa ocor-
rer no esmalte jovem, GLIMCHER et al. (1977) e ROBINSON et al.
{1277, 1979) mostraram claramente gue a perda maior ocorre na
altura do limite opaco {gue delimita macroscopicamente o esmal-
te djover do madurc}. Este limite deve corresponder aproximada-
mente & zona de transicao entre o esmalte jovem e o completa-
mente maduro (sendc que este Gltimo & removido por agao de des
calcificadores), segundo LEBLOND & WARSHAWSKY (1979) gue tam~

bém relataram gue a perda significativa de material proté&ico
ooorre a partir desta zona de transigéo. BLUMEN & MERZEL (1982),



aventaram a hipdtese que a remogﬁo detectada poderia nao ser a
gue ocorre na maturagac propriamente dita mas sim, um processo
de "turnover" de material protéico no esmalte jovem e gue esta
ria eventualmente relacionada com a calcificagac deste tecido
{GLICK, 1979);

2} Para poder obter cortes por congelagao senm fixagao
e descalcificagao, BLUMEN & MERZEL (1982} usaram incisivos de
animais recem nascidos. 08 autores verificaram em cortes de pa
rafina,que estes dentes até as 48 h de vida apresentaram o Or
gap do esmalte contendo apenas a zona de secrecac do esmalte
interno. De 48 a 96 h sdo acrescidas zonas de esmalte externo
e de transicgao plOs-secretora {onde provavelmente estaria o li-
mite opaco). A partir dal j& teriamos o esmalte completamente
maduro e removivel pela descalcificagac. Assim,se ocorre trans
feréncia de material radioativo na zona de secrecao € possivel
gue o gue sobrou ac atingir a zona de transigac seja muito pou
co para ser detectado. Isto talvez expligue a discrepancia en-
tye os resultados radicautograficos de BLUMEN & MERZEL (1982) e

s trabalhos biogquimicos;

3} 0 trabalho de BLUMEN & MERZEL (18982) nos experimen

3 3

tos com “H~Timidina e “H~Prolina foi limitado ao usc deum ani

mal por tenmpo, © gue tOornou OS5 resultados menos seguros;

4) Naoc se pode excluir a possibilidade do segundo pi=-
co radiocativo verificado por BLUMEN & MERZEL (1982) nos amelo-
blastos e matriz ter sido devido a um fenOmeno metabdlico ge-
ral. Para tanto deveriam ter realizado uma anadlise de depura-

géo sanguinea do composto radiocativo no periodo experimental.
Assim, neste estudo pretende-se:

a) Repetir a experi&ncia realizada por BLUMEN & MERZEL
{1982} com Prolina e Timidina tritiadas, em um maior nomerc de
animais;

b) Utilizarnos experimentos com os radiotragadores den
tes incisivos inferiores nos diferentes intervalos de tempo,

provenientes da mesma mandibula;

c) Usar cortes transversais obtidos de uma hemimandibg

ia com ambos os tragadores radiocativos obtidos com o cridtomo;



d} Usar cortes lingitudinais de 1 pym de espessura, in-
cluidos em resina epoxi, fixados mas nao descalcificados da ou-
tra hemimandibula para estude comparativo com ambos 08 compos-
tos radicativoes:

e) Analisar a depuracac sanguinea de *g-Prolina Guran-

te o periodo experimental.



MATERIAL E METODOS

Quarenta e oito camundongos (Mus musculus, albinus)
com até 12 horas apds o nascimento foram utilizados para a de-

terminagac da taxa de migragéo didria dos ameloblastos, e para
o estudo da biossintese, secregao, remogdo e reutilizacio de
material protéico da matriz do esmalte jovem,

1) DETERMINAGAC DA TAXA DE MIGRAGAG DIARIA DOS AMELOBLASTOS

Vinte e um animais pesando em média 1,5 g foram inje-
tados por via intraperitoneal, com uma dose Unica de 1 uCifgde
peso de 3H~Timidina, {A.E. 5 Ci/mmol -~ Amersham, USA), e sacri
ficados em grupos de 2 a 4 animais, nos intervalos de 1, 24,
48, 72, 96, 120 e 144 h apds a injegao.

Os animais foram sacrificados por decapitagéo,as man«
dibulas removidas, separadas em hemimandibulas e seus tecidos
moles cuidadosamente retirados sob lupa estereoscopica, em pe-
gueno aumento.

As hemimandibulas direitas, sem prévia fixacac e des-
calcificacao, foram incluidas pela porgao incisal dentro de
capsulas de gelatina contendo Tissue Teck II {Lab. Teck Pro-
ducts, Naperville, Illinois, USA), e, rapidamente congeladasno
proprio cridtome a -27°C. Cortes seriados de 6 um de espessura,
no sentido transversal em relacac ao longo eixo do dente, fo-
ram obtidos no cridtomoe (Damon/IEC Division) a —R?OC, e colhi-
dos em laminas histoldgicas previamente gelatinadas(*).

as hemimandibulas esguerdas foram divididas, entre o
19 e 29 molares, em duas fracdes, fixadas em glutaraldeido a
2,5% em solucao tampio fosfato pH 7,4 (**) durante 6 horas, a
4GC, lavadas no mesmo tampao, pos fixadas em tetroxido de Os-
mio a 1% em tampao fosfato pH 7,4 (WARSHAWSKY & MOORE, 1967);

* Gelatina 5,0 g
Alumen de cromo 0,5 g
Agua destilada ¢.s.p. 1000 ml

**Pampac fosfato pH 7,4: Mistura de 6 partes da Solugac A mais 4 partes
da Solugac B.
Sol.A - 34,85g de NaZHPO4.?H20 / g.s.p. 1000 ml HoO destilada
501.B ~ 14,64g de NaH,PO,.H,0 / ¢.5.p. 1000 ml H,0 destilada



apds, os espécimens foram desidratados em concentracbes cres-
é centes de acetona, infiltrados, segundo a técnica de LUFT
| (1961), e incluidos em Poly Bed 812 modificado(*), no sentido
_ longitudinal, pela face vestibular, e mantidos em estufa &60°C
é por 72 h. Cortes lengitudinais de 1 um de espessura foram obti
é dos no ultramicrotomo Porter Blum MT2 - B e coletados em 13mi-
é nas histoldgicas previamente gelatinadas.

; 0Os preparados obtidos de ambas as hemimandibulas fo-
~ram cobertos com emulsfo Ilford K5 (KOPRIWA & LEBLOND, 1962).
E apds exposicac a 4°C em caixas 3 prova de luz, por 30dias (cor
f tes obtidos no cridtomo) ou 60 dias (cortes obtidos no ultrami
E crotomo) os preparados foram revelados (D19B-Rodak), fixados
i (hipossulfito de sbdio a 24%), corados respectivamente com: He
é mateoxilina durante 20 minutos e Azul de Toluidina a 1% a frio,
é por 25 minutos e montados.

i Em ambas as hemimandibulas foli medida a distancia en-
é tre o ntcleo do ameloblasto marcado com 3H~Timidina, localiza-
é do em posigao mais incisal, e a alga apical do drgac odontogé-
é nico, em cada intervalo de tempo.

2) BIOSSINTESE, SECREGAO, REMOGAO E REUTILIZAGRO DE MATERIAL
~ PROTEICO DA MATRIZ DO ESMALTE JOVEM

Vinte e sete animais pesandc em média 1,49 foram in-
E jetados, por via intraperitoneal, com uma dose Unica de’ uCi/g
é de peso de L-Prolina 2, 3, 4, 5 - BH{n) {(A.E. - 120 Ci/mmol -
é Amersham, USA}, e sacrificados em grupos de 3 a 4 animais, 4,
é 24, 48, 72, 96, 120 e 144 h apds a administragac do composto
é radicativo.

i As hemimandibulas direitas foram preparadas como des-—
é crite no Item anterior e incluidas pela face apical do incisi-
- vo.

f Cortes transversals de 6 um de espessura das hemiman=-
5 dibulas direitas, a partir do inicio de secregao do esmalte jo
é vem, foram obtidos no cridtomo a -27°¢c ao longo de todo o den~-

* Poly bed 812 modificado, quanto 8s proporgoes para este experimento:
~ 5 mil Poly bed 812
- 1 ml DDSA
- 4 ml nNva
- 0,2 ml DMP30 (3 a 4 gotas)
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te, sendo gque a distancia que separou cada corte do outro inci
salmente, fol determinada pelataxa demigracdc dos ameloblastos,

As hemimandibulas esquerdas foram divididas em trés
fragoes, no sentido transversal, fixadas em paraformaldeido a
4% em tampaoc fosfato pH 7,4 durante 24 h, lavadas com ¢ mesmo
tampao e processadas come descrito para o experimentos do Item
anterior.

Cortes transversals coletados em laminas histoldgicas
previamente gelatinadas e cortes longitudinais em laminas n3o
gelatinadas foram, entac, radioautografados (KOPRIWA & LEBLOND,
1562) .

ApOs exposigao, respectivamente, de 20 e 37 dias, os
preparados foram revelados (D19B-Kodak), fixados {(hipossulfito
de stdic a 24%), corados com H.E. e Azul de Toluidina a 1% a
frio, e montados.

A analise guantitativa, representada pela contagem to
tal de graos de AgBr {(brometo de prata), foi realizada em re-
gioes pré determinadas, de acordo com a taxa diidria de migra-
¢do dos ameloblastos, utilizando-se uma ocular Zeiss KPL 8X e
uma objetiva 100X com imersaoc a Gleo: nos ameloblastos e ma-
triz do esmalte, situados na parte central da regiac labialdos
cortes transversais dos incisivos direitos (nao fixados e nao
descalcificados, obtidos no cridtome}, e ao longo do drgae do
esmalte da regiao labial dos cortes longitudinais dos incisi-
vos esquerdos (fixados, nao descalecificados, incluidos em Poly
bed 812 e obtidos no ultramicrdtomo).

Nos ameloblastos, o total de graos de Ag reduzida me-~
nos o "RBackground® foi contado em uma Zrea de 100 ym de largu~
ra, por uma extensao situada entre uma linha imagindria gue
passa pelo limite dos ameloblastos com o estrato intermédio, e
outra linha no limite apical dos ameloblastos com a matriz do
esmalte.

Na matriz dco esmalte adjacente, fol contada uma Area
equivalente, com extensifo partindo da linha demarcada da posi-
cao apical dos amelobklastos com esta matriz, até o limite com
a dentina.

Levando-se em consideracac a taxa diadria de crescimen
to do dente, cada area medida foi eguivalente a uma regiao,num

total de nove regices, em diregac incisal.



2) DEPURACAO DO COMPOSTO RADIOATIVO NO PLASMA SANGUINEO

No momentce da decapitacdo dos animais destinados ao
estudo mencionado no item anterior, foi coletado sangue em tu-
bos capilares heparinizados e preservados a 4°C,

O volume de plasma (20 ul) de cada animal foi diluido
em 5 ml de uma mistura de ligquido cintilador(*}, e contados du
rante 10 minutos em um cintilador liguido BECKMAN-LS 230,

Das contagens de cada intervalo de tempo, descontado
o "Background", fol obtida uma média de contagem por minuto
{CGPCMQ).

* Mistura de liguido cintilador:
- Tolueno - 670 ml
-~ PPC - 4,0g
- Dimetil POPOP - 0,1 ¢
~ TRITON X160 - 330 mi



RESULTADOS

[ - DETERMINACAO DA TAXA DE MIGRACAO DIARIA DOS AMELOBLASTOS

Para determinar a taxa de migragac diaria dos amelo-
blastos desde o compartimento proliferativo e ao longo do Ox-
gac do esmalte em direcdoc incisal, na regiac labial dos incisi
vos inferiores dos camundongos recem-nascidos e injetados com
3H-Timidina, foram utilizados os seguintes procedimentos:

Nos cortes dos incisivos direitos obtidos ne cridto-
mo, a cada intervalo de tempo a partir da 12 hora apds a inje-
¢do de JH-Timidina, foi calculada a distdncia percorrida pelo
ameloblasto de nucleo marcado, o mals distante, da alga apical
até sua posicao mails incisal no Orgdc do esmalte, atram
vés do produto do nimero do corte onde a célula estava presen-
te, pela espessura dos mesmos (6 um), e os resultados constam
da Tabela I, '

Nos cortes obtidos dos incisivos esguerdos incluidos
en Poly bed 812, foi utilizada uma camara clara Zeiss adaptada
ao M.0. Zeilss, através da gual, cada corte contido na lamina
histoldgica era projetado e reproduzido em papel sulfite, com
uma dimensadc 1.000x maior. Em cada intervalo de tenpo foi medi-
do no papel, o0 espago em cm., percorrido pelo ameloblasto com
nicles marcado, ¢ mais distante, da alga apical até sua posi-
¢80 mais incisal no Orgac do esmalte, e posteriormente trans-
formados em um. 0s resultados constam da Tabela I.

Com os dados obtidos em ambos os procedimentos, que
constam da Tabela I, foi ajustada uma reta de regressao lineax
simples, calculada pelo método dos minimos quadrados de modelo

¥ = a + bx, onde:

Y representa o espago total percorrido pelo ameloblas
to com nlcleo marcado, o mais distante da alga apical a porcao
mais incisail, no tempo X;

X representa o intervalo de tempo entre a administra-

cio do composto radicativo e o tempo de sacrificio do animal;

a é o coeficiente linear da regressao linear simples
e representa o espacgo inicial percorrido pelo ameloblasto com

nuclec marcado;

b é o coeficiente angular da regressaoc linear simples

e representa a velocidade de migracdo, gque se supbe para efei-
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tos praticos, ser constante.

A reta de regressac linear simples para os incisivos
inferiores direitos foi: ¢ = 517,5 + 21,39x, € a inclinacdo da

reta que estima a velocidade média por hora foi igual 3 21,39

um/h, equivalente a 513,36 un/dia {(Fig. I A}.

Para os incisivos inferiores esquerdos a reta de re~
gressio linear simples foi: ¥ = 818,62 + 25,43x, onde a  taxa
média de migracdo por hora foi igual & 25,43 um/h, equivalente
a 610,32 um/dia {Fig. 1 B).

11 -~ OBSERVACOES MORFOLOGICAS

As observagoOes morfoldgicas foram realizadas nos inci
sivos incluidos em Poly bed 812, seguindo a descricio e classi
ficagdo das zonas de amelogénese no rato (WARSHAWSKY & SMITH,
1974},

Deste modo, o Orgac do esmalte presente na regidao la-
bial do incisivo, j& ao nascer, mostrou as zonas de pré-secre-
CA0, secrecio e pdOS-sSecrecao.

Para melhor avaliag%o dos dados c¢btidos da incor-
poragao de 3H~Prolina, efetuamos uma medida de cada regido, em
pm, nos diferentes intervalos de tempo, a partir do ponto mais
incisal da regidoc de ameloblastos faceando a dentina, onde os
mesmos apresentam em seus apices, gldbulos escuros, ponto ini-
cial de secrecac de esmalte interno (E.I.).

Desde gue utilizamos animais de pesos aproximados,rea
lizamos estas medidas relativas em apenas um animal por tempo
e os resultados gue servirde para futuras interpretacdes da in

corporacdo de JH-Prolina, constam dasFiguras 3 B e 11 B,

111 - B10SSINTESE, SECRECAO, REMOCAO E REUTILIZACAO DE MATERIAL
PROTEICO DA MATRIZ DO ESMALTE JOVEM

INCISIVCOS DIREITOS:

Nas Tabelas II e III constam as médias do nimero to-
tal de graos de prata reduzida sobre ameloblastos e matriz do
esmalte, nas regides de I a IX, distantes 513,36 um uma da ou-
tra, obtidos correlacionando-se a reagac radiocativa medida pe-
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la contagem de graos de Ag, com a migracio dos ameloblastos e
matriz adjacente dos incisivos inferiores direitos {(crictomo) ,
dos animais sacrificados nos diferentes intervaloeos de tempo a-
pds a injecio de 2H-Prolina. Com os dados das Tabelas IT e ITI
construimos os graficos das Figuras 2 e 3A.

Sobre os ameloblastos (Fig. 2), a concentracao de
graos de prata atingiu um miximo ds 4 h, nas regides I, II e
11X, decaindo apds 24 h; um segundo pico de reacdo foi observa
do as 48 h nas regides III, IV e V respectivamente, decaindo
nos tempos subsequentes.

A reacdo radioautografica sobre a matriz do esmalte
{Fig. 3A), apresentou-se mais intensa 3s 24 e 48 h nag regides
IV, decaindo respectivamente nos tempos subsequentes; um segun
do picode reagdo ocorreu respectivamente ds 72 e 96 h apds, nas
regifes VI, para novamente decair nos tempos posteriores,

Estas mesmas variacOes das reacdes radiocativas 530

mostradas nas Figuras 4 a 9.

INCISIVOS ESQUERDOS:

Nas Tabelas IV e V constam as médias do numero total
de graos de prata reduzida sobre ameloblastos e matriz do es-
malte, nas regices de I a IX, distantes 610,32 um uma da outra,
dos incisives inferiores esguerdos incluidos em Poly bed 812,
dos animais sacrificados nos diferentes intervalos de tempoe a-
pds a injecio de 3H-Prolina.

Correlacionando a reacgao radicativa com amigragao dia
ria dos ameloblastos no Orgac do esmalte, construimos os gri-
ficos das Figuras 10 e 11-A,

Scobre os amelcblastos (Fig. X}, houve um pico de rea-
cdo radioativa &s 4 ou 48 h, dependendo da regiaoc observada ,
decainde nos tempos subsequentes.

Sobre a matriz do esmalte (Fig. ll—A}; o numero total
de grapos de prata atingiu um maxime de reacao, de acordoc com a
regifio observada, em 24 a 72 h, permanécendo POT algum
tempo num "plateau®, para depeois decair,

As figuras de 12 a 17 mostram a reacao radioattografi
ca sobre os ameloblastos e matriz do esmalte, desde a regiac
TI {4 h} até a regido VII (120 h) apds a injecao do precursor

radicativo.
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IV - DEPURAGAD DO COMPOSTO RADIOATIVO NO PLASMA SANGUINEO:

No grafico da Fig. 18 podemos verificar que a radica-
tividade medida, atinge um maximo no inicio do experimento, pa
ra nos tempos seguintes, decair.
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TABELA 1 - Distancia média em um percorrida pelos ameloblastos
com nucleo marcado, da al¢a apical do 6rgio odonto-

genico para a porgao incisal,

em dentes
inferiores direito {criotomo) e esquerdo

incisivos
{Poly bed
812) respectivamente, sacrificados em varios inter-

valos de tempo apos uma dose unica de SH-Timidina.

(DIREITO-CRIDTOMO)

{ESQUERDO/POLY BED 812)

TEMPO ESPACO PERCORRIDO ESPACO PERCORRIDC
{horas) {media em um)} {(media em um)
1 598 {3) B16 (3)
24 938 (3} 1.220 (3)
48 1.444 (3) 2,185 (2}
72 2.266 {(3) 2.7490 (3)
96 2.568 (4} 3.446 (3)
120 2.976 (2) 3.8b55 (2)
144 3.634 {3) 4,318 (3)

{

)

numero de animais marcados
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¥ = 818,62+25,43x
2 A

S §=517,5421,30x

0 24 48 72 96 120 144 tempo (h)

FIGURA 1

Tracando-se a distancia do ameloblasto marcado {(com 3H-Timi
dina) mais avancado vs tempo (Tabela 1)} as retas de regres-
si0 linear do material cortado em c¢riGtomo {(A) e material
incluido em Poly bed (B}, foram calculadas pelo metodo dos
minimos quadrados. As respectivas inclinag¢Ces fornecem a ta
xa de migracao em um/h.



TABELA Il - Media do numero de graos de prata reduzida sobre ameloblastos nas varias regioes do orgao do es-
malte dos incisivos inferiores direitos de camundongos, cortados no criotomo, sacrificados em di

3H~pro?ina.

versos intervalos de tempo, apos uma injecdo unica de
TEMPO ’ REGIDES
1 11 ITi v v V1 VII VIII IX
10min 139,6% 49,8 192,6% 46,3 323,3% 59,2 280,0% 29,6
4h 643,0%104,7 703,3%130,9 817,64 91,8 628,0%164,0
24h 323,6% 74,9 520,3% 86,8 675,0% 68,0 488,0% 70,9
48h 502,0%102,2 586,0%149,9 724,7175,2 816,7#126,9 731,5154,4 250,3%10,3
72h 265,6% 47,8  478,0+145,7 584,3t 71,8 555,6f 77,7  420,6%72,9 333,02 0,0 473,0*
96h 128,0% 40,5 202,3+ 21,1 355,6% 20,5 525,6% 4,1  459,6%63,1 396,3%37,6 254,2%70,9
120h 192,3% 42,5 173,0% 28,2 173,6% 25,9 230,3% 35,0 265,6?28,6 385,0%56,3  174,3%47,1  209,5%74,5  165,3%15,]
144h 91,0% 26,7 94,0t 15,2 122,0% 19,6 158,%+ 31,8 1565,6%25,7 226,6%15,1 106,3%27,4 153,3%23.,4 81,5% 4,5
Contagem realizada em apenas um animal
Erro padrao
t
fovet
L
H

+



FIGURA 2 - Graos de prata sobre ameloblastos de incisivos infe
riores direitos de camundongo em varios intervalos
de tempo apos inje¢do de uma Gnica dose de 3H-Pro]i
na. As curvas representam os diferentes dados da Ta
bela 2, levando~se em consideracgao a migragac  dos
ameloblastos devido ao crescimento do dente. A re-
giao de inicio de cada curva esta indicada e os prd
ximos pontos correspondem as regides subseguentes,
de acordo com a taxa de migracdoc. Ameloblastos mos
tram uma forte reacdo 4 h apds a administracdo do
composto radioativo, intensidade esta que decai as
24 h e aumenta novamenta as 48 h para decrescer nos
intervalos de tempos posteriores,
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24

FIGURA 2

86

120

144
tempo (h)
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esmalte dos incisivos inferiores direitos de camundongos, cortados no criotomo, sacrificados emdi
versos intervalos de tempo, apos uma injecio unica de 3H-prolina.

TEMPO REGIDES
I - 11 111 v v V1 Vil VIII IX

0min *k *k *k

4h - 169;5& 7,5 625,53374,6 147,0*

24h - 178,6551,2  521,0%153,4 1218,0%431,2

48h - 144,7?62;1 | 209,0% 69,0 565,5%158,6 429,7139,6 197,3163,0

?éh - 110,3%63,4  164,86%f 93,2 218,3% 56,8 305,6%60,8 800,5%34,5 | 584,0*

96h - 29,6% 8,7 49,3t 15,6 140,61 19,8 348,6%62,0 654,0%80,0  493,3%175,0
120h - 19,6t 4,4 27,3 2,0 -90,3f 23,5 123,0%20,3 297,6%46,7 453,6% 40,2 39?,0138,0 82,3%28,3
144h - 15,6T 3,8 18,3t 2,3 40,3% 5,7 63,6%15,2  191,6%42,3 185,6% 45,8 248,6155,8 107,0%40,0

* Contagem realizada em apenas um animal.

** Nip existe radicatividade na matriz ao 10 min.
- (Contagem impraticavel no criotomo,

t Erro padrio.

A



FIGURA 3A

FIGURA 3B

LEGENDA:

- Grdos de prata sobre a matriz do esmalte de incisi
vos inferiores direitos de camundongo, em viriosin
tervalos de tempo apbs a inje¢dc de uma Unica dose
de 3H-Prolina. As curvas representam os dados  da
Tabela 3, levendo-3e em consideracdo a migrac¢io da
matriz do esmalte devido ao crescimento do dente .
A regifo inicial de cada curva estd indicada ¢ os
proximos pontos correspondem as reg{ﬁés subsequen-
tes de acordo com a taxa de migracio, Corresponden
temente aos ameloblastos, a radicatividade mostra
picos sobre o esmalte as 24, ﬁs 72 e 96 h sugerip
do gue o material marcade € remov1d0 dele para ser
recolocado nevamente, enguanto as estruturas estao
relacionadas a zona secretora: da- ame1ogenese.

- Representa em um a extensao des dentes incisivosdi

reitos, subdivididas eMm- reg}ces nos d1ferentes in
tervalos de tempo. o . -
A associagac rea11zada com as curvas constru1dasna
Figura 3A, resuitante de médias de»contagem de
grios de prata na matriz da reg1a0 labial de éni-
mais injetados com 3H Pro?ana, e cortados em ¢rio-
tome em diferentes intervalos de ftempo, mostram na
Fig. 3B, o inicio de cada contagem nas regibes 1II
s 4 h e, 1T 85 24 h g e III 85 4 h 2, e 0 b indi-
ca 0s picos de reacbes presentes sempre nas zonas
secretoras.

El-Regido de secrecao do esmalte interno
EE-Regiao de secrecdo do esmalte externo
T -Regidc pos-secretora de transicio

M -Regido pos-secretora (esmalte maduro)
R -Regido de ameloblastos reduzidos
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FIGURAS 4 a 9: Radicautogramas de incisivos inferiores direitos
de camundongos mostrando ameloblastos (A} e mna-
triz do esmalte {(E}, em diferentes intervalos de

tempo apds uma Gnica dose de JH-Prolina,

Em virtude da dificuldade de obter-se ameloblas-
tos e matriz do esmalte adjacente no foco aoc mes
mo tempo em objetiva de imersdc a Oleo 100x, pro
vavelmente devido aos cortes terem sido obtidos
em cridtomo, as estruturas contendo ameloblastos
e/ou nmatriz do esmalte, foram fotografadas sepa-
radamente.

A figura 4 mostra graos de prata reduzida, 4 h a
pés injegao de BHwProlina, localizado na célula
principalmente sobre a regidc supra nuclear.Quan
do as c@lulas migram da regifo II (Fig. 4) para
a IIT, 24 h apbs, houve um decréscimo dos grios
de prata reduzida (Fig. 5). As células gue se en
contravam na regido II as 4 h (Fig. 4) mostraram
as 48 h, na regido IV (Fig. 6) uma forte reaclo
no citoplasma.

Sobre o esmalte da regiac IV (Fig. 7) a reagan
radiocativa foi intensa 24 h apds a injecdo do
composto radicativo, decaindo &s 48 h quando se
encontrava na regiac V (Fig. 8). O esmalte gue
se encontrava na regido IV (Fig. 7) as 24 h, en-
controu~se na regiao VI as 72 h (Fig. 9) com um
aumento de radioatividade, em relagao 3 regiao
anterior.

H.E. 2.000x,



Reg.II -4 h Reg.III -24 h Reg.IV - 48 h

Reg.IV - 24 h Reg.V - 48h Reg.VI -72 h



TABELA IV - M&dia do numero de gr3ocs de prata reduzida sobre ameloblastos nas varias regides do orgio

do esmalte dos incisives inferiores esquerdos, incluidos em Poly bed 812, de camundongos sa
crificados em diferentes intervalos de tempo, apos uma unica injecdo de 3H-pro1ina.

REGIDES
TEMPO 1 1 111 Iy v VI VIl VIl IX
ah  255,0831,0  137,5+35.5  130,5%13,5
24h  163,0¢48,0  158,5¥12,5  116,0t11,0  136,0% 6,0
ash  255,5:41,5  199,5%41,5  162,5%17,5  133,0% 70,0%
72h 133,5%22,5  179,0049,0 166,050 117,55 0,5 94,0£24,0  66,0*
96h 88,0 106,0% 174,0% 156,0* 103,0% 61,0%
120h 48,5 8,5 48,5+ 9,5  64,5%25,5  94,0t29,0  94,0451,0  65,0%21,0  24,5%15,5
144h 53,50 8,5 40,0t 8,0 29,55 7.5  33,083,0 62,5028,5  39,5%24,5  16,5% 3.5 7,0t4,0  3,0%

* Contagem realizada em apenas um animal.

t Erro padrao

mOZ—



FIGURA 10 - Graos de prata sobre ameloblastos de incisivos in-
feriores esquerdos de camundongo {incluidos em Po-
1y bed), em varios intervalos de tempo apos inje-
cio de uma Unica dose de SH-Prolina. As curvas re-
presentam os dados da Tabela IV levando-se em con-
sideracdo a migracao dos ameloblastos devido ag
crescimento do dente. A regiao de inicio de cada
curva esta indicada e os proximos pontos correspon
dem as regices subsequentes, de acordo com a taxa
de migracao. Sobre os ameloblastos houve um  pico
de reacdo radiocativa as 4 ou 48 h, dependendo  da
regido observada, decaindo nos tempos subsequentes.

*Contagem realizada em apenas um animal.
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TABELA V - Media do numero de graos de prata reduzida sobre matriz do esmalte nas varias regides do Drga¢

do esmalte dos incisivoes inferiores esquerdos incluides em Poly bed 812, de camundongos sacri.
ficados em diferentes intervalos de tempo, apos uma unica injecao de 3H~pro}ina.

TEMPD REGIUES
1 11 I11] iV ¥ Vi VII VIII 1§,
4h 120,0% 9,0 441,0%89,0 1116,5%200,5
24h 17,5%10,5 303,5%65,5 1190,0¢ 30,0 1352,5% 51,5
48h 15,0 1,0 164,0%30,0. 539,5% 97,5 1207,0* 1215,0%
72h 9,6 1,5 60,5%17,5 295,5% 20,5 569,5%227,5 1065,07254,0  1076,0*
96h 1,0* 37,0% 193,0% 318,0* 486 ,0* 665,0*
128h 4,0t 2,0 27,0%16,0 70,5% 445 124,5% 91,5 . 306,0+¢203,0 382,0%291,0  39,5%3,5
144k 1,5% 1,5 8,5% 5,5 11,5% 3,5 16,0 9,0 28,0% 14,0 22,0% 24,5%3,5  15,5M12,5 5,0

* Contagem realizada em apenas um animal

* Erro padrido

_ZZ«.



FIGURA 11-~A - Graos de prata sobre a matriz do esmalte de inci-

FIGURA 11-B

LEGENDA: EI
EE
T
M
R

f

sivos inferiores esquerdos de camundongo (inclui-
dos ‘'em Poly bed), em varios intervalos de tempo
apos a injecio de uma unica dose de 34-protina .
As curvas representam os dados da Tabela V, 1le-
vando-se em consideracdo a migracao da matriz do
esmalte devido ao crescimento do dente. A regisdo
inicial de cada curva esta indicada e 0s proxi -
mos pontos correspondem &s regioes subsequentes,
de acordo com a taxa de migracao. Sobre a matriz
do esmalte, o numero total de gr8os de prata a-
tingiu um miximo de reacdo, de acordo com a re-
giao observada, em 24 a 72 h, permanecendo por al
gum tempo num "plateau”, para depois decair,

*Contagem realizada em apenas um animal,

Representa em pm a extensao dos dentes incisivos
esquerdos {incluidos em Poly bed), subdivididas
em regides, nos diferentes intervalos de tempo,
A associacao realizada com as curvas construidas
na Fig. 11-A, resultante de medias de contagem de
graos de prata na matriz do esmalte, de animais
injetades com 3H-Prolina, e sacrificados em dife
rentes intervalos de tempo, mostram na Fig. 11-B
o inicio de cada contagem nas regides I as 4ho,
I 8s 24 h we Il @5 4 h s, e 0 A indica os picos
de reag¢Oes presentes nas zonas secretoras.

Regiac de secrecdo do esmalte interno
Regiao de secrecac do esmalte externo
Regido pds-secretora de transigao
Regidao pos-secretora (esmalte maduro)
Regiao de aweloblastos reduzidos
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FIGURAS 12 a 17:

Radicautogramas mostrande graos de prata sobre
ameloblastos (A) e matriz de esmalte (E}  dos
incisivos esquerdos, incluidos em Poly bed 812,
de animais injetados com uma unica dose de >H-
Prolina e sacrificados em diferentes interva~
Tos de tempo.

0s radioautogramas mostram a sequéncia da re-
gifo II as 4 h apGs a injegdo {Fig. 12) e a ca
da intervalo de 24 h onde os ameloblastos e
respectiva matriz transitaram respectivamente

pelas regioes III (24 h), IV (48 h), V {72 h},
VI (96 h} e VII (120 h). Nota-se nas fotos de
12 & 15 ameloblastos presentes na regiao secre
tora {(regiao de esmalte interno} e nas  fotos
16 e 17 regides pbs-secretoras, 0s graos de pra
ta nado mostram alteracOes tanto nos ameloblas-
tos como na matriz ate 96 h, decaindo as 120 h.

Azul de toluidina x 1.300x.



Reg.III -24 h Reg.IV - 48 h

Reg.V - 72 h Reg.VI - 96 h Reg.VII - 120 h



FIGURA 18 - Distribuicao da radioatividade no plasma sanguineo
nos varios intervalos de tempo seguido da adminis-
tracao intraperitoneal de 34_Prolina em camundon -
gos recem nascidos. Foram utilizados 3 a 4 animais
por tempo para as determinacOes da radioatividade,
nos diferentes intervalos de tempo.

CPM = média de contagem por minuto.
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DISCUSSAO

A matriz organica do esmalte imaturo, cido insoldvel,
elaborada pelos ameloblastos durante a etapa secretora de seu
ciclo vital, sofre transformagaes Jque a tornam madura e acido
sollivel (MARSLAND, 1952). Durante o mencionado processo, ocor
rem mudangas seletivas na composicio de aminoicidos {EﬁSTOET
1963; GLIMCHER, 1977; ROBINSON et al., 19279). Assim, a matrig
imatura composta de Amelogenina (EASTOE, 1965), proteina(s) hi
drofbbica(s) rica{s) em prolina, histidina, Acido glutidmico e
leucina de aproximadamente 20-30 kilodaltons, transforma-se em
matriz do esmalte maduro, composta deEnamelin (MECHANIC, 1971),
proteina(s) hidrofilica(s), glicosilada{s) de aproximadamente
40-70 kilcdaltons (TERMINE et al., 1980}, com predomindncia de
glicina, serina, acido aspadrtico e acido glutamico.

Durante estas transformacoes, perxrda protéica, agua e
aumento concomitante de sails de Ca tem sido demonstrados (DEA-
KINS, 1942; MARSLAND, 1952; STACK, 1954). Por outro lado, BUR~
GESS & MACLAREN (1965), GLIMCHER et al. (1977), FUKAE & SHIMI-
2u (1974), SEYER & GLIMCHER (1977}, SASAKY & SHIMOKAWA (1979),
ROBINSON et al, (1982) verificaram que a perda de componentes
protéicos da amelogenina, durante o processo de maturagao, &
precoce, ocorrendo ja na matriz imatura, insollvel em EDTA. Ao
mesmo tempo, GLIMCHER et al. (1977}, verificaram que, nos estd
gios intermediarios da amelogénese entre a porgac mais imatura
e a porgao mais madura da matriz organica do esmalte, ocorre
uma mistura de proteinas com caracteristicas de ambas, ou se-
ia, de matriz imatura e madura.

Embora perda de radiocatividade da matriz Qrgénica,prg
cedendo um aumento de sais de Ca, durante o processo de forma
cao do esmalte fossem mostrados, em cortes histoldgicos, no
passado por diversos autcres usando compostos radicativos e ra
dicautografias {LEBLOND et al., 1955, BELANGER, 1955; KENNEDY
2 KENNEDY, 1957; KUMAMOTC & LEBLOND, 1958; HWANG et al., 1862,
1963; COSTACURTA, 1964; GREULICH & SLAVKIN, 1965; COTTON & HEF
FERREN, 1966; REITH & COPTY, 1967}, a hipdtese da possivel
participagdc dos ameloblastos secretores na remogao dematerial
organico desta matriz durante o citado processo de amelogénese,
foi aventada por BLUMEN & MERZEL {1972, 1973, 1976). Nestes eg
tudos, utilizande molares de cobala, dentes de crescimento con
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tinuo, previamente injetados com 3H~Prolina ou 358-Sulfato de
Sodio como precursores da matriz organica do esmalte, fixados,
descalcificados e radicautografados, quantificaram os dados so~
bre este fendmeno. Por correlaclo da taxa de crescimento didrio
do dente calculado usando 3H~Timidina, COM a secregac destas
substancias encontradas na matriz, eles sugeriram, entac, que
os ameloblastos secretores participariam do processo de matura
cao, removendo material orginico da matriz imatura.

Estudos bioguimicos demonstraram gue a amelogenina so~
fre degradagao resultando pequenos polipeptideos (SEYER, 1972;
SEYER & GLIMCHER, 1971, 1877; SEYER & VINCENT, 1972:; FUKAE et
al., 1972; FUKAE & SHIMIZU, 1974; GUENTER et al., 1975; ROBIN-
80N et al., 1979; SASAKI & SHIMOKAWA, 1979%9; ROBINSON & KIRKHAN,
1584) . Esta quebra, segundo XKATCHBURIAN & HOLT (1969), SEYER &
GLIMCHER {1977), estaria relacionada aos enzimas hidroliticosen
contrados no sistema liscsomal dos ameloblastos secretores os
guais poderiam atuar tanto no meio intra como no extra celular,
degradando proteinas em polipeptidecs de baixo pelo molecular o
gue, provavelmente, as tornaria solivels i agac de agentes qui-
micos usados rotineiramente em procedimentos histoldgicos.

Embora admitindc o fato de gue a perda de radicativida
de estaria relacionada & reabsorcac pelos ameloblastes secreto-
res, BLUMEN & MERZEL (1972, 1973, 1976} nac puderam visualizar
este processo de remocao a nivel histoldgico, pois, como foi
mencionado, os espécimens utilizados foram previamente submeti-
dos & fixagéo e descalcificagéa, os guals atuanm sobre a radioca-
tividade tecidual {(gue em Ultima andlise, nestes estudos, -refls
te a presencga de componentes organicos} removendo parte da meg-
ma (BATTISTONE & BURNETT, 1%56; PIEZ, 1962}, DROZ & WARSHAWSKY,
1963).

BLUMEN {1979) e mais recentemente BLUMEN & MERZEL{1982),
contornaram o problema do uso de espécimens previamente submeti
dos & agdo de agentes guimicos de fixagao e descalcificagao u-
sando dentes incisivos de animais recém—nascidos previamente in
jetados com 3H~Prolina e 3H-Timidina e cortados no cridtomo sem
os mencionados tratamentos gquimicos. For procedimentos semelhan
tes aos 34 descritos por BLUMEN & MERZEL (1972, 1973, 1976}, ve
rificaram, com efeito, gue correlacionando a velocidade de mi-
gracao dos ameloblastos com a incerporacgao de 3H—-Prolina Os ame
loblastos secreteores participam do processo de amelogénese, Naoc

56 secretando componentes organicos da amelogenina, mas removen
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do parte dos mesmos. Esta afirmacio se deveu a presenga de um
segundo aumento de radioatividade.celular, O gue nao ocorreu
nos espécimens tratados com agentes quimicos. Contudo algumas
criticas podem ser feitas aqueles estudos, como por exemplo, a
amostragem insuficientede animais com 0s compostos radiocati-
ves empregados,e possibilidade do aumento da radicatividade ve
rificado nos ameloblastos correspondente ao segundo pico reati
vo,ser devida a 3H-?rolina retida no organismo e nao a um feno
menc local.

No presente estudo radioautografico, usando ‘Timidina
tritiada como radiotragador dos niucleos celulares, mostramos
gue a taxa média do transito dos ameloblastos da regido apical
para a regidc incisal foi, de respectivamente 513,36 um/24 h
para os dentes cortados com ¢ cridtomo e 610,32 um/24 h  para
o8 dentes incluidos em Poly bed 812. A andlise estatistica deg
tes dados mostrou que estas velocidades nao se equivalem, pois
o valor de t calculado, 2,45, &€ significante a nivel de 5%. En
taoc os valores dos coeficientes angulares das retas de regres-—
s80 sdc estatisticamente diferentes, razao pela gual respeita-
mos 0 valor de cada velocidade obtida em cada um dos seus res—
pectivos experimentos; portanto, apesar destes resultados se-
rem diferentes e provenientes de dentes que receberam o precur
sor radicativo ao nascimento e © ameloblasto com nlcleo marca-
do, © mais incisal no seu transito migratdrio ser observado en
quanto durou o experimento {144 h}, eles confirmam os estudos
de BLUMEN & MERZEL (1982) e sdc similares aos encontrados por
HILLER et al. (1975}, ROBINBON et al. (19279) enm incisivos pro-
venientes de ratos pesando de 150 a 250 g.

No estudo para o calculo da taxa de migragao diaria
do bloco ameloblasto-matriz e da biossintese e reutilizacgdo de
compostos organicos durante a formacao da matriz jovem do es-
malte, foram utilizados incisivos inferiores dos lados direito
e esquerdo da mesma mandibula obtidos de um maior nlmerc de a-
nimais, nos diferentes intervalos de tempo apds a administra-
cao dos compostos radiocatives. 0 incisivo inferior direito,sem
prévia fixacdo quimica ou descalcificagao, foi utilizado para
obter cortes cem o cridtomo,e o esquerdo, para obter cortes se
mifinos sem o uso de descalcificador, mas apds fixacao com glu
taraldeide, nos animais injetados com 3g-rimidina e paraformol
deide, nos animais inijetados com 3g-Prolina e inclusio em Poly

bed 812 e gque serviram para comparagac. A finalidade de se es-
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tudar comparativamente ambas as técnicas entre os espécimens
preparados de dentes oriundos do mesmo animal, foi o de propor
cieonar um melhor contrele, minimizando ac maximo, possivels ?;
riagoes individuais, o gue nadoc foi feito por BLUMEN (1979) ;
BLUMEN & MERZEL (1982). A utilizagao de cortes semifinos de ma
terial incluidc em Poly bed 812 nos permitiu uma melhor obser-
vagao morfoldgica das zonas de amelogénese descrita por WARSHA
WSKY & SMITH (1974) em incisivos de ratos. Assim, pode-se veri
ficar ao contrario do gue foi descrito por BLUMEN (1979) e BLY
MEN & MERZEL (1982) os quals usaram espécimens incluidos em pa
rafina, que todas as zonas de amelogénese j& estao  presentes
quando do nascimento. Realizamos medidas de cada regiao duran~
te o periodo em gue durou o experimento (6 dias) e observamos
gue a regidc secretora compreendendo a secregac do esmalte in-
terno e externo, aumentou em 1296,9% um (2.789,9 - 1.492.9); a
de transicac 211,1 (286,5 - 75,4) e a de maturacaoc propriamen-
te dita, 1508,0 pm (1719 - 211,1) {(vide Fig. 3B e 11B). Confor-
me pudemos observar, a regiao gue apresentou maior extensao
foi a de secregdo enquanto a de maturacadc em relagdo dquela &
praticamente 1000 pm menor. Ainda dentro dametodologia emprega
da usamos BH—Prolina como precursor da matriz organica do es~
malte, pelo fato de estudos bioguimicos mostrarem predominan-
cia deste aminoicido na matriz imatura doesmalte (EASTOE, 1963;
GLIMCHER et al., 1977; ROBINSON et al., 19272) e como fol usado
aminofdceido como precursor, naqueles dentes previamente fixa
dos e que serviram como controle, optou-se pela fixagéo cOm
paraformaldeido no estudo da biossintese e reutizizagéo de ma-
terial organico da matriz, pois este fixador segundo PETER &
ASHLEY (1967) liga-se em menores guantidades com aminoacidos
livres fixando a sua guase totalidade guando incorporados as
proteinas, guando comparado ao glutaraldeido. Este Gltimo, ain
da segundo PETER & ASHLEY (1967}, fixa praticamente a totalida
de de aminolcidos na forma livre e nao ligados ds protelnas,
Deste modo, este procedimente eliminou a possibilidade de apa-
recer graocs de AgBr em nossos radiocautogramas devidos a presen
ga de aminocdcidos livres fixados como tal, fato este gue condu
zgiria fatalmente a uma grande margem de erro na guantificacao
dos radicautogramas.

Ccomparandc os dados radicautograficos do presente ex-
perimento, obtidos com dentes fixados e incluidos em Poly bed
812 (Tabs. IV e V~Figs. 10 e 11lA) dgueles dos espécimens cor-
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tados no cridtomo (Tabs. II e IIT e Figs. 2 e 3A) pode~se veri
ficar, com efeito, a influéncia da acio do agente fixador so:
bre a radiocatividade presente nos ameloblastos e matrigz imatu
ra do esmalte. Esta acBo, mostrada pelo segundo pico de raﬁiog
tividade observado sOmente no material ndo tratado por agenteg
guimicos de fixacdo e descalcificacgdo confirmou os  trabalhos
de BATTISTONE & BURNETT (1956), PIEZ (1962) e DROZ & WARSHAWS-
KY (1963), relativos a influéncia gue 0s mencionados  agentes
guimicos, empregados rotineiramente durante o processamento his
toldgico, exercem removendoe parte da radioatividade tecidual ,
gqual seja, o de componentes orgdnicos,

Analisando-se os radioautogramas, primeiramente, dos
espécimens fixados e incluidos em Poly bed 812, pode-se obser-
var gue a radloatividade, medida pelo nimero total de grdos de
Ag, apds apresentar nos ameloblastos presentes nas regides I e
IT as 4 h um pico maximo de intensidade radiocativa, refletindo
a biossintese de material exportdvel, como j& amplamente des-
crito naliteratura, mostrou um decréscimo gradual e cohtinuo
desta radiocatividade nos demals intervalos de tempo apds a ad-
ministracao do compostc radioativo, permanecendo, no entanto
durante este decréscimo e no tempo de duracido do experimento ,
ainda uma quantidade baixa de grZos de Ag. Esta peguena gquant i
dade de radiagao gue permaneceu nas células constitul segundo
descrito por Carneiro (1958} ¢ Warshawsky et al. (1963) as pro
teinas de constituicdo ou pode também refletir uma incorpora-
gao e metabolizacdo celular enguanto existir material radioati
vo disponivel, pois quando a radiocatividade plasmatica é medi-
da em cintiladores, nunca atinge ao longe do tempo de duracio
do experimento, o ponto zero (WARSHAWSKY, 1987 - informagdes
pesscais). Na matriz do esmalte, a intensidade radicativa apds
atingir um pico entre 24e 72h pas regides II e III, permaneceu
ligeiramente estavel, para decair nos tempos posteriores da du
racio do experimento (Fig. 11A). Este decréscimo verificado na
matriz do esmalte imaturo, levando-se em consideracgdo a taxa
didria de migracgido do bloco ameloblastos-matriz, em direcdo in
cisal, significou gue uma certa guantidade de matriz organica,
particularmente de anelogenina rica em prolina foi perdidae que
esta perda ocorreu na maior parte ainda na regiao de secrecio
e portanto relacionada acs ameloblastos gue ainda estao secre-
tando componente da matriz organica do esmalte (Fig. 11-A), con-
firmando ©s trabalhos de Blumen & Merzel (1972, 1973, 1976} .As
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sim nossos resultados mostram que este decréscimo occorreu an-~
tes que a perda maciga de componentes organicos da matriz do
esmalte, descrita existir entre o esmalte transliicido eo esmal
te opacc, ou seja, do limite opaco (HILLER, 1975) ocorra, cog
firmando os trabalhos de ROBINSON et al (1978, 1982). Este li-
mite corresponde aproximadamente ao estagic de amelogénese on-
de os ameloblastos scfrem mudancas morfolbgicas. Assim, apre-
sentam estrutura semelhante a borda estriada com canais tubula
res subjacentes preenchidos com material eletron denso, simi-
lar ewm aparéncia i matriz do esmalte (SMITH, 1879) e que ao ni
vel de microscopia Optica corresponde a regido de transicao des
crita por WASSERMANN (1944); MARSLAND (1952); LEBLOND & WARSHA
WSKY (1979). Neste local, segundo BLUMEN & MERZEL (1972, 1973,
1976} os ameloblastos embora com mudangas em suas caracteristi
cas morfolbgicas, apresentam ainda, alguma atividade secreto-
ra de componentes exportaveis para a matriz, atividade estacon
firmada por WARSHAWSKY (1379). |

Analisando-se agora os dados radioautograficos relati
vos aos espécimens cortados no cridtomo, verificamos a presen-
¢a de um pico de intensidade radiocativa nos ameloblastos gque
transitavam pelas regides I, II e IIXI, 4 h apds a administra-
¢ao do composto radiocativo. Este pico foi indicativo da bios-
sintese de material org@nico precursor de componentes exporti-
vels da matriz jovem do esmalte, o0 gue foi confirmado pelo de-
créscimo na reacao radicautogréfica celular 24 h apds (Tab.II-
Fig. 5). Estes dados, no aspecto funcional, foram semelhantes
acs obtidos com material fixado e incluido em Poly bed 812. Con
tudo, um segundo pico de intensidade radioativa, em diregéo in
cisal, foi observade somente gquando analisamcs o©s esp@cimens
cortados com o cribdtomo. Este segundc pico apareceu nos amelo-
blastos que se encontravam nas regioes III, IV e V 48 h apds,
células estas gue ocuparam as 4 h respectivamente as regices I,
IT e III, portanto enguanto ainda transitavam pela regiao onde
se processou a secrecgao de componentes da amelogenina rica em
prolina. A radicatividade nos ameloblastos continuou a decair
apds, permanecendo, no entante, baixa até o final da  duracaoc
do experimento guando entao as mesmas passaram a ocupar a zona
de transicao entre © esmalte imaturc e o maduro.

A matriz do esmalte adiacente aos ameloblastos mos-
trou um pico maxime de intensidade radicautogrifica entre 24-

48 h apds a administracao de BH-Prolina quando presente na re-
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glao IV refletindo a expsrtagao realizada pelos ameloblastos se
cretores, de proteina{s) rica(s) em prelina constituintes da
amelogenina, Apbs este pice, houve um decréscimo de radicativi-
dade ainda relacionada acs ameloblastos secretores no tempo de
48-72 h apbés a injegdo do composto radicativo. Ao contrario do
material fixado, um outro pico radioativo foi observado nas
regifes VI 72~96 h apds, quando ‘a matriz imatura migrou em di-
regao incisal, relacionando-se contudo ainda & zona de SeCTecan
{Fig. 3 Ae B), Nos tempos subsequentes, a semelhang¢a com © gru-
po de espécimens fixados, houve um decréscimo de radicativida-
de. Neste grupo, o decréscimo de radicatividade verificado a-
tinge ao final do experimento, a zona de transicdo e de esmal-
te maduro relacionando-se também aos ameloblastos pds-secreto-
res. Em relacdo a estas células, nenhum pico de reacio radioag
tografica indicativo de uma possivel reabsorcio foi observado,
confirmande os trabalhos de BLUMEN {1972) e BLUMEN & MERZEL
{1972, 1973, 1976, 1982).

Desde gue neste grupo experimental eliminamos o uso
de agentes quimices de fixacdo e descalcificagido, podemos afix
mar que o segundo pilco radicativo observado nos ameloblastos
que se encontravam ainda em transito pela zona de secrecgio -
{(Figs. 2 e 6}, realmente configurou uma reincorporacac de mate
rial organicc por parte destas células, confirmando, deste mo-
4o, os trabalhos anteriores de BLUMEN ({1979) e BLUMEN & MERZEIL
{1982} .

Com ¢ intuito de evitar especula¢bes scbre a possibi-
lidade deste segundo aumento de radioatividade verificado nos
ameloblastos secretores, ser uma reincorporagldo proveniente de
3H-Prolina retida no organismo dos animais usados {ROBINSON et
al., 1982), no presente estudo realizamos a depurac¢dc plasmati
ca deste composto radicativo, o gque comprovou gue a mencionada
reincorporacac celular foi realmente devida a um fenbOmeno  de
ambito local, pois nenhum pico de intensidade radiocativa gque
pudesse indicar origem sistémica fol detectade. O material or-
ganico reincorporado pelos ameloblastos gue transitaram pela
regifio secretora sdo entdo reutilizados para nova sintese e ex
portados para a matriz organica do esmalte, o gue neste estudo
foi visualizado pelo segundeo pico de intensidade radioativa en
contrado na matriz imatura configurando, segundc BLUMEN & MER-
ZEL {1982} um “turnover" local. Este processo gue engloka sin-

tege-secregio-reincorporacdo e nova secrecdo formando uma espé
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; cie de "onda" indicou ainda gue a matriz imatura do esmalte a~
é presenta certa labilidade (BLUMEN & MERZEL, 1976).

; Embora nao contradizendo o trabalho radicautografico
. de LEBLOND & WARSHAWSKY {1979) que mostra que a perda de mate-
rial orgdnico da matriz ocorre prdximo da regido onde esta &
é perdida do corte pela agac do EDTA, ou seja, na regido do es-
; malte em maturagao incluindo o limite opaco, pois nossos resul
% tados indicam que apds o segundo pico reativo encontrado na ma
g triz, parte da perda de material organico ocorre quando em tran
sito pela regiac de transigdo e maturagio, enquanto a outra
i parte de material perdido ocorre de forma precoce, na regiac
i de secregac de componentes protéicos da amelogenina, portanto
i relacionada acs ameloblastos secretores.

: Pressupondo-se que a regiao de transicao entre esmal
f te imaturo e esmalte maduro corresponda ao limite opaco descri
to por HILLER et al. (1975) e confirmado por GLIMCHER et al.
i {1977}, ROBINSON et al. (1977, 1973) e corresponda também: 1)
- aproximadamente a regiao de maturagaoc descrita por SMITH (1979)
; onde os ameloblastos apresentam borda estriada e uma forte ati
 vidade de fosfatase 3cida e naftilamidase similar aos osteoclas
; tos: 2) onde ocorre ainda a perda macica de proteinas; nossos
; resultados evidenciaram que unma parte da mencionada perda de
f componentes protéicos lAbeis da amelogenina, sua reincorpora-
E cao por parte dos ameloblastos e reutilizag%o como material ex
E portivel, ocorreu antes que aguele limite tenha sido alcanga-
é do, corroborando as evidéncias bioguimicas de FUKAE & SHIMIZU
. (1974), SEYER & GLIMCHER (1977), SASAKY & SHIMOKAWA (1979). O©
E restante da perda de componentes do material organico da amelo
é genina configurando a perda maciga descrita por FUKAE & SHIMI-
ZU, (1974); HILLER et al., {(1975}; ROBINSON et al., {1977}; GLIM
CHER et al., (1977), deve ocorrer provavelmente na regiac cor-
respondente ao limite opacc ¢ gue, segundo nessos resultados
com © cridtomo, configurou o decréscimo a partir do segundo pi
co radiocativo na matriz.

Estudos morfologicos a nivel ultraestrutural favore-
cem a interpretacac de nossos resultados. Assim, no sentido de
reforga~los, REITH (1967} cobservou microvilosidades nos amelo-
blastos secretores projetando-se para © material granular da
matriz. Veslculas encapadas e corpos multivesiculares foramtam
bém observados por REITH (1967) e SMITH (1979}, e mais recente
mente por SCHIAVINATO et al. {1983) e NANCY & WARSHAWSKY (1984}.



SCHIAVINATO et al. (1983) e NANCY & WARSHAWSKY (1984) também
verificaram a presenga de granulos associados aos processos
ameloblasticos, o0s quais poderiam estar relacionados & endoci
tose. -

Estas descrigdes sac altamente sugestivas de uma ati-
va incorparagao associada ao sistema lisosomal, gue degradaria
material orgadnico. No entanto, © mecanismo intrinseco da remo
cac de material da amelogenina rica em prolina durante o pro-
cesso de amelogénese nac é ainda conhecido. Varias hipdteses
podem ser mencionadas: de acordo com REITH (1967) as vesicu-
las encapadas associadas & membrana celular estao engajadas
no processo de pinocitose e gque a presenga de microvilos ne
"front" de mineralizacao € consistente com uma atividade ab-
sortiva. As vesliculas de pinocitose e corpos multivesiculares
sao altamente sugestivos de uma ativa incorporagao e degrada
cao local de material no interior dos processos ameloblasti-
cos (8MITH, 1879). Baseados na caracteristica da  composigao
de aminodcidos da proteina do esmalte imaturc EASTOE, (1966)
& GLIMCHER et al., (1977) sugerem gue a remogaoc pode ser re-
sultado de uma autodespolimerizacao devido a dependéncia de
suas propriedades fisico-quimicas, provavelmente por causa do
alto conteftdo de prolina (25%) ou degradacao peptidica. XAT-
CHRURIAK & HOLT {(1%6%) encontraram numercsos iiscscomas no ci-
toplasma dos ameloblastos secretores responsaveis pela elabo-
ragao de enzimas relacionadas a degradagao de material extra-
celular. SASAKY & SHIMORAWA (1879) mostraram gue extratos ce-~
lulares apresentam atividade proteolitica gue hidrolizam as
principais fracdes das proteinas do esmalte em tamanhos diali
zaveis. Estes achades foram confirmados por MOE & BIRKEDAL-HAN-
SEN (1979) os quals encontraram atividades proteclitica no eg
malte imaturo.

Baseado no que foi discutivo, a radicatividade encon-
trada nos ameloblastos e gue correspondeu ac segundo pico de
reacio radicautografica nos espécimens cortados com cridtomo,
portantc enguanto em transito pela regiac de secregao, sugere
ser o resultado de remogdao de peptidecs de baixo peso molecu-
lar resultante da degradacdo de componentes da amelogenina ri
ca em prolina, apds a matriz ter sido depositada no esmalte
imaturo. No citoplasma estes polipeptideos sofreriam entac a-
gao de enzimas lisosomais formando substancias organicas mais
simples, gue retornariam para © meio extra celular da zona de

secrecac configurado pelo segundo pico encontrado na matriz
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dos espécimens cortados com cridtomo, para ser perdida posteri
ormente no estdgio de maturacao mais adiantado conforme demons
traram os estudos bioguimicos j& mencionados neste trabalho.
Tudo leva a crer que este "turnover" seletive da ma-
triz na zona de secregac da amelogénese confirmando os traba-
lhos de BLUMEN & MERZEL (1982) permitiria o crescimento decrig
tais dos componentes minerais do esmalte jovem (GLICK, 197%).
No presente trabalho, nenhuma reagéo radicautografica
indicativa de remogdo celular de material orgénico na zona de
maturacao foi observada, confirmando deste modo os estudos de
BLUMEN {1979) e BLUMEN & MERZEL (1972, 1973, 1976, 1982).



- RAH -

RESUMO E CONCLUSOES

Dois grupos de camundongos com até 12 h apds © nasci~
mento foram sacrificados nos intervalos de 1 a 144 h, © primei-
ro grupo (21 animais pesando em média 1,5 g), apbs a injegdo de
uma dose Unica de 1 uCi/g de peso corporal de 3H-Timidina, e o
segqundo {27 animais, pesando em média 1,4 g), apds a administra
¢ao de uma dose inica de 5 uCi/g de pesoc corporal de 3H~Prolina

Em ambos 038 experimentos as hemimandibulas direitas
nao fixadas, nac descalcificadas, contendo © dente incisive fo-
ram incluidas em cépsulas de gelatina, congeladas e cortadas
transversalmente no cridtomo com a espessura de 6 um, enguanto
as esquerdas foramdivididasem Zou 3fracdes, fixadas emglutaral
deido {para o material injetado com SH~Timidina) e paraformal -
deido (para o material inijetado com SH-Prolina), incluidas em
Poly bed 812 e seccionadas longitudinalmente num ultramicrotomo
com a espessura de 1 um.

Os cortes foram radicautografados, revelados e cora-
dos.

Os espécinmens injetados com 3g.Timidina foram destina-
dos 4 obtencdo da taxa de migracdc didria dos ameloblastos no
drgao do esmalte. Foram obtidos dois valores, apesar dos espé-
cimens pertencerem aos mesmos animais o gque se justifica pelas
técnicas diferentes empregadas:

a} material nac fixado, congelado = 513,36 um/dia

b} material fixado e incluido em Poly bed 812 = 610,32
um/dia,

Os espécimens injetados com SH-Prolina foram wutiliza-
dos para a analise, através da radiocautografia, de parte dos fend
menos metabdlicos que ocorrem nos ameloblastos correlacionados
com a matriz adjacente, nas regldes pré determinadas pelas ta-
xas de migracao didria dos ameloblastos ac longeo do dente.

Estudo da radiocatividade do material injetadco com 3u-
Prolina:

a} fixado em paraformaldeido, ndo descalcificado, in-
cluido em Poly bed 812 e cortado lengitudinalmente:

A contagem dos graos de prata de cada regiio dos
dentes, separadas por intervalos de 610,32 im, mostrou sobre os
ameloblastos (Fig. 10} um pico de reag¢ado radiocativa 4 ou 48 h,
dependende da regiao observada, decaindo nos tempos subsequen-
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tes. Sobre a matriz do esmalte (Fig. 1l1-A) o nimerso total de
graos de prata atingiu um m3ximo de reagao, de acordo com a re-
giac observada, apds 24 a 72 h, para depois decair,

b} Material nao fixado, nac descalcificado, congela-
do e cortado transversalmente:

A analise gquantitativa dos graos de prata de cada re-
giac dos dentes, separados por intervalos de 513,36 um, mostrou
sobre os ameloblastos (Fig. 3) uma concentracac mixima de grios
de prata as 4 h, decaindo &s 24 h; um segundo pico de reacgao ra
dicativa ds 48 h, decaindo apds. A matriz apresentou um pico é;
24 e 48 h, decaindo nos tempos subsegquentes, um segundo pico
ocorreu as 72 e 96 h, decaindec apds.

Comparando-se o0s dols resultados e a analise da depura
cao da 3H~Prolina do plasma sanguinec, chegou-se 3s seguintes

conclusoes:

a) A andlise da depuragao do plasma sanguineo n3c mog=

~ 3 , , .
trou nenhuma retencao de “H-Prolina no organismo, sugerindo gue
sua reincorporagéo pelos ameloblastos secretores foi um fendme-

no locals

b} A comparagao entre os resultados das contagens de

3H-Prolina sugere

graos de prata nos espécimens injetados com
gue: o decréscimo da radiocatividade da matriz do esmalte, simul.
taneo com um pico nos ameloblastos as 48 h, seguido de decrésci
mo nos ameloblastos, e plcos simult3neos namatriz as 72 e 96 h,
no material nao fixado, indica uma reabsorcac e reutilizagac de
material protéico por parte das células, guando ainda transitam
pela regiao secretora, enquanto a auséncia dos segundos Picos
nos ameloblastos e matriz do material fixado, pelo fato de am~-
bos {material fixado e nac fixado) pertencerem aos mesmos ani-
mais, € explicade pela remocgzo dos polipeptideos de baixo peso
molecular, pelos agentes guimicos fixadores utilizados no pro-

cessamento da inclusac dos incisivos em Poly bed 812.

UNITERMOS: Ameloblastos, Amelogénese, Matriz do Esmalte, Odonto

génese, Radioautografia.
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Two groups of mice 12 hrs old were sacrificed from 1 to
144 hours after the injection of 3H-Thymidine or 3H-Proline. One
group of 21 animals, each weighing on average 1,5 q. were injected
with a single dose of 1 uCi/g body weight of 3H~Thym1d1ne and
the other group of 27 animals each weighing on average 1,4 ¢.re-
ceived a single dose of 5 WCi/g body weight of *H-Proline.

The unfixed and undecalcified right half mandibles, con
taining one incisor tooth were embedded in Tissue-Teck II using
gelatin capsules and were immediately frozen. Transverse sections,
6 uym in thickness, were cut on a cryotome at -27°9C beginning at
the incisal tip or at the odontogenic organ of the tooth, The
fixed and undecalcified left half mandibles were embedded in Poly
bed 812 and cut to obtain longitudinal sections of 1 um thickness.
Radicautography was carried out using a coating technique with
Ilford ¥5 - emulsion.

The incisor tooth was divided in to 100 um wide regions
separated from each other by 610 um. These measurements were
obtained from animals previously injected with 3H-Thymidine. The
silver grain count showed a series of peaks in the ameloblasts .
Bach corresponded to time of injection (4 or 48 hours}. Grain
count decreased after each peak., Over the enamel matrix the
silver grain count, depending on the region analysed, reached a
maximum radicactivity at 24 to 72 hours after injection. and
decreased thereafter., The silver grain count of each 100 um wide
region {each region was 513 um from the adjacent one} showed a
maximum autoradiographic reaction in regions I, II and III over
the ameloblasts 4 hours after the injection and decreased after24
hours. The grain count increased again at 48 hrs in the regions
11T, IV and V respectively and finally decreased at later time
intervals. The enamel matrix showed peaks of radiocactivity at 24
and 48 hours in region IV decreasing thereafter. Peaks of radiow
activity were also observed at 72 and 96 hours in region
VI, again decreasing thereafter.

Comparing both tooth unfixed and undecalcified
with tooth fixed and undecalcified and considering the clearance
of 3H-Proline from the blood we concluded that, as the blood
clearance analysis did not show any peak 4 hrs following injection,
there did not seem to be a general systemic effect. However, con

sideration of the kinetics of 3H-Proline uptake suggests  that,
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there may be a reabsortion and reutilization of proline and
perhaps other amino-acids by the ameloblasts during the secretory
stage. This is explained by the decrease of radicactivity in the
enamel matrix and the simultaneous increase of silver grainsover
the ameloblasts at 48 hours, followed by the decrease in radiocacti
vity in these cells and simultaneous peaks in the matrix at 72
and 96 hours in unfixed material. These kinetics were not observed

in the fixed and undecalcified material.
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