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RESUMO

O objetivo nesse trabalho foi avaliar a taxa de erupcdo dentaria, a
birrefringéncia da matriz organica do esmalte, a morfologia dos tecidos
odontogénicos e a ultraestrutura do ameloblasto secretor em incisivos de ratos
submetidos a altas doses de radiacdo X. Para isso foram utilizados, no total,
sessenta ratos machos, sendo os primeiros trinta divididos em trés grupos
experimentais: Controle, Irradiado 15Gy e Irradiado 25Gy, grupos nos quais 0s
animais receberam doses Unicas de 15Gy e 25Gy de radiacao X, respectivamente,
localizada na regido de cabeca e pescoco. A mensuracdo da taxa de erupcao
dentaria foi realizada a cada dois dias, perfazendo o tempo total do experimento
(seis dias e meio). Com o objetivo de acompanhar o desenvolvimento dentéario por
um periodo maior, utilizou-se mais trinta animais que foram submetidos ao mesmo
tipo de tratamento e, portanto, divididos nos trés grupos supracitados. Os valores
da taxa de erupcao foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey
(p<0,05). Todos os animais sacrificados aos seis dias e meio foram perfundidos,
as hemimaxilas removidas, adequadamente fixadas e processadas de acordo com
o protocolo de histologia da FOP-UNICAMP. Para birrefringéncia, mediu-se o valor
do retardo Optico da area de maior brilho utilizando microscopio de polarizagdo. Os
dados foram encaminhados a andlise estatistica de variancia e teste de Tukey
(p<0,05). Para avaliagcdo da morfologia dos tecidos odontogénicos e ultraestrutura
celular foi realizada analise descritiva. Foi possivel observar, nos grupos
irradiados, uma reducao significativa da taxa de erupcédo a partir do quarto dia.
Uma diminuigdo no brilho de birrefringéncia foi encontrada nos grupos irradiados
em relacao ao controle, porém esta so foi significante para o grupo Irradiado 25Gy.
A avaliacdo dos tecidos odontogénicos revelou, no grupo controle, regiao
odontogénica com aspecto de normalidade e camada de odontoblastos e
ameloblastos preservados. Nos grupos irradiados foi possivel constatar
desorganizacao das células da regidao odontogénica, camada de pré ameloblastos
com reducgdo na sua altura e odontoblastos muitas vezes ausentes ou pobremente
organizados. A analise ultraestrutural revelou em todos os grupos, a presenca de
organelas integras, assim como processo de Tomes bem preservados.
Evidenciou-se também a presenca de filamentos em contato com as organelas
citoplasmaticas. Entretanto, nos grupos irradiados, foram visualizadas diversas
areas de degeneracao e a presenca dos autofagossomas, sugerindo um processo
de morte celular. Baseados nesses resultados, pdde-se concluir que altas doses
de radiacao X foram capazes de retardar a erupgao dentaria a partir do quarto dia;
reduzir a birrefringéncia da matriz organica do esmalte na fase de secrecdo da
amelogénese; alterar significativamente a morfologia dos tecidos odontogénicos e
causar agressao, modificando a ultraestrutura celular.

Palavras-chave: radiagéo ionizante; ameloblastos; ultraestrutura; birrefringéncia
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ABSTRACT
The aim of this study was to evaluate the dental eruption rate, the organic

enamel matrix birefringence, the odontogenic tissue morphology and the
ultrastructure of secretory ameloblasts in incisor of rats submitted to high radiation
doses. For this purpose, sixty male rats were used, the first thirty divided into three
experimental groups: Control, 15Gy and 25Gy irradiated groups, which received
single doses of 15 and 25Gy of X-rays, respectively, localized in the head and neck
region. The measurement of the eruption rate was performed every two days, until
the total experimental time was reached (six days and half). As an attempt of
analyzing the dental development for a longer period, thirty other animals were
used, divided into the same three experimental groups and submitted to the same
procedure described above. The eruption rate values were submitted to ANOVA
and Tukey test (p<0.05). All the animals tested in the sixth day and half were
perfused, their hemimaxilla removed, adequately fixed and processed according to
the histological protocol of FOP-UNICAMP. For birefringence analysis, the optical
retardation was measured in the highest birefringence brightness area, using a
polarizing microscope. Data were submitted to statistical analysis (ANOVA) and
Tukey test (p<0.05). A descriptive analysis was performed for morphologic and
ultrastructural evaluation. It was possible to observe, in irradiated groups, a
significant reduction in the eruption rate from the fourth day. A reduction in the
birefringence brightness was encountered in the irradiated groups in relation to
control; this difference was, however, only significant to 25Gy irradiated group. The
odontogenic tissue morphology analysis showed, in control group, odontogenic
region with normal features and preserved layer of odontoblasts and ameloblasts.
Both irradiated groups presented odontogenic cells disorganization, pre-
ameloblasts layer reduced in height and odontoblasts absent or poorly organized.
The ultrastructural evaluation showed, in all the examined groups, the presence of
organelles and Tomes process preserved. The presence of filaments in contact
with the cytoplasmatic organelles was also found. However, in the irradiated
groups several degeneration areas and autophagosomes were observed,
suggesting a cell death process. Based on these results, it was possible to
conclude that high radiation doses were capable to delay the eruption rate from the
fourth day; to reduce the birefringence brightness of the organic matrix in the
secretory stage of amelogenesis; to alter significantly the odontogenic tissues
morphology and to cause aggression, modifying the cellular ultrastructure.

Key-words: radiation, ionizing; ameloblasts; ultrastructure; birefringence
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento dentario é um processo bastante complexo e o Unico que
leva aproximadamente dezesseis anos para ser completado. Dessa forma,
durante todo esse tempo, os dentes estdo susceptiveis a disturbios ambientais
que afetam o seu desenvolvimento normal. A denticdo decidua inicia sua
formagéo entre a sexta e oitava semana de vida embrionaria, enquanto os dentes
permanentes iniciam entre a vigésima semana intra-uterina e o décimo més pos-
natal, exceto os terceiros molares, que tém a sua formacao até o quinto ano de
vida. A mineralizacdo comeca nos incisivos centrais durante a décima quarta
semana de gestacdo e continua nos demais dentes até o fechamento apical
completo das raizes dos caninos e segundos molares que ocorre por volta dos 14-
15 anos de idade (Ten Cate, 2001; Héltta et al., 2002).

A formacao do esmalte comeca na fase inicial do estagio de desenvolvimento
da coroa dentéria e envolve a diferenciacao das células do epitélio dentario interno
em ameloblastos. As células do epitélio dentario interno induzem as células da
papila dentaria adjacente a se diferenciarem em odontoblastos para formagéao da
dentina e estas induzem a diferenciacdo posterior das células do epitélio interno
em ameloblastos. A partir dai, os ameloblastos iniciam a sintese e secrec¢do da
matriz organica de esmalte (Ten Cate, 2001). A matriz organica é sintetizada
dentro do reticulo endoplasmatico rugoso, migra para o complexo de Golgi, onde é
condensada nas vesiculas membranosas. Estas vesiculas migram para
extremidade apical da célula e todo o seu conteudo é exportado e depositado ao
longo da jungdo do esmalte e da dentina. Dessa forma ha o estabelecimento da
juncédo amelodentinaria (Ten Cate, 2001).

Cerca de 50% da populacdao brasileira tem idade inferior a vinte anos.
Neoplasias malignas em criangas séo raras, representando entre 0,5 e 3,0% de
todos os tumores. No Brasil, os Registros de Céncer de Base Populacional
indicam que os tumores pediatricos representam cerca de 3,0% de todas as
neoplasias malignas ocorridas no pais. Em 2008, estima-se que no Brasil
ocorrerao 351.720 novos casos de cancer (exceto neoplasias malignas de pele
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ndao-melanoma) e desses, 9.820 novos casos ocorrerdo em criancas €
adolescentes até os 18 anos de idade (Estimativa 2008: Incidéncia de Cancer no
Brasil, Instituto Nacional do Cancer). Nos Estados Unidos, a prevaléncia anual de
cancer em criancas de 0 a 14 anos entre 1975 e 1995 foi de 14.540 casos, destes
860 afetando a regido de cabeca e pescocgo (Linet et al., 1999). A American
Cancer Society estima aproximadamente 35.310 novos casos de cancer
envolvendo a cavidade oral e orofaringe que serdo diagnosticados nos Estados
Unidos no ano de 2008 (American Cancer Society, 2008).

Entre as neoplasias malignas da infancia, a leucemia é a mais comum,
perfazendo um terco de todos os casos nessa faixa etaria (Gatta et al., 2002;
American Cancer Society, 2008). Entre as leucemias em criancas e adolescentes,
a leucemia linféide aguda é a mais comum, exceto no Japao, China e Zimbabue,
onde a leucemia linféide aguda é menos frequente que a leucemia mielbide
aguda. Os tumores de sistema nervoso ocorrem principalmente em criancas
menores de 15 anos e representam cerca de 20% dos tumores infantis. Os
tumores ésseos, sobretudo o osteossarcoma, tém sua maior ocorréncia em 0Ss0s
longos de pacientes durante a segunda década de vida. Outra lesdo, prépria de
pacientes pediatricos, € o retinoblastoma, que representa cerca de 2% dos
tumores infantis (Estimativa 2008: Incidéncia de Cancer no Brasil, Instituto
Nacional do Cancer).

Na regido de cabeca e pescoco, os linfomas e o rabdomiossarcoma estao
entre os tumores malignos mais freqlientes em criancas e adolescentes.

O tratamento para os tumores soélidos é responsavel por uma incidéncia
significativamente aumentada de anomalias dentarias quando comparada com as
neoplasias linfoproliferativas. Com o aumento da expectativa de vida desses
pacientes, faz-se necessario um conhecimento aprofundado dos efeitos agudos e
tardios da radioterapia nos tecidos dentarios na tentativa de preveni-los ou
minimiza-los (Lopes et al., 2006).

A radioterapia para tratamento de tumores malignos da regido de cabeca e
pescoco € amplamente utilizada e aceita como uma modalidade eficaz de
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tratamento. Pode ser utilizada isolada ou em associacdo a cirurgia e
quimioterapia. Embora, recentemente, tenha sido introduzida uma nova
modalidade de radioterapia (Intensity modulated radiation therapy - IMRT),
resultando em menor volume de tecido irradiado, na maioria dos aparelhos a
radiagdo ndo € direcionada somente para as células tumorais, afetando também
em graus variaveis as células normais incluidas no campo de tratamento (Urbano
e Nutting, 2004). Véarias sao as alteragdes que podem se desenvolver no
complexo maxilomandibular, incluindo xerostomia, osteorradionecrose, mucosite,
disturbios de crescimento associados as injurias na cartilagem, nos centros de
crescimento condilar e disturbios no crescimento e desenvolvimento dos dentes.
(Sweeney et al., 1977; Niehoff et al., 2008).

Os efeitos da radiacéo nos dentes humanos permanentes erupcionados sao
bem documentados. O grau de severidade das lesbes dentais vai depender do
estagio da odontogénese que o mesmo se encontra na época do tratamento, além
da dose e éarea irradiada (Lopes et al., 2006). Poucos estudos tém sido realizados
para avaliar os efeitos da radiacdo nos dentes em desenvolvimento.

As alteracbes dentarias e maxilofaciais devem ser reconhecidas como uma
grave sequela da irradiacao terapéutica dos maxilares. O atendimento do paciente
deve ser realizado por uma equipe multidisciplinar a fim de que estas alteracdes
sejam minimizadas ou eliminadas.

Em ratos, os incisivos crescem continuamente devido a chamada zona
progenitora, a qual consiste de um grande numero de células mesenquimais
indiferenciadas que migram da regido apical a margem gengival a uma velocidade
uniforme. Estas células tém alta taxa metabdlica e estdo sempre se diferenciando.
O movimento dessas células é importante, pois permite uma correlagdo com a
sequéncia de alteragcdes que ocorrem durante a erupcdo dentaria. A zona
progenitora de incisivos de ratos é um 6rgao adequado para se investigar o efeito
da radiagdo X no crescimento celular, visto que as alteracdes celulares sao dose-
dependente e quantitativamente reprodutiveis (Lindvall et al., 1972).
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Devido a escassez de experimentos sobre as alteracbées radio-induzidas
durante a fase de secrecao do esmalte, é pertinente a realizacdo de estudos para
avaliacdo dos efeitos deletérios da radiagcdo na formacado da matriz organica do
esmalte durante a odontogénese.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Esmalte e Matriz Organica

O tecido epitelial que recobre a porcao apical dos dentes extende-se por
toda a superficie labial, fusionando-se no terco incisal com a gengiva. Este tecido
epitelial continuo é subdividido em érgao odontogénico e 6rgdo do esmalte.
Warshawsky e Smith, 1974, dividiram o érgao odontogénico e o 6rgao do esmalte
em zonas de amelogénese. Estas compreendem trés regides principais: regiao
pré-secretoria, que inclui os ameloblastos relacionados a polpa (6rgao
odontogénico) e os ameloblastos relacionados a dentina (6érgao do esmalte),
sendo a regiao onde ocorre a deposicao e inicio de mineralizacao da dentina pelos
odontoblastos; regidao de secrecdo (6rgdao do esmalte), representada pelo epitélio
interno e epitélio externo, local onde o esmalte é sintetizado; e a regido de
maturacao, a qual se subdivide em regidao de pds-secrecao transitéria, regiao de
maturacdo propriamente dita, regido de pigmentacdo e regido de ameloblastos
reduzidos.

Smith e Warshawsky, 1976, estudaram o movimento das populacdes
celulares do 6rgao do esmalte a medida que o dente erupciona, da regiao
odontogénica até a margem incisal, passando pelas varias regides da
amelogénese. Para isso, sete ratos machos jovens (100-300g) receberam dose
tnica de 1uC/gm de *H timidina. Os animais foram sacrificados por perfusdo 1
hora, 2, 4, 8, 16 e 32 dias ap6s a injecao do marcador. Foi possivel observar que 1
hora apéds a injecao, os ameloblastos e odontoblastos encontravam-se proximos a
regiao de secrecdo de pré-dentina; dois dias apo6s, os ameloblastos estavam bem
diferenciados e a maioria j4 se encontrava secretando matriz de esmalte, sendo
que esta secrecdo também foi observada aos quatro dias; aos oito dias, os
ameloblastos ja se encontravam em fase de maturacao. Estes autores afirmaram
ainda que os eventos morfolédgicos vistos durante o desenvolvimento dentario nos

incisivos de ratos sdo analogos aos que sao observados nos dentes humanos: a
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porcao do incisivo coberta por esmalte € considerada a coroa anatbémica e a parte
recoberta pelo cemento € analoga a raiz.

Durante a renovagao do 6rgao do esmalte nos incisivos de ratos, as células
epiteliais sao transportadas seqiiencialmente através das zonas de pré-secrecao,
secrecao e maturacado até a margem gengival, onde o ciclo de vida dessas células
termina. Baseado nisto, Smith e Warshawsky, 1977 avaliaram o fluxo destas
células dentro de cada uma das regibes da amelogénese, por meio da
radioautografia pela injecdo intraperitoneal de °H-timidina. Péde-se observar que
houve uma diminuicdo progressiva no numero de células a medida que estas
atravessavam os compartimentos de formacdo do esmalte dental. No incisivo
superior, o tempo de transicio dos ameloblastos na fase de secregao
correspondeu a 156 horas. Os achados desse estudo revelaram uma enorme
perda no numero de ameloblastos, 50%, no curso do estagio da maturacédo. Os
autores acreditam que a principal causa para a diminuicdo da populacdo dos
ameloblastos seja a morte celular e degeneracéo in situ.

Risnes, 1979, calculou a taxa de migracdo dos ameloblastos durante a fase
de secrecao baseado nos parametros de comprimento e angulagédo dos prismas
de esmalte, comprimento da zona de secrecdo, taxa de erupcao de incisivos
impedidos e diametro dos incisivos. Os autores afirmam que o tamanho das zonas
de secrecao de esmalte nao varia de acordo com a idade do animal e que o
movimento dos ameloblastos é diferente durante a secre¢do do esmalte interno e
externo, dessa forma a velocidade dos ameloblastos durante a secrecdo do
esmalte externo € maior. Ainda de acordo com os autores, em ratos adultos, o
tempo decorrido do inicio ao fim da secrecao de esmalte € de 11,4 dias.

De acordo com Smith e Nanci, 1995, a amelogénese é um processo
bastante complexo, controlado pelo érgdo do esmalte, que culmina com a
formagédo de um tecido altamente mineralizado que recobre a coroa dos dentes.
Os ameloblastos comecam seu ciclo de vida como uma camada de células
colunares baixa e possuem um complexo de Golgi rudimentar localizado no pélo

do nucleo. Com a sua diferenciacdo, sofrem alterac6es consideraveis em seu



Efeito- daw radiacdo ionigante na formacdo da matrig orginica do-esmalte dentirio-
Revisdo da Literatura

volume, tornando-se células colunares altas. Esta modificagdo envolve um
aumento do volume citoplasmatico dedicado ao reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi. Os ameloblastos entdo invertem sua polaridade, e o complexo
de Golgi passa a se movimentar ao redor do nucleo. Inicia-se a secrecao das
proteinas do esmalte as quais sdo depositadas apicalmente. Assim que a primeira
camada de esmalte é formada, os ameloblastos desenvolvem extensdes
citoplasmaticas, a partir da superficie apical, chamada de porcao distal do
processo de Tomes. Quando a espessura do esmalte é atingida, cessa-se a
secrecdo, os ameloblastos diminuem de tamanho e o processo de Tomes
desaparece.

Segundo Fincham et al, 1994, 1995 e 1999, o esmalte & a principal
estrutura mineralizada dos organismos vertebrados, sendo formado dentro de uma
matriz Unica, extracelular que é derivada da sintese e secrecéao de proteinas pelos
ameloblastos. E composta por 50-60% de agua, 20-30% de proteina e 15-20% de
mineral. As amelogeninas sdo as principais proteinas que constituem a matriz
organica extracelular, elas formam espontaneamente agregados globulares
supramoleculares, denominados nanosferas. Estas nanosferas possuem um
didmetro de 18-20nm e foi estimado que sejam compostas de aproximadamente
100 mondémeros de amelogeninas. Dentre os outros componentes também foram
encontradas as proteinas sulfatadas, as quais apresentam curto tempo de vida e
sdo rapidamente degradadas apds sua secrecao; albumina sérica, encontrada
entre os estagios de secrecdo e transicdo, ndo sendo sintetizada pelos
ameloblastos; lipidios; além das proteinases, que sao responsaveis pela quebra
das proteinas do esmalte e essenciais para completa degradacdao da matriz,
permitindo um rapido crescimento dos cristais durante o estagio de maturagéo. Os
autores sugerem que estes agregados de nanosferas representam um fator
essencial para formagdo da matriz de esmalte, pela sua organizacdo em
estruturas altamente ordenadas e bem arranjadas, as quais vao guiar o inicio do

crescimento dos cristais na formacao do esmalte.
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Moradian-Oldak, 2001, definiu os principais eventos extracelulares que
envolvem a formagdo do esmalte: delineacdo do espaco pelos ameloblastos
secretores e juncao dentino-esmalte; secrecdo de proteinas, principalmente
amelogeninas, pelos ameloblastos do epitélio interno do 6rgao do esmalte;
organizagao das proteinas amelogeninas formando uma estrutura supramolecular
altamente ordenada; transporte de ions calcio e fosfato pelos ameloblastos; e
nucleacao, alongamento e crescimento dos cristais de apatita. Posteriormente, no
estagio de maturacdo, ocorre um rapido crescimento e espessamento destes
cristais, com a concomitante degradacao progressiva e remoc¢ao dos componentes
da matriz organica extracelular do esmalte, principalmente amelogeninas. O autor
afirma ainda que as proteinas de amelogenina constituem o principal componente
estrutural para o desenvolvimento da matriz extracelular do esmalte dentario.

Espirito Santo e Line, 2005, relatam que as proteinas que compdem a
matriz de esmalte sdo agrupadas em trés classes: as amelogeninas (proteinas
hidrofobicas), que correspondem a mais de 90% das proteinas da matriz; a classe
das enamelinas e tufelinas (proteinas acidas), as quais representam cerca de 2%;
e a ameloblastina, que perfaz um total de 5% do total de proteinas do esmalte.
Estas proteinas formam um tecido bastante organizado e estruturado, o qual é
muito importante para a fase de crescimento, morfologia e orientacdo dos cristais
de hidroxiapatita.

Veis, 2005, estudando o processo de biomineralizacdo dos organismos
vivos, explica que a deposicdo mineral no esmalte € um processo bastante
diferente. Os ameloblastos alongam-se em direcdo a juncdo amelodentinaria e
cada célula ameloblastica desenvolve uma estrutura assimétrica, os processos de
Tomes, que ndo se comunicam uns com os outros. O espaco localizado entre eles
€ preenchido por uma matriz rica em amelogenina. Nesta matriz, cristais
orientados semelhante a fitas de conteddo mineral se alongam a partir da jungao
amelodentinaria até a superficie externa do esmalte. As fitas engrossam e se
agregam para formar os prismas de esmalte, enquanto que a maitriz de
amelogenina é degradada e removida.
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Moradian-Oldak e Goldberg, 2005, afirmam, a partir de numerosos
experimentos in vitro, a fungdo da amelogenina como importante indicador do
controle da fase mineral, incluindo a forma, orientacdo e organizacado dos cristais
de hidroxiapatita durante a biomineralizagcdo do esmalte. Os autores salientam
ainda que os ameloblastos, além de sintetizarem e secretarem as amelogeninas e
demais constituintes da matriz, sdo responsaveis pelo transporte iénico e eventual
reabsorcao da matriz protéica. A matriz organica tem sua degradacéao iniciada na
fase de transicido e é extensamente degradada e substituida por componente
mineral na fase de maturacéao.

E escasso 0 nimero de trabalhos que reportam a birrefringéncia da matriz
organica do esmalte. Em 2006, Espirito Santo et al., se propuseram a estudar a
birrefringéncia da matriz organica do esmalte durante o desenvolvimento dos
incisivos € molares de ratos utilizando microscopia de polarizacdo. Os animais
foram perfundidos com paraformoldeido 2% e glutaraldeido 5%. O incisivo
superior e as hemimandibulas foram removidos, fixados e descalcificados com
mistura de formoldeido 4% e acido nitrico 5% ou em EDTA 5%. Medidas do
retardo Optico foram realizadas no estagio precoce de secrecdo do esmalte,
estagio tardio de secrecdo e no esmalte maduro. Foi possivel observar que a
matriz do esmalte apresenta uma birrefringéncia intrinseca negativa em relacéo ao
eixo dos prismas de esmalte e que a maxima birrefringéncia ocorre quando os
prismas estdo alinhados em 45° em relacdo ao polarizador e analisador. Os
autores também relataram que o brilho da birrefringéncia comega a se tornar
evidente no estagio precoce de secrecao, sendo o maior valor observado na fase
final de secrecao da matriz do esmalte. No inicio do estagio da maturacao, esta
birrefringéncia diminui, e nesta area a matriz organica do esmalte exibe um padrao
granular. Nos molares, foi observada forte birrefringéncia nas areas de secrecao
do esmalte, quatro dias apds o nascimento. Os autores ainda afirmaram que a
analise da matriz organica de esmalte pode ser usada para identificar os efeitos
genéticos e ambientais na organizagdo supramolecular, correlacionando com

efeitos na estrutura do esmalte maduro. Ainda de acordo com os autores acima,
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0s poucos trabalhos relacionados a birrefringéncia da matriz organica de esmalte
utilizando microscopia de polarizacdo deve-se ao fato da dificuldade para
padronizacao da técnica, ou seja, na obtencao, fixacdo e desmineralizacdo das
amostras.

Espirito Santo et al., 2007, avaliaram a birrefringéncia da matriz organica do
esmalte no estagio de secre¢cdao em ratos knockout para o gene da amelogenina e
enamelisina. Foi possivel observar extensas alteragdes no brilho da birrefringéncia
nos ratos knockout homozigoto e heterozigoto para amelogenina e knockout
homozigoto para enamelisina. Os autores puderam concluir que a birrefringéncia
da matriz organica do esmalte no estagio de secrecdo € influenciada pela

organizagao supramolecular dos seus componentes.

2.2 Ultraestrutura do ameloblasto

Slavkin et al., 1976, descreveram as caracteristicas ultraestruturais do
ameloblasto secretor nos incisivos de ratos recém nascidos. Foi possivel observar
gue a maioria das mitocdndrias estava localizada na zona infranuclear, enquanto
que acima e lateralmente ao nucleo encontravam-se os complexos de Golgi que
apresentavam forma alongada e tubular e proximo a estes, numerosos reticulos
endoplasmaticos rugosos. Numerosos saculos de Golgi, os quais dao origem aos
vaclolos condensantes, estavam localizados na regiao lateral acima do nucleo.
Na regido mais apical do ameloblasto havia numerosos grénulos de secrecéo,
vacuolos condensantes, vesiculas de secrecdo e corpos densos associados aos
processos de Tomes. Os produtos de secrecao de proteinas do esmalte pareciam
estar secretados das regides lateral e apical dos processos de Tomes, como um
material granular pontilhado, precedendo a formagédo da matriz de esmalte.

Matthiessen e Romert, 1980, descreveram as caracteristicas ultraestruturais
dos ameloblastos secretores encontrados em dentes humanos no estagio de sino.
Os ameloblastos secretores formavam uma camada de 45-50um em altura de

células prismaticas, com proeminéncias basais distintas e processos de Tomes.
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As células estavam conectadas umas as outras e ao estrato intermediario por
meio dos desmossomos. Os nucleos eram ovdides e longitudinalmente orientados.
No citoplasma muitas mitocéndrias foram encontradas, especialmente na porcao
distal, préximo ao processo de Tomes. Muitas cisternas endoplasmaticas
granulares com conteddo denso foram vistas, tanto espalhadas, quanto formando
filas paralelas. A maioria dessas cisternas foi encontrada distalmente a periferia do
nucleo e aos complexos de Golgi. Muitas vesiculas revestidas e lisas foram vistas
em conexao com os complexos de Golgi, algumas delas contendo um material de
aspecto granular que formava granulos secretorios. Pequenos feixes de filamentos
e muitos microtubulos foram observados espalhados no citoplasma e granulos de
glicogénio foram ocasionalmente encontrados. Os aspectos estruturais
observados nessa investigacao diferem da ultraestrutura celular no rato apenas na
localizacao das mitocdndrias, que neste ultimo se acumulam na regido proximal da
célula.

Sasaki, 1983, a partir de um estudo realizado em ratos, descreveu a
ultraestrutura dos ameloblastos secretores, enfatizando o complexo de Golgi e
organelas relacionadas. O complexo de Golgi estava situado na regido
citoplasmatica acima do nucleo, orientado paralelo ao longo eixo da célula, com
grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso. Sdo compostos
basicamente por 4-7 cisternas planas, associadas a pequenas vesiculas e
vacuolos condensantes. Na regido mais interna do aparato de Golgi, foram
observados vacuolos condensantes de aproximadamente 150-200nm, que o autor
denominou lisossomos reticulo endoplasmatico-Golgi. O autor sugeriu que
multiplas organelas do ameloblasto secretor participam do processo de secrecao
do esmalte. O complexo de Golgi e o conjunto lisossomos reticulo
endoplasmatico-Golgi, os quais ocupam a maior parte do citoplasma supranuclear,
provavelmente controlam todas as funcdes secretorias, tais como sintese protéica,
transferéncia de célcio e formacao lisossémica.

McKee e Warshawsky, 1984, também avaliaram quantitativamente o

reticulo endoplasmatico rugoso dos ameloblastos secretores. Os ameloblastos se
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apresentavam de forma hexagonal ou pentagonal e dispostos em fileiras.
Numerosos arranjos de reticulos endoplasmaticos rugosos estavam presentes e
quando localizados préximos a membrana celular apresentavam padrao circular.
Na regido supranuclear dos ameloblastos foi notada a presenca de estruturas
semelhantes as cisternas de subsuperficie, estas se apresentavam em forma de
saculos planos, e sua principal caracteristica era a auséncia de ribossomos na
face voltada para a membrana celular. Estas estruturas s&o bastante
desenvolvidas nos ameloblastos em fase de secre¢do e podem ser responsaveis
por alguma forma de comunicacao intercelular.

Akita e Kagayama, 1985, avaliaram a ultraestrutura dos ameloblastos de
incisivos de ratos apos perfusdo vascular com colchicina, droga utilizada a fim de
se estudar a funcdo celular. Os autores observaram que o grupo controle
apresentava reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido na regido
citoplasmatica supranuclear, complexo de Golgi com pequeno numero de granulos
de secrecdo e raras mitocondrias no longo eixo da célula. Ja na regiao de
citoplasma infranuclear, havia numerosas mitocdndrias, estando presentes entre
elas, estruturas relativamente curtas de reticulo endoplasmatico rugoso. Nos
grupos tratados, uma hora apds perfusdo com colchicina, as alteracbes mais
notaveis foram a fragmentacdo aparente ou fenestracdo do reticulo
endoplasmatico rugoso e o acumulo de granulos de secrecdo e vesiculas no
citoplasma supranuclear da célula. Estas freqlientemente possuiam nucleo
pequeno e denso. Vacuolos tipo fagossomas também foram encontrados, tanto no
citoplasma supra quanto no infranuclear, além da desorganizagdo do complexo de
Golgi. Duas horas apdés o tratamento com colchicina além das alteragdes
supracitadas também foi possivel notar grupos de material eletrodenso no reticulo
endoplasmatico rugoso, desorganizacdo do complexo de Golgi, os vacuolos tipo
fagossomas eram mais freqlientes e presenca de substancia semelhante a matriz
de esmalte no espaco intercelular.

As proteinas de secrecdo sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico
rugoso e transportadas para as cisternas de Golgi, para serem liberadas.

12
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Baseados nesse processo de secrecao protéica da maioria das células
eucaridticas, Matsuo et al., 1988, se propuseram a avaliar a trajetdria seguida
pelas proteinas sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso até o complexo de
Golgi. Os autores observaram que o desenvolvimento das pequenas vesiculas no
reticulo endoplasmatico rugoso ocorre ndo apenas na regidao transicional deste
sistema, mas também em outras regides citoplasmaticas do ameloblasto secretor,
incluindo a regiao infranuclear da célula.

Takano et al., 1990, avaliando cortes ultrafinos por meio da microscopia
eletrdnica de transmissdo, observaram que os ameloblastos mais diferenciados
apresentavam processo de Tomes alongados, mitocéndrias localizadas
principalmente no compartimento celular proximal, enquanto poucas mitocondrias
foram observadas na porcao distal da célula. No compartimento distal havia
poucas estruturas granulares eletrodensas, sendo estas mais comuns nos
ameloblastos na fase inicial da amelogénese. Além disso, figuras eletrodensas
finas semelhantes a fitas foram ocasionalmente observadas em algumas
estruturas tubulos-vesiculares localizadas nas regides dos processos de Tomes.

Massa e Arana-Chaves, 2000, estudaram a ultraestrutura do germe dental
de ratos utilizando um procedimento no qual a fixacao e tempo de processamento
foram significativamente reduzidos com o uso da radiagdo de microondas Os
autores puderam observar uma boa preservacao dos constituintes organicos; o
citoplasma dos ameloblastos em diferenciacdo mostrava organelas
citoplasmaticas tipicas, as quais incluiam mitocondrias, vesiculas revestidas e
polirribossomas, todos exibindo preservacdo excelente. Também foram
observados numerosos microtubulos e finos filamentos entre as organelas. Apos a
completa mineralizacdo da dentina, o primeiro depdsito mineral no esmalte
apareceu na forma de cristais finos e longos, os quais estavam circundados por
uma matriz organica de aspecto globular e eletrolucente.

De acordo com Ten Cate, 2001, a ultra-estrutura do ameloblasto secretor
reflete a sua funcéo de sintese protéica e secrecdo. A sintese de proteina ocorre
no reticulo endoplasmatico granular, de onde passa para o complexo de Golgi.

13
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Este conteldo € condensado e armazenado em granulos secretores, que migram
para a extremidade distal ou apical da célula, liberando o produto de secrecéo
sobre a dentina recém- formada. Assim que essa primeira camada de esmalte é
formada, os ameloblastos se afastam, permitindo a formacdo dos processos de
Tomes, estes sdo alongados e possuem 0s granulos de secrecao ou vesiculas de
exocitose.

De acordo com Ribeiro et al., 2006, os ameloblastos secretores sao células
altas e colunares e em sua porgao apical observam-se uma grande quantidade de
reticulo endoplasmatico rugoso, alguns granulos de secrecdo no citoplasma e
presenca do complexo juncional. A presenca dos granulos de secrecao também
estd concentrada na regido dos processos de Tomes. O nucleo encontra-se
ocupando grande parte da porcdo basal. Varias mitocdndrias, de diversas
configuracbes, estdo concentradas no citoplasma basal e uma pequena
quantidade disposta nas demais regides.

2.3 Efeitos da Radiacao ionizante no desenvolvimento dentario

Koppang e Stokke, 1969, se propuseram a avaliar se havia diferenga entre
0s incisivos superiores e inferiores de ratos submetidos a radioterapia, com
relagdo a sua sensibilidade. Foram usados 60 animais aleatoriamente divididos
em seis grupos de acordo com a dose de radiagdao X recebida: 7Gy, 6Gy, 5Gy,
4Gy, 3Gy e 2Gy. A radiagdo foi direcionada lateralmente a cabega dos animais, de
modo a permitir que ambos os dentes fossem atingidos de maneira semelhante. O
tempo de sacrificio foi de 14 dias. Foi possivel observar que a dose minima
utilizada (2Gy) foi capaz de induzir a formagéo de lesdes completas e incompletas
na face vestibular dos incisivos superiores, enquanto que a dose de 7Gy induziu a
formacao de alteracées na face lingual dos incisivos superiores e inferiores. Os
autores puderam concluir que a face vestibular apresenta maior
radiossensibilidade do que a lingual e que o incisivo superior é considerado o

dente mais radiossensivel.
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Lindvall et al, 1972, avaliaram a relativa radiossensibilidade da
amelogénese e dentinogénese. Para isto utilizaram 75 ratos aleatoriamente
divididos em nove grupos, de acordo com a dose e tempo de sacrificio: grupo 1
(5Gy- 21 dias), grupo 2 (6Gy- 21 dias), grupo 3 (7Gy- 21dias), grupo 4 (9,5Gy-
21dias), grupo 5 (7Gy- 5dias), grupo 6 (7Gy-10 dias), grupo 7 (9,5Gy-10 dias),
grupo 8 (9,5Gy-21 dias) e grupo 9 (controle). Os autores puderam observar
alteracbes em dentina e esmalte com doses que variaram de 5 a 9,5Gy e as
reagdes aumentaram em extensdo com o aumento da dose. A gravidade e
extensdo das lesdes foram maiores na dentina. As alteragbes no esmalte foram
observadas com doses menores, enquanto que com estas mesmas doses, as
alteragcdes na dentina ndo foram tao freqlentes. Pode-se concluir que a
amelogénese é mais radiossensivel do que a dentinogénese.

Horn et al., 1975, compararam o efeito de doses Unicas e fracionadas de
radiacao X no incisivo de ratos. Os grupos foram divididos de acordo com a dose
administrada, grupo | (dose Unica de 1.500 R), grupo Il (3 doses, totalizando 2.400
R), grupo Il ( 5 doses, totalizando 2.690 R) e grupo [V (controle).
Radiograficamente pode-se observar que o incisivo superior foi afetado em todos
os periodos experimentais. Nos ratos que receberam doses fracionadas, uma
interrup¢cdo na odontogénese entre o terco basal e médio foi encontrada, e
naqueles que receberam dose Unica, esta interrupg¢éao foi acompanhada por uma
posterior renovagao e formagao dentaria modificada. Histologicamente, as areas
de interrupcdo presentes nos grupos com doses fracionadas mostravam
interrupca@o na aposicao de dentina, presenca de lacunas de reabsor¢cédo, necrose
e completo desaparecimento das camadas germinais do dente. No grupo que
recebeu dose Unica, as alteragbes consistiam na formagdo de uma barreira
calcificada no sitio da interrupcao, o tecido odontogénico na area basal parecia
recuperado e a diferenciacao dos ameloblastos e odontoblastos ocorreu apenas
em areas isoladas, acarretando em aposicdo de matriz de esmalte e dentina
irregulares. Po6de-se concluir que doses fracionadas de raios X sdao mais

prejudiciais que doses Unicas.
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Sweeney et al., 1977, compararam, por meio de avaliacao histolégica, os
efeitos de doses fracionadas de 24 (grupo Il), 48 (grupo lll) e 72Gy (grupo V) de
radiacao gama na formacao e no desenvolvimento dentario em ratos. Os animais
pertencentes aos grupos irradiados receberam 6Gy a cada trés dias até a dose
final dos respectivos grupos ser atingida. Os animais foram sacrificados em
tempos pré-determinados para cada grupo, os quais variaram de 7 até 70 dias pés
irradiacao. Foi possivel observar que o grupo Il (24Gy) apresentou caracteristicas
morfolégicas semelhantes as observadas no grupo controle. Diferentemente, o
grupo Il (48Gy) apresentou alteragdes patolégicas em todos os tempos de
analise, sendo mais severas nas primeiras trés semanas apds a exposicao. Estas
alteracoes afetaram apenas o incisivo, na regidao de odontogénese, incluindo
ruptura do arranjo normal das células odontoblasticas e formacdo de dentina
irregular. No grupo IV (72Gy) foram evidenciadas as mais severas e persistentes
alteracOes, estando os ameloblastos e odontoblastos acentuadamente lesados.
Os autores concluiram que danos aos ameloblastos ocorreram em doses mais
elevadas e que doses fracionadas, perfazendo um total de 72Gy nao
apresentaram nenhum efeito nos dentes erupcionados, mas proporcionaram um
acentuado efeito nos dentes que estavam em desenvolvimento.

Kahn et al., 1979, estudaram os efeitos da radiacdo X no desenvolvimento
dentario in vitro dos germes dos molares de ratos. Para isto ratas gravidas tiveram
seus fetos removidos aos 18 dias de gestacao, decapitados e o germe do primeiro
molar extraido. Os germes dentarios foram expostos a 16Gy de radiagcdo X no
segundo dia da cultura in vitro e acompanhados por 12 dias. Varias alteracoes
foram observadas nos grupos irradiados, as quais dependeram do tempo de
sacrificio pés-irradiacdo, tais como, morfologia anormal das cuspides (24 horas
ap6s a irradiacao); pré ameloblastos e pré odontoblastos com degeneragéo
moderada (48 horas apoés a irradiagdo); auséncia de producao de esmalte e falha
na calcificacdo da dentina (6-7 dias apds a irradiacao); degeneracao severa dos
ameloblastos e completa dos odontoblastos aos 10 dias pés-irradiacao.
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Pearson e Phelps, 1981, avaliaram os efeitos da irradiacdo gama de corpo
todo, com doses que variaram de 8 a 16Gy em dentes de ratos. Os autores nao
observaram morte aguda dos animais, esta s6 foi ocorrer aproximadamente 20
semanas apoés a irradiacdo. Os danos aos dentes foram detectados apos sete
semanas da irradiacdo nos grupos que receberam 12, 14 e 16Gy, sendo a
auséncia dentaria o defeito mais observado, provavelmente devido a reducéo
significativa da taxa de erupcdo. Os autores afirmam ainda que a regiao
odontogénica, devido a sua alta taxa de divisdo celular, é altamente
radiossensivel.

Sonis et al., 1990, avaliaram o desenvolvimento dentofacial em noventa e
sete criancas com idade inferior a dez anos, tratadas para leucemia linfoblastica
aguda com quimioterapia apenas, quimioterapia associada a 18Gy de irradiacéao
na regiao craniana e quimioterapia associada a 24Gy de radiacdo também na
regido craniana. Foi possivel observar agenesia dentaria, interrupcao do
desenvolvimento radicular, microdontia e displasia do esmalte. A severidade das
alteracdes dentarias encontradas foi maior em criancas que receberam tratamento
antes dos cinco anos de idade e naqueles que receberam tratamento radioterapico
adjuvante. Dessa forma, os autores sugerem que os dentes em fase inicial de
formagdo possuem maior risco de apresentar disturbios do desenvolvimento do
que os dentes completamente formados.

Saad et al, 1991, verificaram os efeitos da radiacdo gama no
desenvolvimento pré-natal de incisivos de ratos. As ratas gravidas foram expostas
a 4 Gy de radiagdo gama no 12° dia de gestacdo, quando os incisivos dos
embrides apresentavam-se na fase de sino. As ratas foram sacrificadas no 18°dia
de gestacao. Foi constatado atraso no desenvolvimento dos incisivos superiores e
inferiores dos animais irradiados, auséncia da matriz de dentina, a papila se
encontrava pobremente estabelecida, com areas de necrose e as células do
epitélio interno do 6rgdo do esmalte apresentavam-se pobremente diferenciadas,
mostrando falha na polarizacdo. No grupo controle, foi verificado aposicdo da
matriz de dentina, os odontoblastos e pré-ameloblastos apresentavam-se em
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forma de colunas altas, polarizados e arranjados de maneira oposta entre si, com
alto grau de diferenciacdo. Baseado nestes achados, os autores concluiram que a
radiacdo gama interfere na citodiferenciacdo do 6rgdo do esmalte e papila
dentaria, com subsequente inibicdo da odontogénese normal.

Ubios et al., 1992, avaliaram o crescimento mandibular e a taxa de erupgao
dentaria em molares de ratos jovens (55 dias) submetidos a altas doses de
radiacdo X localizadas na regido de molares. Os grupos foram subdivididos em
controle e irradiado (20Gy), com tempos de sacrificio de 30 e 60 dias. Foi possivel
observar que os animais irradiados apresentavam atrofia muscular e micrognatia
(reducao do comprimento e altura da mandibula), além de atraso ou falha na
erupcao dos molares inferiores. A diminuicdo da taxa de erupcao foi
estatisticamente significante para ambos os periodos de avaliagao.

Dahlléf et al., 1994, estudaram os efeitos da radioterapia e quimioterapia no
desenvolvimento dentario de uma crianca portadora de leucemia linfoblastica
aguda. No momento do diagnéstico a paciente apresentava denticdo decidua. A
paciente foi inicialmente tratada de acordo com o protocolo de quimioterapia
padrao e dois anos apos o diagndstico recebeu dose de radiagdo de 10Gy corpo
todo e transplante de medula 6ssea. Foi possivel observar a presenga de raizes
curtas e cdnicas, fechamento apical prematuro nos incisivos e primeiros molares
permanentes. Nove anos apds, todos os dentes exibiam disturbios de
desenvolvimento radicular, coroas dentarias pequenas e hipoplasia do esmalte. A
localizagdo da hipoplasia no terco cervical do segundo pré-molar correspondeu a
época de irradiacao. Os autores puderam concluir que a radioterapia durante a
fase de formacédo dentaria induz o aparecimento de alteragcdes quantitativas e
qualitativas e que criangas tratadas com transplante de medula éssea antes dos
12 anos de idade e que receberam 10Gy de radiacdao exibem distarbios no
desenvolvimento dentario e craniofacial.

Kaste et al, 1997, avaliaram as alteracbes dentarias encontradas em
pacientes que se submeteram a terapia para leucemia linfoblastica aguda. Foram
estudados os prontudrios clinicos e radiografias panoramicas de 423 pacientes,
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onde foi possivel observar a presenca de raizes mal formadas e atrofiadas
(24,4%), microdontia (18,9%), hipodontia (8,5%), taurodontia (5,9%) e retencéo
dos dentes deciduos (4,0%). Estas alteracbes foram mais freqlientes em
pacientes com idade equivalente ou inferior a oito anos e que receberam
tratamento radioterdpico na regido craniana. Todos o0s pacientes avaliados
relataram que tais alteragdes afetavam a qualidade de vida. Os autores afirmaram
que a avaliacdo dentaria no momento do diagndstico e um acompanhamento
rigoroso destes pacientes devem ser realizados, a fim de prevenir ou minimizar
tais alteracgoes.

Manzi, 2005, avaliou o efeito da radiacédo X no desenvolvimento dentério de
fetos de ratos, particularmente no desenvolvimento dos primeiros molares. Os
fetos foram irradiados com doses de 1 e 4Gy in utero aos 13 dias de gestacao
(estagio de lamina), 16 dias (estagio de broto) e aos 19 dias (estagio de sino). Os
animais foram sacrificados trinta dias ap6s o nascimento e as alteragcées foram
avaliadas quantitativa e qualitativamente por meio da microscopia eletrbnica de
varredura. Foi possivel observar que a radiacao X promoveu efeito deletério nas
dimensdes oclusais dos molares em desenvolvimento, em todos os estagios
estudados com a dose de 4Gy, principalmente no estagio de sino (irradiado aos 19
dias), os quais apresentaram fusao das cuspides, fraturas coronarias e canaliculos
dentinarios levemente mais delgados e dispersos. Para dose de 1Gy foram
observadas alteracoes dimensionais apenas nos molares irradiados no estagio de
sino (irradiado aos 19 dias).

Lopes et al., 2006, avaliaram por meio de radiografias panoramicas, a
prevaléncia de alteragcbes dentarias em criangas, com média de idade de cinco
anos, portadoras de cancer e tratadas com quimioterapia ou quimioterapia
associada a radioterapia na regido de cabeca e pescoco. Os pacientes que
receberam quimioterapia associada a radioterapia apresentaram maior incidéncia
de alteracbes (47%) do que aqueles que receberam apenas a quimioterapia
(33%). As alteracbes mais comumente observadas foram a microdontia (7%),
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macrodontia (5%), anodontia (6%), taurodontia (14%), além das alteracoes
radiculares (6%).

Niehoff et al., 2008, se propuseram a estudar a acdo de dose Unica de
20Gy de radiacao X por braquiterapia nos ossos e dentes da mandibula de ratos.
Para isso foi implantado um tubo plastico ao longo da cortical direita vestibular da
mandibula, se exteriorizando abaixo do pavilhdo auricular. Logo apdés a
radioterapia, o tubo aplicador foi removido. Os animais foram sacrificados cem
dias ap6s o experimento. Foi possivel observar de maneira geral que a dose foi
bem tolerada pelos animais. Aproximadamente duas semanas ap0s a irradiacéo
foi notada alopecia no lado direito, regido que recebeu a irradiacdo, além da
redugdo no crescimento do incisivo inferior direito. No lado oposto nao foram
detectadas alteracbes. As diferencas na estrutura 6ssea entre os lados direito
(irradiado) e esquerdo foram visiveis, mas n&o significativas, ndo sendo
encontradas diferencas nos valores de densidade 6ssea entre os grupos irradiado
e controle, no entanto a espessura do condilo mandibular do lado direito
(irradiado) estava significativamente reduzida em comparagdo ao esquerdo. Os
animais do grupo irradiado apresentaram menor aposi¢cao éssea do lado direito
quando comparado com o lado esquerdo, estando este ultimo semelhante ao

controle.

20



Efeito- da radiacdo ionigante na formacdo do matrig organica do-esmalte dentirio-
Proposigdo

3. PROPOSICAO

Utilizando-se ratos submetidos a altas doses de radiacdo X, os objetivos

neste estudo foram:

e Avaliar a taxa de erupcao dentaria;

e Analisar a birrefringéncia da matriz organica do esmalte;

e Avaliar a morfologia dos tecidos odontogénicos e a ultra-estrutura do
ameloblasto.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao dos animais

Para o desenvolvimento desta pesquisa foram utilizados, no total, 60 ratos
(Rattus norvegicus, Albinus Wistar), machos, com idade aproximada de 60 dias e
peso médio de 250 gramas, procedentes do Biotério Central da UNICAMP.
Durante a realizacdo do estudo, os animais foram mantidos em gaiolas de
policarbonato, as quais permaneceram em ambiente com temperatura e umidade
controladas e um ciclo alternado de 12 horas claro-escuro. A alimentagao dos
animais constou de racao balanceada padrdo e agua ad libitum, diariamente. Este
trabalho teve a aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Campinas, sob protocolo de numero 1106-1.

4.2 Irradiacao
Inicialmente, 30 animais foram aleatoriamente divididos em trés grupos
experimentais:
e Grupo 1 (G1), cujos animais ndo receberam qualquer tipo de tratamento e
serviram como grupo Controle;
e Grupo 2 (G2), no qual os animais receberam uma dose Unica de 15 Gy de
radiacdo X na regido da cabeca e pescoco;
e Grupo 3 (G3), no qual os animais receberam uma dose Unica de 25 Gy de
radiacdo X localizada na regido de cabeca e pescoco.

Previamente ao procedimento de irradiacdo, todos os animais foram
anestesiados, via intramuscular, com 1,0 ml/kg de Cloridrato de Ketamina
(Dopalen® Agribrands do Brasil Ltda., Paulinea, Sao Paulo, Brasil) e 1,5 ml’kg de
Cloridrato de Xylasina (Rompum®, Bayer S.A., Sao Paulo, SP, Brasil). Os animais
pertencentes aos grupos irradiados receberam dose Unica de 15Gy(G2) e
25Gy(G3) de radiagao X a partir de um acelerador linear, da marca Varian, modelo
Clinic 6/100 com distancia focal de 100 cm. O campo de colimagcdo foi de
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15x80cm, de modo que apenas a regiao de cabeca e pescoco fosse irradiada.
(Figuras 1a e 1b).

Figura 1a- Ratos devidamente posicionados para o
procedimento de irradiagdo da regido de cabeca e
pescogo.

Figura 1b- Visdo mais detalhada dos ratos posicionados
para o procedimento de irradiagéo da regido de cabega
€ pescogo.
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4.3 Avaliacao da taxa de erupcao dentaria

A taxa de erupcgao dentaria foi medida em todos os animais. Para isto foi
realizada uma marca linear na face vestibular do incisivo central superior com o
auxilio de uma broca cilindrica adaptada a uma caneta de alta rotacdo sob
refrigeracdo (Figura 2). Com o auxilio de uma ocular milimetrada (Ernest Leitz
Wetzlar Germany 12,5x) adaptada a lupa estereoscépica, e utilizando-se para
calibragdo uma régua milimetrada (Carl Zeiss 5+ 100/100mm), foi medida a
distancia da margem gengival até a marca confeccionada com a broca, sendo este
procedimento repetido trés vezes (Merzel et al, 2000). As medidas foram
realizadas a cada dois dias, perfazendo o tempo total do experimento (6 dias e
meio). Com o objetivo de avaliar-se o comportamento eruptivo dos dentes
irradiados ao longo do tempo, optou-se em aumentar o periodo de avaliagao para
trés semanas, dessa forma foram utilizados mais 30 animais, que foram
submetidos ao mesmo tipo de tratamento e, portanto, divididos aleatoriamente em
trés grupos experimentais: G1; G2 e G3. Esses animais foram sacrificados por
prolongamento anestésico ao fim da terceira semana.

Dessa forma, durante o periodo experimental pode-se quantificar o
crescimento dentario dos animais nos diversos grupos de estudo. Os valores
foram transformados em milimetros e as médias submetidas a andlise estatistica
de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05).

il

Figura 2— Marca realizada no incisivo superior dos animais para auxilio na

mensuragdo da taxa de erupgao.

24



Efeito- da radiacdo ionigante na formacdo do matrig organica do-esmalte dentiurio-
Material e Métodos

4.4 Sactrificio e retirada dos espécimes

Os demais animais foram sacrificados seis dias e meio ap6s a irradiacao,
pois de acordo com Smith e Warshawsky, 1976, 1977, neste tempo as células
mesenquimais provenientes da regido odontogénica ja estdo diferenciadas em
ameloblastos e, portanto, se encontram na fase de secre¢dao da matriz de esmalte.
Nesta fase, de acordo com Espirito Santo et al., 2006, é onde se observa a maior
birrefringéncia da matriz organica do esmalte.

Para o sacrificio, os animais foram perfundidos com solugado de Karnovsky
(paraformoldeido 2% e glutaraldeido 2,5%, em tampéo fosfato 0,2M, pH 7,2). Os
espécimes, constituidos por hemimaxilas, foram removidos e fixados por 48 horas

em fixador de Karnovsky.

4.5 Preparo dos espécimes para a analise da birrefringéncia

Apo6s a fixagdo, foi selecionada uma hemimaxila de cada animal para
avaliagdo da birrefringéncia. As hemimaxilas foram descalcificadas em mistura de
formoldeido 4% e acido nitrico 5%, por um periodo de 24 horas, sendo as
primeiras quatro horas sob agitacdo. Em seguida foram lavadas em agua corrente
por 1 hora, desidratadas em banhos crescentes de etanol, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina. Cortes seriados longitudinais de 5 um de espessura foram
obtidos, desparafinizados, hidratados e montados com glicerina 80%. Apds trinta
minutos da montagem dos cortes, os mesmos foram analisados em microscépio
Leica DMLP (Leica Microsystems) equipado com filtros polarizadores,
compensador de Brace-Kéhler (Wild Leitz, Wetzlar, Germany) e luz policromatica
(Figura 3).
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- 1T
Figura 3- Microscépio Leica DMLP

4.6 Analise da birrefringéncia da matriz organica de esmalte

A birrefringéncia € uma propriedade anisotrépica que reflete alto grau de
organizagao em nivel molecular, este fendmeno é causado pela diferenca entre
dois indices de refracdo de uma substancia. Quando a luz polarizada atravessa
estruturas birrefringentes, como a matriz organica do esmalte secretério, ela se
propaga como duas frentes de onda, o desvio relativo entre essas duas frentes é
denominado de retardo Optico, € expresso em nanémetros, sendo diretamente
proporcional & intensidade do brilho de birrefringéncia (Espirito Santo et al., 2007).

O retardo 6ptico (RO) foi medido na area de maior brilho de birrefringéncia
da matriz organica do esmalte (MOE) no estagio de secrecdo da amelogénese,
em cortes de 5um de espessura de incisivo superior de todos os animais. Para
montagem das laminas, utilizou-se solucdo aquosa de glicerina 80% (Espirito
Santo et al., 2006). As mensuracdes de RO foram realizadas cinco vezes em
quinze cortes de hemimaxila de cada animal. As médias dos valores obtidos foram
submetidas a andlise estatistica de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05).

Todos os cortes utilizados para avaliacdo da birrefringéncia foram
posteriormente corados em Hematoxilina e Eosina (HE) e analisados com
microscopia de luz comum para avaliagao morfolégica dos tecidos odontogénicos.
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4.7 Avaliacao morfoldgica por Hematoxilina e Eosina (HE)

Para avaliagdo morfologica, dez laminas de cada grupo foram
aleatoriamente selecionadas para avaliacdo descritiva dos tecidos odontogénicos.
As laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina, montadas com balsamo do

Canada e analisadas em microscépio de luz comum.

4.8 Avaliacao ultraestrutural dos ameloblastos

Apds os tempos de sacrificio pré-estabelecidos e adequada fixacao dos
espécimes da amostra, a outra hemimaxila foi processada para avaliacdo
ultraestrutural. Desta forma, as amostras foram descalcificadas em EDTA 4,13%
tamponado em tampao fosfato 0,1M. Apds a descalcificacdo, as pecas foram
lavadas em tampé&o fosfato e posteriormente fixadas em tetroxido de 6smio 1%,
0,1M tamponado em tampao fosfato, pH 7,3 em temperatura ambiente. Em
seguida, foram desidratados em solu¢des crescentes de acetona 50%, 70%, 80%
e 90% e finalizadas em acetona pura. Os fragmentos foram embebidos e incluidos
em resina Araldite. Cortes semifinos (1-2 um) foram obtidos utilizando um
ultramicrotomo MT2B Sorvall Porter Blum com navalhas de vidro. Em seguida
foram corados com azul de toluidina, para selecionar a regido a ser estudada. Na
selecado, a area escolhida compreendeu as regides que apresentavam porcoes de
ameloblastos secretores. Apds a selecdo, os blocos foram aparados para
obtencdo de cortes ultrafinos (70-90nm) em ultramicrétomo MT2C. Os cortes
foram coletados em grades de cobre e contrastados com acetato de uranila e
citrato de chumbo.

As grades foram analisadas em Microscopio Eletronico de Transmissao
Zeiss EM-10, sendo avaliadas as alteracdes ultraestruturais citoplasmaticas e
nucleares dos ameloblastos em todos os grupos estudados.
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5. RESULTADOS

No dia do sacrificio foi possivel observar que os ratos irradiados com dose
Unica de 25Gy apresentavam queimaduras, alopecia e perda de peso (Figura 4)
quando comparados ao animais do grupo controle e irradiados com 15Gy de
radiacédo X.

Figura 4- Queimadura e alopecia na regiao

submandibular em animal do grupo 25Gy.

5.1 Taxa de Erupcao

A avaliacédo dos resultados da taxa de erupcédo nos mostra que no tempo de
dois dias, apesar da diminuicdo observada nos grupos 15Gy e 25Gy em relacao
ao controle, esta diferenga ndo foi estatisticamente significante. Uma diminuigéo
significativa entre os grupos foi encontrada aos quatro e seis dias. Os animais
pertencentes ao grupo controle apresentaram valores semelhantes ao longo dos
seis dias de experimento, diferentemente dos grupos irradiados 15 e 25Gy, que
apresentaram diminuigdo estatisticamente significativa na taxa de erupgdo no
sexto dia (tabela 1 e figura 5).
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Tabela 1 — Média (mm) e desvio padrdo dos valores da taxa de erupgao nos grupos
controle e irradiados obtidas a cada dois dias.

Tempo Grupos

Controle 15Gy 25Gy
2 dias 0.80 (0.08) Aa 0.73 (0.15) Aa 0.66 (0.08)AA
4 dias 0.80 (0.05) Aa 0.63 (0.11) Bab 0.56 (0.16) BA
6 dias 0.89 (0.09) Aa 0.48 (0.08) Ba 0.34 (0.14) BB

Médias seguidas de letras distintas (maiusculas na horizontal e minusculas na vertical)
diferem entre si pela ANOVA e teste de tukey (p<0,05).

Taxa de erupgdo
1
0,9 /
0,8 + L 4 —e—Controle
E 0.7 .\\.\ —m— Gy
‘E’ 06 ~~___u 25Gy
§ 0,5
o 04
$ 03
0,2
0,1
0 T .
2dias 4dias 6dias
tempos

Figura 5- Grafico ilustrando os valores (mm) da taxa de erupgdo em

funcdo do tempo dos trés grupos experimentais durante os seis dias de
avaliacao.

Foi realizado um acompanhamento do crescimento dentario ao longo de
trés semanas, nos grupos Controle e 15Gy. A auséncia de medidas para o grupo
irradiado 25Gy deve-se ao fato de que os animais morreram na segunda semana

devido aos efeitos adversos da radiacao, tais como queimaduras locais e perda

29



Efeito- da radiacdo ionigante na formacdo do matrig organica do-esmalte dentiurio-
Resultados

acentuada de peso. Pbdde-se observar que o0s animais do grupo controle
apresentaram valores semelhantes durante as trés semanas do experimento,
diferentemente do grupo irradiado 15Gy, onde notou-se uma diminuicao
estatisticamente significante na taxa de erupcédo nas segunda e terceira semana
de experimento. O grupo irradiado 15Gy apresentou reducgdo significativa na
medida da taxa de erupcdo nos trés periodos avaliados quando comparado ao

grupo controle (tabela 2 e figura 6).

Tabela 2 — Média (mm) e desvio padrao dos valores da taxa de
erupgao nos grupos controle e irradiado 15Gy obtidos apés 1, 2 e 3

semanas de experimento.

Tempo Grupos

Controle 15Gy
1 semana 2.98 (0.24) Aa 2.40 (0.21) Ba
2 semana 3.01 (0.29) Aa 1.68 (0.14) Bb
3 semana 2.92 (0.27) Aa 1.76 (0.26) Bb

Médias seguidas de letras distintas (mailsculas na horizontal e
minusculas na vertical) diferem entre si pela ANOVA e teste de
Tukey (p<0,05).
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Figura 6: Gréfico ilustrando os valores (mm) da taxa de erupcédo em funcéao do
tempo nos grupos controle e irradiado 15Gy durante as trés semanas de
avaliacao.

5.2 Birrefringéncia da matriz de esmalte

Pela analise dos resultados, foi possivel observar diminuicdo nos valores
de retardo 6ptico para os grupos 15Gy e 25Gy em relacdo ao grupo controle.
Porém, essa diferenga sé foi estatisticamente significante no grupo irradiado com
25Gy, quando comparado ao grupo controle (Tabela 3).

Tabela 3- Média (desvio padrao) dos valores de retardo éptico (nm) de cortes de
5um de espessura dos trés grupos de estudo.

Grupos Retardo éptico (nm)
(média xdp)
Controle 17,212+ 3,70
15Gy 14,46%°+ 2,12
25Gy 13,26 °+ 2,39

Letras distintas expressam diferenca estatisticamente significativa pela ANOVA e teste
de Tukey (p= 0,03).
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Figura 7 ilustra os cortes histolégicos ndo corados (a esquerda) e corados
com hematoxilina e eosina (a direita) que representam o brilho da birrefringéncia e
a morfologia tecidual correspondente, respectivamente, dos diversos grupos do
estudo.
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Figura 7- Cortes microscépicos (5um) longitudinais de incisivo superior de ratos em luz
polarizada nao corados (a esquerda) e luz comum corados em HE (a direita), dos grupos
controle, irradiado 15QGy e irradiado 25Gy. O circulo com barras cruzadas em seu interior
representa o analizador e polarizador. A seta em 45° com o analizador e polarizador
indica a posigdo de maxima birrefringéncia. (A): forte brilho de birrefringéncia da matriz
organica do esmalte no grupo Controle; (A’): corte representativo de A corado em HE
(x200); (B): diminui¢do no brilho de birrefringéncia da matriz organica do esmalte no grupo
Irradiado 15Gy; (B’): corte representativo de B corado em HE (x200); (C): birrefringéncia
diminuida da matriz organica do esmalte no grupo Irradiado 25Gy; (C'): Corte
representativo de C corado em HE (x200).

5.3 Avaliacao histolégica

No grupo controle, a andlise microscépica dos cortes histolégicos corados
em HE dos incisivos de ratos, revelou regidao odontogénica com tecido conjuntivo
mixéide bem celularizado, auséncia de reacao inflamatéria, necrose ou quaisquer
outras alteracdes patoldgicas. Além disso, vasos sanguineos com diferentes
diametros também foram observados. Na periferia do tecido pulpar, adjacente a
dentina que se apresentava com caracteristicas normais, foi observada camada
de odontoblastos bem organizada, na qual as células estavam dispostas
paralelamente umas as outras. A camada de ameloblastos encontrava-se
preservada e na regido de ameloblastos secretores observava-se fina camada de
matriz organica de esmalte (Figura 8A, A’).

Nos animais irradiados com dose Unica de 15Gy de radiacao X, foi possivel
constatar na regido odontogénica desorganizacdo das células que a compdem,
com presenca de pequena quantidade de tecido eosinofilico, hialino, homogéneo e
amorfo. Na regido correspondente aos ameloblastos pré-secretores notou-se
desorganizagdo e diminuigdo da altura destas células. Além disso, ndo foram
observados odontoblastos nesta regido (Figura 8B, B’).

No grupo irradiado com dose Unica de 25Gy de radiacdo X foi possivel
notar intensificacdo dos efeitos descritos no grupo 15Gy, com presenca de
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extensa area com tecido hialino, eosinofilico e amorfo. A camada de pré-
ameloblastos na regido correspondente a zona pré-secretora de esmalte se
apresentava desorganizada, reduzida e com diminuicdo da altura das células que
a compdem. Adicionalmente, observava-se camada de odontoblastos reduzida e
desorganizada (Figura 8C, C’).
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Figura 8- Cortes microscépicos (5um) longitudinais de incisivo superior de ratos
corados em HE. A- Controle indica tecido conjuntivo celularizado e organizado (estrela) e
ameloblastos secretores preservados associados com fina camada de matriz organica do
esmalte (seta larga) (x100); A’- Controle, odontoblastos paralelos com altura normal (seta)
(x200); B- Irradiado 15Gy, desorganizagao das células do 6rgdao odontogénico (estrela) e
auséncia de odontoblastos (seta) (x100); B’- Irradiado 15Gy, desorganizacao e diminui¢cao
da altura dos pré-ameloblastos (seta larga) (x200); C- Irradiado 25Gy, area de hialinizacdo
(estrela) (x100); C- Irradiado 25Gy, redugdo da camada de odontoblastos (seta),
desorganizacao e reducao da altura dos pré ameloblastos (seta larga) (x200).

5.4 Ultraestrutura do ameloblasto

Pela andlise das grades no grupo controle foi possivel observar que os
ameloblastos secretores apresentavam-se como células colunares altas, préximas
umas as outras, conectadas por meio dos desmossomas e complexos juncionais.
O nucleo apresentava forma ovdide e se localizava na regido proximal da célula.
No citoplasma foram encontradas numerosas organelas com formas preservadas,
caracterizando uma 6tima fixacdo e preparo das amostras avaliadas. Numerosas
mitocéndrias estavam presentes na porcdo basal da célula (figura 9C), muitos
reticulos endoplasmaticos rugosos (figura 9A) foram vistos espalhados ou
dispostos em fileiras paralelas, muitos se localizando apicalmente, na regido distal
da célula, préximo aos processos de Tomes. Os complexos de Golgi
apresentavam-se bastante evidentes, associados a pequenas vesiculas de
secrecao. Também foram encontradas estruturas filamentares espalhadas no
citoplasma (figura 11A). Os ameloblastos secretores apresentam na sua porgcao
apical distintos prolongamentos, os processos de Tomes, estes estdo associados
com numerosas vesiculas de exocitose (figuras 10A,C).

Nos grupos irradiados 15 e 25Gy foi possivel observar reticulos
endoplasmaticos rugosos espalhados pela célula (figura 9B) e mitocéndrias

normais, localizadas na porcao basal da célula (figura 9D). Os filamentos
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apareciam em grande quantidade e distribuidos pelo citoplasma (figuras 11B,C,D,
12A,B). Os processos de Tomes estavam presentes e alongados (figuras 10B,D).
Os achados mais importantes vistos nos grupos irradiados 15 e 25Gy foram
as diversas areas de degeneracao, localizadas mais comumente no limite
ameloblasto/matriz de esmalte (figuras 11C, 12C,D, 15C,D) e a presenca dos
autofagossomas (figuras 13A,B,C,D; 14A,B,C,D), que correspondem a
degeneracdes contendo conteddo citoplasmatico. O reticulo endoplasmatico
rugoso foi a organela degradada encontrada com maior freqiiéncia no interior dos
autofagossomas. Os animais pertencentes ao grupo controle nao apresentavam
tais alteragdes. Também foram observados inumeros lisossomos com material
degradado em seu interior e 0 aparecimento de areas de hialinizagao (figuras 15A,

B), o que sugerem sinais de degradacao da célula.
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Figura 9- A, B Controle e Irradiado 25Gy, as setas indicam reticulo endoplasmatico localizado
na porcao apical da célula (barra=0,61um) e (barra= 0,48um), respectivamente; C, Controle,
setas largas indicam mitocOndrias integras e bem preservadas na porgao basal do
ameloblasto (barra= 0,71 um); D, Irradiado 15Gy, setas largas indicam mitocéndrias bem
preservadas (barra=0,98 um).
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Figura 10- A, Controle, a seta indica processo de Tomes localizado na regidao apical do
ameloblasto (barra= 1,61 um); B, Irradiado 25QGy, a seta indica processo de Tomes (barra=
0,71 um); C, Controle, setas largas indicam regido de processo de Tomes e vesiculas de
exocitose (barra=0,98um); D, Irradiado 25Gy, setas largas indicam vesiculas de exocitose
apical (barra= 0,48um).
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Figura 11- A, Controle, a seta indica tonofilamento (barra=0,61um); B, Irradiado 15Gy, as

setas indicam tonofilamentos (barra= 0,31um); C, Irradiado 15Gy, setas largas indicam
tonofilamentos localizados na regido apical proximo aos processos de Tomes e seta uma
area de degeneracao (barra= 0,71 um); D, Irradiado 15Gy, seta larga indica tonofilamento

(barra= 0,31 um).
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Figura 12- A, Irradiado 25Gy, a seta indica tonofilamento (barra=0,36um); B, Irradiado
25QGy, as setas indicam tonofilamentos (barra= 1,14um); C, Irradiado 25Gy, setas largas
indicam limite entre ameloblasto e matriz do esmalte, com é&rea de degeneragao
(barra=1,14 pum); D, Irradiado 25QGy, setas largas indicam area de degeneragdo entre

ameloblasto e matriz de esmalte (barra= tonofilamento (barra= 0,48 um).
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(barra=0,36u; C, D
Irradiado 25Gy, setas largas indicam autofagossoma com reticulo endoplasmatico
degenerado em seu interior (barra=0,48 um).
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Figura 14- A, Irradiado 15Gy, a seta indica autofagossoma (barra=0,36um); B, Irradiado

25Gy a seta indica autofagossoma (barra= 0,48um) C, D Irradiado 25Gy, setas largas
indicam areas de alteracao em ameloblasto (barra= 0,48um).
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Figura 15- A, Irradiado 15Gy, a seta indica areas de degeneracgao (hialinizagéo) (barra=
0,61um); B, Irradiado 15Gy, a seta indica area de inicio de hialinizacao (barra=0,25um); C,
D, Irradiado 15Gy e Irradiado 25Gy, respectivamente, setas largas indicam area de
degeneragao no ameloblasto (barra= 0,61um) e (barra= 0,98 um).
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6. DISCUSSAO

Devido a complexidade do desenvolvimento dentario, aliado ao longo tempo
que o mesmo leva para ser completado, diversos sdo os agentes externos que
podem atuar nos dentes em formacéo, como por exemplo, a radiacdo ionizante
utilizada para o tratamento de tumores malignos. Atualmente, o aumento da
sobrevida de pacientes portadores dessas neoplasias, nos despertou o interesse
para conhecermos 0s possiveis efeitos agudos e cronicos da radioterapia nos
dentes em desenvolvimento.

A maxila e a mandibula podem ser expostas a altas doses de radiacao
durante o tratamento de tumores malignos na regido de cabega e pescoco. As
complicagdes pos-radioterapia nos dentes permanentes sdo bem documentadas e
o grau de severidade e a localizacao das lesdes dentais vao depender do estagio
da odontogénese que os dentes se encontram na época do tratamento, da dose e
area irradiada (Lopes et al., 2006). Assim, estudos avaliando o efeito da radiacao
na amelogénese sdo necessarios, uma vez que alteragcdes observadas na
secrecao da matriz organica podem acarretar defeitos na formagéo completa do
esmalte, os quais podem comprometer a morfologia e funcéo dentaria.

Em nosso trabalho foram utilizadas doses agudas Unicas de radiacao de 15
e 25Gy, a fim de se avaliar e comparar a severidade dos defeitos causados por
ambas as doses. Niehoff et al., 2008, relataram, apds célculo utilizando um
modelo quadratico linear, que uma dose Unica de 15Gy equivale a dose fracionada
de 54 Gy (27 x 2Gy). Diversos autores sdo unanimes ao afirmarem que quanto
maior a dose de radiacao mais severas serao as alteracoes deletérias (Lindvall et
al., 1972; Pearson e Phelps, 1981; Lopes et al., 2006).

Neste estudo, optou-se por utilizar o incisivo superior de ratos, pois esses
dentes apresentam crescimento continuo e suas células estdo em constante
renovacao no 6rgdo odontogénico ou progenitor, situado apicalmente, na regido
correspondente ao alvéolo dentario (Lindvall et al.,1972). Nesta regidao apical
ocorrem as rapidas divisdes celulares e os odontoblastos e ameloblastos iniciam a
formacdo de dentina e esmalte. Devido a esta constante proliferacdo celular, o
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o6rgao odontogénico € uma regido bastante radiossensivel (Pearson e Phelps,
1981). Outra vantagem desse crescimento dentario continuo € que a irradiacao
pode ser aplicada em qualquer idade do animal, e os ameloblastos e
odontoblastos podem ser estudados nas suas diversas fases em um mesmo
animal (Koppang e Stokke, 1969). Ainda, de acordo com Koppang e Stokke, 1969,
0 incisivo superior é considerado o dente mais radiossensivel.

Pelo fato do desenvolvimento dentario dos ratos ocorrer de maneira
semelhante ao do ser humano, no que se refere aos tipos celulares e mecanismos
de formacao, este modelo de estudo (incisivo de rato) é muito utilizado, uma vez
que podemos comparar 0s resultados com pesquisas realizadas em seres
humanos na época de desenvolvimento dentario (Thesleff e Aberg, 1997).

Smith e Warshawsky, 1976, 1977, constataram, em incisivos superiores de
ratos, que dois dias sao o tempo decorrido para as células indiferenciadas da
regido odontogénica se diferenciarem em ameloblastos e, portanto iniciarem a
secrecao de matriz de esmalte, 0 mesmo sendo também observado aos quatro
dias. Assim, os autores concluiram que estes ameloblastos demoram
aproximadamente 156 horas na fase de secrecdo. De acordo com Espirito Santo
et al., 2006, na fase de secrecao avangada de esmalte € onde se observa a maior
birrefringéncia da matriz organica do esmalte. Os ameloblastos, além de
sintetizarem e secretarem as amelogeninas e demais constituintes da matriz,
também sao responsaveis pela eventual reabsorcdo da matriz protéica. Esta tem
sua degradacao iniciada na fase de transicdo e é extensamente degradada e
substituida por componente mineral na fase de maturacdo (Moradian-Oldak e
Goldberg, 2005).

Sabe-se que defeitos na formacdo do esmalte sdo bastante comuns e
podem acarretar numa maior susceptibilidade ao desenvolvimento da cérie, logo é
de suma importancia o estudo das possiveis alteracées provocadas pela radiacao
sobre a formacao deste tecido. A radioterapia durante a fase de formacao dentaria
induz o aparecimento de diversas alteragdes coronarias e radiculares, tais como a

presenca de raizes curtas e cbnicas, fechamento apical prematuro, coroas
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dentarias pequenas, hipodontia, retencdo prolongada dos deciduos e hipoplasia
do esmalte (Dahll6f et al., 1994; Kaste et al., 1997).

A irradiacao com 4Gy in dtero, durante a fase de formacao do germe dental
de molares de ratos acarreta o aparecimento de alteracdées na coroa dental, como
a reducado no seu tamanho, fusdo das cuspides e fraturas coronarias (Manzi,
2005).

Alteracdes na producao de esmalte também foram encontradas entre seis e
sete dias ap6s dose uUnica de radiacdo de 16Gy (Kahn et al.,, 1979). Horn et
al.,1975, relataram que doses Unicas de radiacao promoveram diferenciacao dos
ameloblastos e odontoblastos apenas em areas isoladas, acarretando em
aposicao de matriz de esmalte e dentina irregulares.

Dentre os efeitos da radiacdo observados nos grupos irradiados com 15 e
25Gy, podemos citar na regido odontogénica, a desorganizagao celular, associada
a area de tecido hialino e amorfo. Adicionalmente, em ambos os grupos irradiados,
a camada de pré ameloblastos estava com reducdo na sua altura e os
odontoblastos muitas vezes ausentes ou pobremente organizados. Sweeney et al.,
1977 relataram ruptura do arranjo normal das células odontoblasticas e dano
acentuado aos ameloblastos e odontoblastos, apds doses fracionadas de 48 e
72Gy, respectivamente. Saad et al, 1991, reportaram desorganizacdo e
degeneracao das células da papila dentaria, assim como pobre diferenciacéo e
auséncia de polarizagdo nas células da superficie da papila e do epitélio interno do
esmalte em fetos irradiados com 4Gy de radiagdo in utero aos doze dias de
gestacao.

O brilho da birrefringéncia é bastante labil, podendo ser, portanto,
influenciado por varios fatores, tais como fixacdo inadequada, espessura do corte
e uso de solucéo descalcificadora inadequada. Dessa maneira, 0os animais devem
ser perfundidos e suas hemimaxilas rapidamente removidas e imersas em
solucdes fixadoras adequadas sob agitacéo (Espirito Santo et al., 2006). Por isso,
no presente estudo, os animais foram perfundidos com solugdo de Karnovsky
(mistura de paraformoldeido 2% e glutaraldeido 2,5%), as hemimaxilas foram
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rapidamente extraidas e fixadas, sob agitacdo, na mesma solucdo, garantindo
uma o6tima preservacao tecidual. A descalcificacao foi realizada com formaldeido
4% e acido nitrico 5% por vinte e quatro horas, permitindo a rapida remog¢éao do
conteldo mineral, sem causar dano aos componentes teciduais.

Pela analise dos nossos resultados podemos observar que o grupo controle
apresentou o maior valor de retardo éptico, ou seja, a matriz organica do esmalte
apresentava-se fortemente birrefringente o que caracteriza um tecido altamente
organizado a nivel molecular, quando examinado no microscopio de luz
polarizada. Uma diminui¢gdo n&o significativa no valor do retardo optico foi vista no
grupo 15Gy, quando comparado ao grupo controle. Uma reducéao significativa na
birrefringéncia foi observada no grupo irradiado 25Gy, o que sugere uma
diminuicdo na ordenacado e organizacdo supramolecular deste tecido, pois, de
acordo com Espirito Santo et al., 2007, os quais estudaram animais mutantes para
0S genes da amelogenina e enamelisina, constataram que o brilho da
birrefringéncia da matriz organica do esmalte no estagio de secrecao €
influenciado pela organizacdo ordenada supramolecular dos seus componentes.
Os mesmos autores, no ano de 2006, citam ainda que o brilho da birrefringéncia é
primeiramente observado no estagio precoce de secrecdo, porém as substancias
que compdem a matriz devem ser processadas para formar uma estrutura
supramolecular altamente ordenada, gerando um forte brilho birrefringente.

A amelogenina é a principal proteina que compde a matriz orgénica do
esmalte, representando cerca de 90% do conteudo protéico (Moradian-Oldak,
2001; Espirito Santo e Line, 2005). Essa proteina forma agregados globulares
supramoleculares denominados nanosferas (Fincham et al.,, 1995). Acredita-se
que a configuracdo ordenada destes agregados seja o fator essencial para a
formagéo e consequente brilho de birrefringéncia observado na fase de secregéo
avancada da matriz organica do esmalte (Fincham et al., 1994; 1999). Outra
funcao crucial é sua agdo como importante indicador do controle da fase mineral,
guiando o inicio do crescimento dos cristais de hidroxiapatita (Fincham et al.,

1994; Moradian-Oldak e Goldberg, 2005). Dessa forma, alteracées na composicao
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e ordenacdo dessa matriz protéica podem acarretar severos disturbios da
mineralizacdo. Veis, 2005, acrescenta que 0s espacos existentes entre os
processos de Tomes sao necessarios para uma eficiente mineralizacado mediada
pela matriz organica do esmalte.

As propriedades biomecénicas do esmalte maduro refletem a organizacao
dos seus constituintes e sua organizacado é uma conseqiéncia direta da regulacao
provida pela matriz organica extracelular protéica do esmalte (Paine et al., 2001).

Nossos resultados da medida da taxa de erupcdo aos dois dias nos
mostraram que todos os grupos apresentaram crescimento semelhante, nao
diferindo entre si. Porém aos quatro e seis dias ambos os grupos irradiados (15 e
25Gy) mostraram reducgéao significativa no crescimento dentario. Segundo Pearson
e Phelps, 1981, apés a irradiacdo, apesar do dano observado nas células
progenitoras o dente continua a erupcionar. Quando a taxa de erupcéo foi
acompanhada no periodo de uma, duas e trés semanas, também foi possivel
observar diferencas significativas nos trés tempos de avaliacdo entre os grupos
controle e irradiado. Nossos achados concordam com Ubios et al., 1992, os quais
relataram reducgao significativa da taxa de erupgdo em molares de ratos jovens
sessenta dias apds dose de 20Gy de radiacdo X e com Niehoff et al., 2008, que
relataram diminuicdo do crescimento dentario do incisivo inferior duas semanas
apos uma dose de radiacao localizada de 20Gy. Por outro lado, Sweeney, 1977,
relatou que apesar de doses mais elevadas de radiacdo causarem danos aos
ameloblastos, o uso de doses fracionadas de até 72Gy nao causa nenhum efeito
nos dentes erupcionados.

De acordo com Michaeli et al., 1986 e Steigman, et al, 1989, a taxa de
erupcao didaria média em incisivos de ratos € de 0,4mm. Nossos resultados
assemelham-se aos dos autores acima, uma vez que no grupo controle encontrou-
se uma taxa de erupcao diaria de 0,41mm.

Como descrito por Smith e Warshawsky, 1976, 1977, as células
provenientes da regido odontogénica se transformam em ameloblastos

diferenciados e comegam a secretar esmalte em aproximadamente dois dias,
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permanecendo na secre¢do por mais 156 horas. A diminuicdo no brilho da
birrefringéncia por nés encontrada nas doses de 15 e 25Gy, apesar de néao
significante para a dose de 15Gy, pode estar indiretamente relacionada a reducgao
significativa da taxa de erupcdo aos quatro e seis dias. E possivel que nestes
grupos os ameloblastos tenham iniciado a secrecdo do esmalte aos dois dias, e
devido a reducao do crescimento dentario, ndo houve progressao nesta secrecao
ou entdo falha na organizagdo supramolecular dessa matriz secretada,
acarretando em valores mais baixos de birrefringéncia. Além disso, as alteracoes
observadas podem ter sido produzidas devido a interferéncias na fase de
desenvolvimento dentario, as quais acarretaram reducédo da atividade de alguns
ameloblastos diferenciados, morte de outros e atraso na diferenciagdo de novos
ameloblastos. Clinicamente, altas doses de radiacdo (18 e 24Gy) utilizadas no
tratamento radioterapico em criangas acarretam severos disturbios dentarios como
agenesia, interrupcdo do desenvolvimento radicular e displasia do esmalte,
provavelmente devido a reducdo da taxa de erupcédo e deposicao irregular de
matriz de esmalte (Sonis et al., 1990).

A avaliacdo ultraestrutural é de suma importancia, pois dessa forma
podemos analisar os sistemas de funcionamento celular com mais precisdo. Como
ja descrito por Ribeiro et al., 2006, no presente estudo também verificou-se que os
ameloblastos secretores apresentavam-se como células altas préximas umas as
outras com nucleo ovodide localizado na porcao proximal das células. Diversas
organelas citoplasmaticas integras foram observadas no grupo controle e nos
irradiados (15 e 25Gy). De acordo com Mathiessen e Romert, 1980, a
ultraestrutura do ameloblasto secretor de humanos difere do rato apenas na
localizagdo das mitocéndrias que neste ultimo é na regidao proximal ou basal da
célula. A localizacao preferencial das mitocéndrias na porcdo basal da célula
descrita na nossa pesquisa também foi encontrada por outros autores (Slavkin et
al., 1976; Akita e Kagayama, 1985; Takano et al., 1990; Ribeiro et al., 2006). A
localizagdo basal e integridade das mitocdndrias também foi observada nos
grupos irradiados 15 e 25Gy.
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A presenca das diversas estruturas filamentares dispostas no citoplasma
celular foram relatadas por Mathiessen e Romert, 1980 e Massa e Arana-Chavez,
2000. Segundo estes ultimos autores, os filamentos estdo em contato com
diversas organelas citoplasmaticas e parecem estar freqiientemente associados
aos microtubulos, sendo possivel que esses filamentos correspondam a proteina
plectina ja descrita em outros tecidos. Domingues et al., 2000, estudando a
expressao de citoqueratinas no 6rgao dental, afirmaram que a lamina dentéria e
orgao do esmalte sdao formados por células epiteliais, as quais sao caracterizadas
pela presenca de filamentos de citoqueratinas, as quais desempenham um papel
importante nos tecidos de origem epitelial.

O reticulo endoplasmatico rugoso é observado em grande quantidade
espalhado pelo citoplasma e proximo aos processos de Tomes (Mathiessen e
Romert, 1980; Akita e Kagayama, 1985; Ribeiro et al., 2006).

Logo apdés a formacdo da camada inicial de esmalte, os ameloblastos
desenvolvem extensdes citoplasmaticas apicais, denominadas processo de
Tomes, 0s quais controlam o crescimento e orientacdo dos prismas de esmalte,
além de caracterizar o ameloblasto em fase de sintese e secrecao ativa (Takano
et al., 1990; Smith e Nanci, 1995). Na nossa pesquisa foi possivel visualizar estes
distintos prolongamentos apicais, associados a estruturas eletrodensas de formato
arredondado, compativeis com as vesiculas de secrecdo ou exocitose. As
vesiculas de exocitose associadas a Tomes também foram reportadas por Slavkin
et al., 1976; Ribeiro et al., 2006. A presenca dos compartimentos ou complexo de
Golgi conjuntamente com pequenas vesiculas de secrecdo também conota a
funcado secretéria do ameloblasto. Sua presenca foi apontada por Sasaki et al.,
1983, que juntamente com os lisossomos e reticulo endoplasmatico controlam as
funcbes de sintese protéica. Ten Cate, 2001, resume de maneira bastante
didatica, a ultra-estrutura e processo de sintese protéica no ameloblasto secretor.
A sintese de proteina ocorre no reticulo endoplasmatico rugoso, passa para o
complexo de Golgi, ocorre a formacao dos granulos de secrecao que migram para
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a extremidade distal ou apical da célula, posteriormente ocorre o desenvolvimento
dos processos de Tomes, que continuam com o processo de secrecao.

As degeneracdes com conteldo citoplasmatico observadas em grande
quantidade nos grupos irradiados chamadas de autofagossomas sugerem um
processo de morte celular, fenbmeno que pode ser encontrado em condi¢coes
fisioldgicas e patoldgicas (Bursch, 2001). No nosso estudo, a organela degradada
encontrada com maior freqtiéncia foi o reticulo endoplasmatico rugoso. De acordo
com Ogata et al., 2006, o processo de autofagia ocorre na maioria dos tecidos e
contribui para o turnover rotineiro dos constituintes citoplasmaticos da célula. No
entanto, a autofagia pode ser induzida por alteracdes das condicbes ambientais,
tais como a deplecao nutritiva da célula. Os autores afirmam também que a
formacédo dos autofagossomas é acelerada nas células sob estresse do reticulo
endoplasmatico rugoso. Sasaki, 1983, relata que a presenca dos vacuolos
autofagicos é rara nos ameloblastos secretores. Varias investigacbes propuseram
recentemente dois tipos de morte celular programada: a apoptose (tipo I), que
exerce um papel parcial na morte das células epiteliais pela radiacao e a autofagia
(tipo Il), que € caracterizada pela captura de um volume citoplasmatico incluindo
as organelas em vesiculas autofagicas, também chamadas de autofagossomas
(Paglin et al., 2001). O grande numero dos autofagossomas por nés encontrado
nos grupos irradiados pode ser explicado de acordo com os achados de Peng et
al., 2008, que revelam que a autofagia € um processo de multiplas etapas, que
pode ser inicialmente desencadeado pela radiacdo. Posteriormente, estas
vesiculas contendo citoplasma e organelas irdo se fusionar aos lisossomos,
gerando os autolisossomos, 0s quais serdo degradados pela célula em seu
sistema lisossomal proprio. Embora, como citado acima, os autofagossomas
possam representar processos celulares fisioldgicos, a auséncia desse achado no
grupo controle, permite-nos associar os autofagossomas aos efeitos deletérios da
radiacao.

Akita e Kagayama, 1985, reportaram a presenca de vacuolos tipo
fagossomas, além da fragmentacdo do reticulo endoplasmatico rugoso e
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desorganizacao do complexo de Golgi quando estudaram a ultraestrutura dos
ameloblastos de incisivos de ratos apds perfusao vascular com colchicina, droga
que inibe o ciclo celular e consequentemente a proliferacdo e diferenciagao
celular.

Nos grupos irradiados também foram visiveis inumeros lisossomos com
material degradado em seu interior e 0 aparecimento de areas de hialinizacéo.
Tais alteracdes nao foram encontradas no grupo controle. As diversas alteracoes
celulares vistas por meio da microscopia eletrbnica de transmissdo nos
ameloblastos secretores podem estar intimamente relacionadas as alteracdes na
birrefringéncia da matriz orgéanica do esmalte, seja por falha na secrecdo ou
desorganizacao dos componentes protéicos da matriz.

Assim, associando estes achados a pratica clinica, quanto mais cedo um
paciente for submetido a radioterapia maior sera o grau e severidade das lesées
dentarias encontradas, podendo até apresentar interrup¢ao na formacéao do dente.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, pdde-se concluir que:

1.

Altas doses de radiacao X retardam a erupcao dentaria de incisivos de
ratos a partir do quarto dia pés-irradiacao.

Altas doses de radiagdo X causam diminuicdo no brilho de
birrefringéncia da matriz organica do esmalte, na fase de secrecédo da

amelogénese;

A incidéncia da radiagcdo X sobre os tecidos odontogénicos provoca
alteracbes significativas, com intensa desorganizagdo dos seus

componentes.

Nos ameloblastos irradiados, embora organelas celulares como reticulo
endoplasmatico rugoso, mitocondrias e complexo de Golgi se
apresentem preservadas, extensas areas de degeneracdo sao
observadas, além da presenca acentuada dos autofagossomas,
indicando que altas doses de radiagdo ionizante causam agressao e

modificam a ultraestrutura celular.
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