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INTRODUGXO

%

Foi demonstrado que a colchicina e a vim-
blastina sio inibidores de microtGbulos (WILSON etalii.,
19743 A colchicina atua desagregando o aparelho de
Golgi (EHRLICH et alii., 1974; MOSKALEWSKI et aliy.,1975;
1976, THYBERG et alii., 19783, enguanto a vimblastina
altera tanto o aparelho de Golgi, quantoo reticulo endo~-
plasmatico rugoso (EHRLICH et alii., 1974; MOSKALEWSKI
et alii., 1975; 1976; MOE s MIKKELSEN, 1977; THYBERG et
alii., 1978).

Alterages morfoldgicas em odontoblastos,
durante a dentinogenese de incisivos de ratos, foram ob-
ser?adas apds a administracdo da vimblastina (MIKKELSEN,
1978) e vincristina (STENE, 1978).

Efeitos da colchicina {(KUDG,1975; KARIM ¢
WARSHAWSKY, 1879} e da vimblastina (GOLDBERG et alii.,
1979), foram estudados atraves da incorporagdo de 3H-prog
1ina, sobre a sacrecadn do precursor radicative dos ame~
lohlastos e odontoblastos, em matrizes do esmalte e da
dentina adjacentes.

0 apavelho de Golgi &8 a regido celular
responsavel pela biossintese da fragdo carboidritica de
proteinas (PETERSON & LEBLOND, 1964; NEUTRA s LEBLOND,
1969; WEINSTOCK & LEBLOKD, 1971; WEINSTOCK et alid, 1872:
WEINSTOCLK, 1879), bem como, ¢ local onde se processa &
sulfatacdo das mesmas (OTERO-VILARDEBD et alii.,  1964;
PETERSON & LEBLOND, 1964; BLUMEN, 1970; BLUMEN & MERZEL,
19735 19763 MUNHOZ & MERZEL, 1977).

Desde que as matrizes do esmalte & da den-
tina contem compostos sulfatados (BLUMEN & MERZEL, 1976),

o objetivo do presente estudo seri o de verificar radio-
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autograficamente, atraves da incorporag%o do ¥%%-sulfato
de sbddio, ao nivel da microscopia Optica, os efeitos que
os antimicrotubulares, colchicina g vimblastina, poderido
exercer nas organelas que participan da secracaoc celular,
principalmente relacionada a0 processo de sulifatagao que
gcorre no aparelho de Golgi, em ameloblastos e odonto~
blastos da regido secretora de incisivos inferiores de
camundongos.,



MATERIAL E METODOS

Doze camundongos M.musculus, albinus, ma-
chos, com cinco semanas de vida, pesando entre 22 e 25 g,
foram divididos em 3 garupos, de guatro animais, cada.

0s animais que serviram como controfe, re-
ceberam por via intraperitoneal uma Unica dose1 de T0uldi/g
de **S-sulfate de sodio, livre de carreador (Instituto de

Pesquisas Energeticas e Nucleares, $azo Paulo, S$P).

Dos animais restantes, guatro receberam por
via intraperitoneal uma dose de (,] mg de Cofchicina (Col_
chicina Houd& - Laboratdric Pierre-Docta $.A., Rio de Ja-
neiro, RJ) por 100 g de animal (KUDO, 1975). Apds duas
horas, 0s animais foram injetados pela mesma via, com uma
dose de 10uCi/g de *%S-suffato de sidis.

0s Ultimos guatro animais receberam intra-
peritonealmente uma dose de £,7 mg de Sulfate de Vimblas-
tina (velban ~ Laboratorio Eli Lilly do Brasil Ltda. Sa0
Paule, $P) por 100 ¢ de animal (MOE & MIKKELSEN, 1977) e,
apos trés horas, foram administrados 10uCi/g de *38-jul-
{ato de sodic, pela via ja mencionada.

0s animais dos tres grupas foram sacrifi=-
cados a0s 10 e 30 minufos, ¢ e 24 honas, apds a injegdo
do composto radicativo, sendo sacrificado um animal de ca-
da grupo nos tempos considerados.

Aos tempos de sacrificio, os animais foram
anestesiados sob a inalagdo do éter sulfurico, tendo-se
o cuidado de manter o animal vivo. Em seguida foi reali-
zada uyma incisap, abrindo~se a cavidade abdominal e, apos

1. A expressac uCi/g corresponde & dose injetada em ucCi

por g de animal,
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rompida a membrana diafragmatica, & parede toriaxica foi
rebatida, a fim de expor ¢ coragdo, com o objetive de
proceder-se a fixacgdo por perfusio.

Um conjunto para fixa@%o por perfusido foi
mantido com uma agulha hipodermica de 0,5¢m x 10 mm, co-
locada em um tubo flexivel de polietileno adaptado a um
frasco de soro fisiolGgico vazio, gue serviu para depd-
sito da solugao fixadora. Este conjunte foi pendurado
cerca de um metro acima da mesa cirlrgica, de modo a per-
mitir que o 1iguido fluisse livremente pelo tubo.

Com a agulha introduzida no ventriculo es~
querdn, Tibercu-se a vilvula da sonda para passagem do
Parnaformatdeide a 4% {usado como fixador), tamponadoz a
pH 7,4, Imediatamente incisou-se a auricula direita pa-
ra & saida do fluxo sangiiineo, Deste modo a perfusdo foi
realizada deixando-se o 1iquido fluir por gravidade @
pressdo negativa, & percorrer os vasos sangliineos de mo-
do continuo, cerca de 20 minutos.

As mandibulas foram cuidadosamente disse-
cadas, separadas em hemimandibulas e imersas em solugHo
de Glutaraldelido a 25% [WARSHAUWSKY s MOORE, 1967), tampo-
nada3 a pH 7,4 e usado como pos-fixador durante quatro
horas.

Em seguida procedeu~se a Jjavagem das pe-
¢as com uma solugao de tampﬁo»fosfatca.

2) A solugdo tampao foi preparada tomando-se 1,88g de NaH, PO, e0,43g
de NaOH, completando—-se o volume para 100 ml com agua destilada,
3) A solugac tampao fol preparada tomando-se 2,09 de NaZHPO&?Hzo e

{,38z de Naﬁz?GQBEO, completando-se ¢ volume para 100 ml com agua
destilada, .
4y A solugao tampac fol preparada tomando-se 35,10g de NazﬂPOAIZHZO

g 7,36g de'NaHzPOQHZD, completando-se o volume para 1000 ml conm

agua destilada.
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Apds o periodo de fixacdo, as hemimandibu-
las foram descalcificadas com wuma solugio de Zedido etd-
Leno diamino fetnacttice [EDTA] a 4,13%  [KARSHAWSKY &
MOORE, 1967) e a 4°C, que durou aproximadamente doze dias,
com trocas diarias do 1Yquido e agitacin freqiiente  das
pegas. |

0 grau de desmineralizac¢io fol testado a
partir do oitave dia, com pequenos cortes na porcio in-
¢isal, usando-se laminas de barbear novas.

Apos a desmineralizacio, as pecgas foram
lavadas com tampio-fosfato a 4°C, durante quarenta e ot
to horas. A cada doze horas trocou-se o liquido, com a
finalidade de retirar os complexos formados a partir da
interacdo do EDTA com os Tons cilcio.

Com ¢ emprego de uma lupa estereoscopica
¢ usando~se lamina de barbear nova, aparou-se cada hemi-
mandibula para selecionar a zona secretora de amelogene-
se & dentinogenese em estudo.

Estas zonas, de cads incisivo, foram apa-
radas a partir da curva cervical até a regido distal do
segundo molar, a fim de serem obtidos cortes no sentido
lengitudinal ou transversal do dente.

Em seguida os especimens foram posfixados
com tetndxido de bamio (0s0,} a 1%, tamponado” a pH 7.4
e deixados a 4°L, durante guatro horas,

Apos a fixacdo com 0s0,, o material Jigei
ramente lavado com o tampao-fosfato foi desidratado am
solucdes crescentes de acetona, infiltrado e incluido em
EPON, de acordo com o matodo descrite por LUFT  ( 1861),
exceto que a proporg%o'usada para as misturas A e B foi
em partes iguais.

%) A solugac tampao fol preparada tomando-se 5,58z de Na HPO, 174.,0
2 1,17 de SaHEPOQHQO, completando~se o volume para 200 ml de

‘agua destilada.



Cortes semifinos de Tum de espessura para
microscopia optica, obtidos nos sentidos LongLiudinal e
transversal, utilizando-se de um yltramicrdtome “Porter-
Blum™ MT~2., foram montados em laminas novas e previamente
cobertas com gelatina a 0,5%, radicautografados com emul-
sac I1L4ond-K5 (KOPRIWA & LEBLOND, 1962) e expostos a 4°C.

ApBs o tempo de exposicio, que durou trin-
ta e um dias, as laminas foram reveladas comsolucao D198
da KODAK, durante 4 minutos, fixadas em hipossuliiteo de
sodio a 24%, por 10 minutos, coradas com azul de metile-~
no a 1% por 20 segundos & montadas com balsamo.

A avaljacdo quantitativa dos radicautogra
mas foi determinada sobre o citoplasma dos ameloblastos
e em toda a extensao da matriz do esmalte da zona de se-
crecao do esmalte interno (WARSHAWSKY g SMITH, 1974), e
sahre o citoplasma dos odontoblastos ¢ em toda a exten-
sdc da pre-dentina e dentina adjacentes, nos tenmpos de
10 minutos, 30 minutos e 2 horas. A analise guantitativa
nao foi avaliada no tempo correspondente a 24 horas de-
vido ausencia de radioatividade nas celulas.

Estas contagens foram realizadas utilizan~
do-se de uma ocular guadriculada KPL-8x divididaem 10x10
quadrados que, no sistema dptico empmmado,mediramlﬁﬁumz
cada.

0s grdos de Ag, na regido supranuclear
dos amelgblastos e cdontoblastos, foram contados em tan-
tos quadrados necessarios para cobri-la ieta?mente, numa
extensao correspondente & EOOqu. Sobre a matriz do esmal-
te, prée~dentina e dentina, a contagem foi feita a partir
de uma linha que, de um lado se limita com as celulas em
estudo, e do outro, com a jungdo pre-dentina-dentina e
amelo-dentinaria, e em tantos quadrados de T&Oumz neces~
sarios para cobrir toda & espessura destas matrizes.

0s valores medios obtidos das contagens
foram lancados em tabelas e submetidos a analise de va-
ridncia com ¢ teste de Tukey.



RESULTADOS

1. OBSERVACDES MORFOLDGICAS

1.1 Ameloblastos o matriz do esdmalis

As observacBes morfoldgicas foram realiza-
das nas mesmas laminas radicautografadas, ¢ mostraram nos
grupos pre-tratados com colchicina e vimblastina, quando
comparadas com o grupo controle, as seguintes alteragdes:

a) Colchicina

Pequenos vaclUolos e espagos vazios interce-
lulares, com maior evidencia no tergo médio da regidio su-
pranuclear dos ameloblastos secretores ({Figuras§ a 8).Es-
sas alteragoes foram observadas desde o intervalo de 10
minutos até 24 horas, apds & injegdo do *®S-sulfato de sB
dio. Na matriz do esmalte ndao se verificaram alteragdes
ao nivel da microscopia Gptica (Figuras 5 a 8).

b} Vimblastina

Pequenos vacuolos e espagos vazios interce-
tulares. VYaciolos e espacgos maiores na regido infranuclear
{(Figuras 9 a 12)}. Essas alteragoes foram constatadas des-
de o intervalo de 3 a § horas apbs a injecdoc da droga {Fi-
guras % a 11). Apds 27 horas, houve desorganizagic celu-
Jar total, como, camada ameloblastica totalmente desorga-
nizada, com nucleos peqguenos, arredondados, presentes des
de a porcdo basal até a porgdo apical da ceélula (Fig. 12)%
matriz do esmalte mais alterada na regidc central entre
os processos de Tomes & juncao amelo~-dentinaria, apresen-
tando reducio na sua coloragaos.

1.2 Odontoblastos, pri-dentina e dentina
a) Colchicina

0s odontpblastos dos animais tratados com
colchicina apresentaram, quandoe comparados com 0% do gru=-
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po controle, alteragdes, tais como: vaclolos de vErios
tamanhos e espacos vazios entre uma colula e outra'fi—
guras 17 a 20). A pre-dentina e dentina nag sofreram
alteractes, quando vistas ao microscopio optico (Figu-
ras 17 a 207,

b} Os odontoblastos de incisivo de animais
tratados com vimblastina apresentaram vacuolos e espa-
cos entre as celulas. A camada celular nio sofrey ir-
regularidades, apenas alguns nuclets se tornaram arre-

dondados e outros alongados (Figuras 21 a 24). A pre-

~dentina e dentina ndo sofreram alteracdes morfollgi~-
cas (Figuras 21 a 24).

2. ANALISE QUALITATIVA DA INCORPORAGAC DO
382 .SYLFATO BE SBDIO

2.1 Ameloblastos ¢ matriz do esamalite

Apds 10 minutos, observou-se nos 3 gru-
pos {¥°S-sulfato de s0dio, colchicina e vimblasting u-
ma reacao radioautografica em todo o citoplasma da ce-
lula, com maior concentragdoc no tercgo medio da regiao
supranuclear, que corresponde 3 zona do Golgi (Figuras
1, 5 e 9). Ressalta-se que, no grupo previamente tra-
tado com vimblastina, esta reacido foi de baixa inten-
sidade {(Figura 9), em relagdo aos outros dois grupos.
Nos grupos controle e tratadc com colchicina, notou~-se
tambem uma reacao radioativa, embora de baixa intensi-
dade, na regido correspondente aos processos de Tomes
{Figuras 1 e 5).

ApGs 30 minutos, verificou~se que a ra-
dipatividade esteve presente na zona do Golgi e na re-
giao cgrrespﬂndente aos processos de Tomes. Para 08§
grupes iratados com coichicina e vimblastina, a reati-
vidade de maior intensidade foi na regiao supranuciear
{Figuras 6 e 10}, enquanto que, para o grupo controle,
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PRANCHA 1

Radicautogramas de ameloblastos secretores
do incisivo inferior de camundongo, em diferen
tes intervalos de tempo, apbs a injecdo do
35S-sulfato de sbdio, corados com azul de meti
leno a 1%.

Apbs 10 minutos da injegdo do *°S - sulfato
de scd1o, observou-se uma reacao radioatxva na
regiao supranuclear, correspondente & area  do
Golgi, indicando a b1asS1ntese do sulfato in-
corporade. Alguns graos de Ag, foram tambem
observados no apice dos ameloblastes e nos pro
cessos de Tomes, ja alcangande a matriz do es-
malte adjacente.

1310 x,

Apos 30 minutos da inje¢do do *%S-sulfato
de sodio, notou-se a reagao radisativa com um’
grau maior de intensidade, na regido dos pro-
cessos de Tomes e matriz do esmalte adjacente
g um menor grau na regiaoc supranuclear, 1indi-
cando uma secregdo de material radicative ex-
portavel.

820 x.

Apos 2 h da 1nge§aa do composte radicativo,
verificou-se que a reacdo radicautografica se
deslocou ate por volta de um tercs de um tergo
da matriz do esmalte.

K25 x.

Apos 24 h da injegdo do precursor radicati
vo observou~-se radioatividade intensa e difusa
de graos de Ag sobre tada a largura & espessu-
ra da matriz do esmalte. No citoplasma dos ame
loblastos, a reacdo radicautografica foi pra-
ticamente nula,

820 x.
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A reacap de mator .intensidade radicativa foi encontrada
nos processos de Tomes (Figura 2. Mo grupo pre-tratado
com vimblastina a area correspondenie ass processes de
Tomes permaneceu jsenta de reagido radicautogrifica (Fi~
gura 10}. '

ApGs 2 horas, 03 radicautogramas mostraram
que 0% 3 grupos se comportaram de modos diferentes. Assim,
o grupe controle mostrou baixa intensidade de reativida~
de de grdos de Ag na regifo supranuclear {Figura 3} os
grupos tratacos.com colchicinag e vimblastina apresenta-
ram reagac radicativa difusa em todo o citoplasma, com
maier-ﬁntehsiéade na regidc supranuclear correspondente
i zona do Bolgi {(Figuras 7 e 11}; o grupo controle e o
pré-tratado com colchicina mostraram uma reacdo fortemen
te radicativa nos dois tergos da matriz do esmalte,  a
partir dos processos de Tomes {Figaras 3 e 7): enquanto
gue, O grupo que recebau previamente 2 vimblastina, re-
velou baixa intensidade da reagidc radicautografica = na
matriz do esmalte (Figura 11}.

ApSs 24 horas, da injecdo das drogas, ¢
grupe contrale e h grupo tra;ada pregiameﬁta-cgm colchi-
cina, se comportaram de maneira semelhante, pois apresen-
taram radicatividade intensa de grios de Ag .na regiao
correspondente @ matriz de esmalte. Esta reagio foi di-
fusa sobre toda & espessura da matriz, Neste intérvalo
de tempo, 3 regiéc supranuctear revelou um pronunciado
decréscimo de sua reatividade (Figuras 4 e 8). 0 grupo
tratade com vimblastina apresentou reagds de baixa in-
tensidade na matriz do esmalie & pouco ou quase nhenhuma
reacdc na regian supranucltear {Figura 12).

7.7 Odontobfasitos, pré-dentina ¢ denting

Apos 10 minutos, verificou-se concentra-
a0 de grics de Ag na regiao supranuclear correspondente

~

a zona do Golgi nos 3 grupos estudados, gmbora, a8 do gru-



FIGURAS 5~ 8

FIGURA 5

FIGURA &

r IGURA 7

FIGURA 8

12.

PRANCHA 2

Radicdutogramas de ameloblastos secretores
de incisivos de camundongos, pre-tratados duy-
rante 2 b com colchicina, sacrificados em  di-
ferentes intervalos de temps apbds a injegdo do
*"S-sylfato de s8dio, corados: com azul de meti
leno a 1%. (Pequenas alteragbes morfoldgicas [
servadas desde 10 min até 24 h).

Apds 10 minutos da 1nje§aa do composto ra-
dioativo, observou-se redcao radxeautograf1¢a
em todo o citoplasma, com predominidncia no tar
¢o médio dos ameloblastos, correspondente a re
giao de Golgi. Os processos de Tomes & a ma -
triz do esmalte se apresentaram  praticamente
sem redcao.

820 x.

Apds 30 minutos da injecdo do composto ra-
dioative, a rea¢ao foi mais intensa em toda a
regiao supranuclear dos ameloblastos., 0 mesmo
aconteceu na regiao dos processos de Tomes )
um tergo da matriz do esmalte.

820 x.

Apds 2 h da injegao do composto radioativo,:

houve uma forte distribuigac de graos de Ag
por todo o citopiasma, bem como, no ap1ce dos
ameltoblastos e nos processos de Tomes, indican
do acumulo de radicatividade no interior da ce
tula. Na matriz do esmalte, a regwao tambem
foi intensa, indicando secregao de material ex
portavel.

1310 x.

Apbs 24 h da injecd#o, observou-se ausencia
de graos de Ag no citoplasma dos ameloblastos,
enquanto verificou~se intensa e difusa concen~
tragdoc de graos de Ag, sobre a espessura da ma
triz do esmalte.

820 x.






FIGURAS 9 - 12

FIGURA 9

FIGURA 10

FIGURA 11

FIGURA 12
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PRANCHA 3

Radioautogramas de ameloblastos secretores
de incisivos de camundongos, pre-tratados du-
rante 3 h com vimblastina, sacrificados em di-
ferentes intervalos de tempo apos a injegao do
’%S-sulfato de sodio, corados com azul_de meti
leno a 1%. (Pequenas alteragoes morfologicas
observadas desde 10 min ate 2 h).

Apos 10 minutos da injecao do 3*°S-sulfato
de sodio, observou-se baixa radioatividade no
terco medio da regiao supranuclear dos amelo-
blastos correspondente a zona do Golgi,enquan
to nos processos de Tomes e na matriz do es-
malte adjacente a radioatividade foi nulaé

820 x.

Apos 30 minutos da injegao do composto ra
dioativo, verificou-se que a reagao foi mais
acentuada na regiao supranuclear dos ameloblas
tos, ao passo que, a matriz do esmalte apresen
tou muito pouca radioatividade.

1310 %,

Apos 2 h da injecao do precursor radioati-
VO, notou-se uma concentragao maior de graos
de Ag na regiao supranuclear dos ameloblastos,
no tempo em que a matriz do esmalte demonstrou
baixa concentracdao de graos de Ag, indicando que
houve retencao da radioatividade no interior da
celula.
820 «x.

Apos 24 h da administragao do composto ra-
dioativo, os ameloblastos se apresentaram isen
tos de radioatividade, enquanto a matriz do es
malte apresentou fraca reagao radioautografica.
Os ameloblastos perderam suas caracteristicas
morfologicas de celulas altas, e a matriz deno
tou pouca afinidade pelo corante.

820 x.
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16.

po tratado com vimblastina tenha sido de menor, e a do
tratado com colchicina, de maior intensidade (Figuras
21 e 17) quando comparadas com a do grupo controle (Fi
gura 13). A reagao radioautografica na regidao corres-
pondente aos prolongamentos odontoblasticos nos grupos
controle e pre-tratado com colchicina, foi bem fraca
(Figuras 13 e 17), e no grupo pre-tratado com a vim-
blastina, esta reagao nao foi notada.(Figura 21).

Apos 30 minutos da injecao do composto
radioativo, a reagao ainda esteve presente na regiao
supranuclear dos odontoblastos nos tres grupos (Figu-
ras 14, 18 e 22); enquanto que, nos prolongamentos o-
dontoblasticos e pre-dentina, nos grupos controle e
tratado com colchicina, a reagao foi mais intensa . do
que no tempo precedente (Figuras 14 e 18). No grupo
tratado com vimblastina esta reagao nao foi observada
(Figura 22).

Apos 2 horas, ainda permaneceu radioa-
tividade na regiao supranuclear dos 3 grupos (Figuras
15, 19 e 23), sendo que a reagao dos grupos pre-trata-
dos com colchicina e vimblastina se apresentou mais
intensa (Figuras 19 e 23). Foi notada uma banda radio-
ativa na pre-dentina e um tergo da dentina dos tres
grupos (Figuras 15, 19 e 23), embora o grupo tratado
com vimblastina tenha se mostrado menos concentrado
(Figura 23) que os outros dois grupos (Figuras 15 e 19)

Apos 24 horas da injecao das drogas, ve
rificou-se um pronunciado decrescimo na concentragao
de graos de Ag na regiao supranuclear dos odontoblas-
tos nos tres grupos (Figuras 16, 20 e 24) e uma banda
radioativa bem definida na pre-dentina e um tergo da
dentina, nos grupos controle e previamente tratado com
colchicina (Figuras 16 e 20). No grupo pre-tratado com
vimblastina, esta banda foi de baixa intensidade (Figu
ra 24),
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PRANCHA 4

Radioautogramas dos odontobiastos da re
giao secretora de incisivos inferiores de ca
mundongos, em diferentes intervalos de tempo,
apos a injeg¢do do 3°S-sulfato de sodio, cora-
dos com azul de metileno a 1%.

1310 x.

Apos 10 minutos da injegao do *°S-su]l
fato de sodio, observou-se reacao radioauto-
grafica na regiao supranuclear dos odontoblas
tos, correspondente a area do Golg1, 1nd1can
do deste modo, o local da b1oss1ntese do com
posto sulfatado. Alguns graos de Ag foram ob
servados na pre-dentina.

Apos 30 minutos da administragcao  do
composto radioativo, notou-se uma concentra-
¢ao de graos de Ag Ja nos prolongamentos o-
dontoblasticos e pre- -dentina adjacente, re-
fletindo secregdao do composto sulfatado.

Apos 2 h da injegao do precursor radio
ativo, verificou-se distribuicao mais intensa
de graos de Ag sobre a pre-dentina e menor in
tensidade no tergo inicial da dentina. 0 cito
plasma dos odontoblastos ainda se apresentou
radioativo.

Apos 24 h da _injegao, observou-se ra-
dioatividade na pre-dentina e dois tercos da
dentina. No citoplasma dos odontoblastos, a
reagao foi praticamente nula. Isto demonstrou
que o composto sulfatado sintetizado foi trans
portado, formando componentes da matriz orga-
ca da dentina.
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PRANCHA 5

Radioautogramas dos odontoblastos da
regiao secretora de incisivos inferiores de
camundongos. pre-tratados durante 2 h com
colchicina, sacrificados em diferentes 1in-
tervalos de tempo apos a administragao do
355-sulfato de sodio e corados com azul de
metileno a 1%. (Pequenas a]teragoes morfolo
gicas observadas desde 10 min ate 24 h).

820 X.

Apos 10 minutos da injecao do sulfa-
to radioativo, observou-se reagao radioauto
grafica no terco correspondente a area de
Golgi da regiao supranuclear dos odontoblas
tos. Alguns graos de Ag foram observados na
pre-dentina.

Apos 30 minutos da 1nJegao do compos
to radioativo, verificou-se, alem da reacgao
radioativa na regiao supranuc1ear dos odon-
toblastos, fraca concentragao de graos de
Ag nos prolongamentos odontoblasticos, ja
alcancando a pre-dentina adjacente.

Apos 2 h da injegao do precursor ra-
dioativo, verificou-se que a distribuigao
de graos de Ag sobre a pre-dentina e um ter
¢o da dentina foi mais concentrada, enquan-
to permaneceu reacgao radioativa na regiao
supranuclear dos odontoblastos, indicando
ac#mu1o de radioatividade no interior da cé
Tula

Apos 24 h da injecao, a reagao radio
ativa na regiao supranuclear dos odontoblas
tos foi praticamente nula, enquanto a rad1o
atividade continuou na pre-dentina e 2 ter-
¢os da dentina adjacentes.
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PRANCHA 6

Radioautogramas dos odontoblastos da
regiao secretora de incisivos inferiores de
camundongos, pre-tratados durante 3 h com
vimblastina, sacrificados em diferentes in-
tervalos de tempo apos a administracgao do
*%S-sulfato de sodio e corados com azul de
metileno a 1%. (Pequenas a1tera90es morfolo
gicas observadas desde 10 min ate 24 h).

820 X.

Apos 10 minutos da inje¢ao do sulfa-
to rad1oat1v0, observou-se fraca radioativi
dade na regiao supranuclear dos odontoblas~-
tos, correspondente a area do Golgi. A rea-
¢ao na pre-dentina foi praticamente nula.

Apos 30 minutos da injegao do compos
to radioativo, notou-se ainda fraca radioa-
tividade na reg1ao supranuclear dos odonto-
blastos. Na pre-dentina, a radioatividade
foi praticamente nula.

‘Apos 2 h da injegdo do precursor ra-
diocativo, houve maior concentracao de graos
de Ag na regiao supranuclear dos odontoblas
tos, bem como, reagao radioativa nos prolon
gamentos odontoblasticos, na pre-dentina e
um ter¢o da dentina.

Apos 24 h da injegao, a radioativida
de na regiao supranuclear dos odontoblastos
foi praticamente nula, enquanto continuou
reagao na pre-dentina e 2 tergos da denti-
na adjacentes.
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3. ANALISE QUANTITATIVA DA INCORPGRAGAC DE ﬁaz3530£

3.1 Valores medios da condagem de grdos de Ag sobre
a hegiao supranuclear dos amgloblastos e matrdiz
do esmalite da zona de secrecdao do cemalie  in-
teano,

Estas contagens foram feitas em 3 radicau-
togramas de cada animal, obtendo-se os valorss medios de
contagem, por uynidade de area, os gquais sdo apresentados
nas tabelas 1 e 2.

TABELA 1 - Concentracdo de grdos de Ag em Iﬁﬁum23 sobne a negddo
supranuclean de ameloblastos de incisdvos de  comun-
dengos tratados com colchicina e vimblastina, varios
tempos apos a admindisinacdo do Na, *°80,,.

TEMPO |
(min) CONTROLE CLC YBL
3,00(*) 5,80 1,70
10 4,50 6,30 2.10
4,90 7,80 3,20
8,10 10,40 7,50
30 9,10 16,90 3.10
11,00 12,10 9.80
4,80 - 17,00 13,20
120 5,00 18,90 13,60
6,20 23,10 13,70

{*} 0s valores representam a media de todas as &reas contadas em ca-
da radicautograma.

TABELA 2 - Concentracdr de grdos de Ag em ?ﬂﬁum _4obie a extensdo
da matrniz do esmalte da zona de aea&egaa do eamalite Ln-
Zerno de incdsdvos de camundonges, tratados com colchi-
odina e vimblasting, varios tempos apes a adminisiracio

do Wa, 35SO
TEMPO
(min) CONTROLE CLL ¥RL
1,10 2,680 0,10
i0 1,90 2,40 0,50
1,10 Z2.80 4,20
15,70 8,60 0,50
30 17,40 2,10 G,70
15,10 16,00 1.00
24,00 21,180 Z.00
120 23,20 20,00 1,50

24,70 156,70 1,30
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Estes dades foram submetidos a um tratamen-
to estatistico e, apds a extracdo da raiz quadrada; foi a-
plicada uma analise de variancia em modelo hierarquico,
conforme mostram as tabelas 3 e 4.

TABELA 3 - Andlise de varidncia, em modefo hiendrquico,
para ok dades apresentados na tabela 1.

CAUSAS DE VARIACKD - 6L 50 QM F
Tempos 2 10,047040 5,02352

Drogas { 10 min) 2 1.674862 0,837431 17,53
Drogas { 30 min) 2 0,224492 0,112246 2,35
Drogas (120 min) 2 65,931712 3,465856 72,56
ResTduo 18 0,859693 0,047761

TABELA 4 - Anafise de varidncia, em meodelo hierarqudco,
para o4 dados apresdenfados na fabela 7,

CAUSAS DE VARIALAG 6L SQ oM F
Tempos 2 27,929029 13,564515

Drogas ( 10 min) 2 1,909772 0,954886 50,92
Drogas ( 30 min) 2 15,709059 7,854530 418,90
Drogas (120 min) 2 23,879974 11,939987 636,79
Residuo 18 0,337504 0,018750

Com base nos valores F apresentados nas ta-
belas 3 e 4, verificou-se diferenca significante aoc nivel
de 5% nas contagens medias de grios de Ag, de animais sub-

metidos a diferentes drogas, nos tres tempos de sacrificio.



Para melhor expressar essas
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afirmativas,

sao apresentadas, nas tabelas 5 e 6, as medias da raiz

gquadrada dos valores medios de contagem de graos
relativas a cada tempo e a cada droga.

de Ag,

TABELA § - MZdia da radiz quadhrada dos valores consiantes

da tabela 1.

TEMPO
(min) CONTROLE CLC YBL
10 2,02(%) 2,57 1,51
30 3,06 3,33 2,96
120 2,30 4,42 3,67

(*) Cada valor representa a media das ra¥zes quadradas
dos valores para cada tempo provenientes da tabela
1. Diferenca minima significante e de 0,46,

TABELA 5 - Media da raiz quadrada dod& valores consiantes

da tabelfa 2.

TEMPO

(min) CONTROLE cLe YBL
10 1,16(%) 1,61 0,50
30 4,01 3,04 0,90

120 4,90 4,50 1,30

{*) Cada valor representa a media das raizes quadradas
dos valores para cada tempo provenientes da tabe-
la 2. Diferenca minima significante 0,29.

Para comparar essas medias, procedeu-se
ao teste de Tukey, ao nivel de 5%, cujos cdlculos forne
ceram (0,46 e 0,29, para ameloblastos e matriz do esmal-

te, respectivamente.
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Baseando~se nas diferencas minimas signifi-
cantes, pdde-se afirmar que : | '
nos ameloblastos,

Ros 10 e 120 minutos, as contagens medias de grios de
Ag para animais tratados com colchicina foram maiafes do
que as contagens medias obtidas para animais do grupo con-
trole, bem como para os animais tratados com vimblastina
(CLC>controle>VBL); | '

Aos 10 minutos, as contagens médias para animais  do
grupo controle foram majores em relacio 3s contagens medias
de grdos de Ag para animais tratados com vimblastina {con-
trole>VBL); ‘

Aos 120 minutos, as contagens medias de graos de Ag
referentes aos radicautogramas de animais tratados com vim
biastina, foram majores do que aquelas obtidas para ani-
mais do grupo controle (VBL»controlel;

| Aos 30 minutos, nao houve diferenca significante en-
tre as contagens medias de grdos de Ag dos radioautogramas
de animais de grupo controle e ore~tratados com colchicina
e vimblastina.

na maitriz do esmalte:

Acs 10 minutos, as contagens medias de grdaos de  Ag
para radioautogramas de animais tratados com colchicinag
foram maiores do gue aquelas obtidas de animais do grupo
controte e do grupo da vimbiastina (ClLC>controle>VBL).

Aos 30 e 120 minutos, as contagens medias de grdos de
Ag para radioautogramas de animais do grupo controle foram
maiores em relacdo a8 contagens medias obtidas para  ani-
mais tratados com colchicina e vimblastina (controle>CLL >
VBL)‘ As contagens medias de graos de Ag para radicauto-
gramas de animais tratados com colichicina foram. maiores
do que aquelas para animais tratados com vimblastina..

Aos 10 minutps, as contagens medias de gr3os de  Ag
para animais do grupo controle foram maiores do que aque-
las obtidas de animais tratades com vimblastina {controtes
VBL. "
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3.7 Valores med&aé da coniagem de graos de Ag sobre
a regiae supranuclean dos odontoblastos, phri-
~-dendiéng e dentina,

As contagens foram feitas, em 3 radicauto-
gramas de cada animal, obtendo-se os valores medios de
contagem, por unidade de area, os quais sdo apresentados
nas tabelas 7, 8 ¢ 9,

TABELA 7 - Concenthacas de graos de Ag em }Gaumz, sobre a negido
supranuclean de odontoblasios de incisivos de  camun-
donges tnedados com colehicing e vimblastina, vanios
tempos apos o administracdo do Na, 3530

TEMPO

(min) CONTROLE cLe VBL
2,10(*) 3,60 1,70

10 2,20 4,00 1,80
2,40 3,80 2,00

3,10 4,90 3,00

30 3,60 5,30 3,80
3,70 5,20 4,10

3,80 7,50 6,10

120 4,00 9,00 7,00
4,60 10,70 9,40

{(*) Cada valor representa a media de todas as areas con-
tadas em cada radicautograma.

TABELA 8- Concentragdo de gravs de Ag em TOQum sobre a extensdo
da pre-dentina de incisivos de Camunddngaé tratados
com colchicina o vimblasting, varios Zempos apih a
administracioe do Na., 3580

TEMPO
(min). CONTROLE cLC VBL
0,60 1,20 0,30
10 0,40 1,80 0,40
0,30 1,60 0,40
5,90 6,70 0,70
30 4,80 8,70 0,70
5,10 8,50 1,00
11,30 10,40 6,00
120 10,40 3,90 7,40

10,50 9,60 8,50
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TABELA § - Concentragdo de grdos de Ag em fﬁ&umf, s0bre a extensac
da dentina de incisivos de camundongos, tratades com
colohleing o vimbfasting, varies tempos apos @ adminis-
tragdo do NazssSG . '

4
TEMPO
(min) CONTROLE LLC VBL
0,50 0,30 0,20
10 0,20 0,40 0,20
0,10 0,80 0,20
8,70 1,10 0,30
30 0,70 1,50 1,00
0,80 1,90 8,70
3,50 2,30 1,00
120 1,70 2,80 1,80
2,560 2,90 2,10

Apos o processamento estatistico, os calculos
foram lancados nas tabelas 10, 11 e 12.

TABELA 10 - Analise de vanidneda, em modelfo hiendrgudce,
para 04 dades apaesentados na tabela 7. -

CAUSAS DE VARIAGAD &L SQ OM F
Tempos £ 4,418770 Z,208885

Drogas { 10 min) 2 0,581678 0,29083¢9 11,18
Brogas { 30 minj 2 0,414717 0,207358 7,97
Brogas {120 min) 2 1,504875 0.752437 28,94
ResTduo 18 0,46B056 0,026003

TABELA 11 - Andalise de vaadidnedia, em modelo hierarguico,

para vs dados apresentados na tabela §.

CAUSAS DE VARIACAC 6L sS4 QM F
Tempos 2 22,05283) 17,026415

Drogas { 10 min) ? 0,738076 0,368038 47,63
Drogas { 30 min) F 5,952543 2.376272 335,786
Drogas {120 min) pd 0,5641472 0,282071 371,82
Residuo 18 0,3181158 0,0177289
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TABELA 12 - Analise de varidneia, em modelo hierdrguico,
para 04 dados apresentados na Zabela 9.

CAUSAS DE VARIAGAO GL SQ QM F
Tempos 2 4,472764  2,236382
Drogas { 10 min) z 0,102082 0,051041 1,86
Drogas { 30 min) 7 0,312878 0,156438 5,71
Drogas {120 min) 2 . 0.,098508 0,049254 1,80
Residuo 18 0,492824 0,02737%

Com base nos valores F apresentados nas
tabelas 10, 11 e 12, verificou-se diferenga significan-
te ao nivel de 5% nas contagens medias de graos de Ag,
de animais tratados com colchicina & vimblastina, nos
varips tempos apbs a administracio do Na235§04.

Para methor expressar essas afirmativas,
sdo apresentadas nas tabelas 13, 14 e 15, as medias das
raizes quadradas dos valores medios da contagemde graos
de Ag. re?ativas a cada tempo e a cada droga para odon-
toblastos, pre-dentina e dentina.

TABELA 13 - Media da radz guadrada dos valores conastantes

da tabefa 7.
TEMPD
(min) .CDNTROLE GLE VBL
10 1,48 (%) 1,95 1,35
30 1,86 Z,34 1,90
120 2,03 3,00 2,73

(*) Cada valor representa a média das rajzes quadradas
£
dos valores, para cada tempo, provenientes daé ta-
bela 7. Diferenga minima significante 0,34.
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TABELA 14 - Média da raiz quadaada dos valores comstantes

da fabefa §,
TEMPO
(min] CONTROLE .CLC VBL
9 0.65(*) 1,23 0,60
30 2,30 2,81 0,89
120 - 3,28 3,16 2,70

(*) Cada valor representa a media das rajzes quadradas
dos valores, para cada tempo, provenientes da ta-
bela 8. Diferenca minima significante 0,28.

TABELA 15 - Media da raiz quadrada dos valores constantes

da tabela 9,
TEMPO
(min) CONTROLE CLC VBL
io 0,40(*) 06,69 0,45
30 0,86 1.22 0,79
120 1.589 1,63 1,39

{(*)} Cada valor representa a media das raizes quadradas
dos valores, para cada tempo, provenientes da ta-
bela 9, Diferenca minima significante 0,34.

Para comparar essas medias, foi utilizado

o teste de Tukey, ao nivel de 5% e o$ calculos forneci-
dos para odontoblastos, pre~dentina e dentina foram 0,34,
0,28 e 0,34, Com base nestes valores, afirmou-se que:

| nod odontoblasios,

Aos 10 o 30 minutos, as contagens medias de grios de
Ag para animais tratadoes com coichicina foram maiores do
gue as contagens medias de gridos de Ag encontradas para
“énimais do grupe conmtrole, assim como para animais tra-
tados com vimblastina {(CLC>controle>VBL),
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Aos 120 minutos, as contagens médias para animais
tratados com celchicina foram maiores em relacio dque-
tas do grupo controle (CLC>controle). Também se veri-
fica que, aos 120 minutos, as contagens medias para
animais tratados-com vimblastina foram maiores do que
as contagens medias obtidas para o grupo controle (VBL>
controle).

Na pré-dentina,

Aos 10 e 30 minutos, &s contagens de graos de Ag,
para animais tratados com colchicina foram maieres do
que aquelas encontradas para animais do grupo controle,
¢ para animais pre~tratados com vimblastina {(CLC > con-
trole>VYBL).

Ros 120 minutos, enguanto nao heuve diferenga sig-
nificante entre os grupos controle e pre~tratado com
colchicina, as contagens medias de grdos de Ag para ank
mais do grupo tratado com colchicina foram majores do
aquelas obtidas para animais tratados com vimblastina
(CLC>YBL), Também, as contagens medias de graocs de Ag
para animais do grupo controle, aos 30 e 120 minutos,
foram maiores do que as obtidas para o grupo tratado
com a vimblastina (controle>VBL).

Na dentina,

Aos 10 e 120 minutos nao houve diferenca signifi-
cativa entre as contagens medias de graos de Ag  para
05 Lres grupos. ' _

Aos 30 minutos, as contagens medias de griocs de
Ag para animais tratados com colchicina foram maiores
d0 que aquelas obtidas para animais do grupo controle
g tratado com vimblastina (CLC»controle>VBL). Entre o

grupe contrnle e o pre~tratado com vimblastina Rao
neuve diferenca significativa,
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DISCUSSEKD

E sabido que, tanto a colchicina, quanto a
vimblastina provocam dissolucao e rompimente dos micro-
tubulos. Estas drogas, aleém da inibicao do aparelho mi-
totico, atuam em um grande numero de diferentes funcoes
celulares que SEQ dependentes, direta ou indiretamente,
destes elementos (WILSON et alii., 1974). A colchicina se
liga.ﬁs subunidades proteicas dos microtubulos, reversi-
velmente, causando rompimento dos arranjos duplo-espirais
dessas estruturas {(BORISY & TAYLOR, 1967). A vimb]aéfina
se liga ds subunidades da tubulina, impedindc a polimeri
zagido de a- e B~tubulina, em microtubulos (BRYAN, 1974).

De uma maneira geral, colchicinae vimblas-
tina inibem temporariamente o processc secretor de célu-
Tas que estdo ativamente sintetizando proteinas. Deste
modo, ambas mostraram ser capazes, em meio de cultura, de
inibir a secregdo da insulina das células ﬁeta das ilho~
tas de Langerhans de ratos {LACY et alii., 1968; MOSKALEWSKI
et alii., 1976}; a liberacao dos granulos de histamina pro-
duzida pelos leucocitos humanos  (LEVY & CARLTON, 1969);
secrecao da tiredide de camundongos (WILLIAMS ¢ WOLF, 1972},
a conversdo do procolageno em coligens, isto e, inibir a
sintese e secrecdo do colageno (EHRLICH et alii., 1974); a se-
cregao de condrbcitos {MOSKALEWSKI et alif., 1975), a secregao
da amilase pela glandula pardtida de rato,qin vivoe e in
vitro (PATZELT et alfi.,}972); a secregdo de osteoblastos de
embrifo de pinto (THYBERG et alii., 1978) e ainda a secregio
 de c8lulas mamarias em lactagdo de cabra e de rata (KNUDSON

‘et alii., 1978}, | | |

Alguns deséeé trabalhos relataram altera-
¢5es na estrutura do aparelho de Golgi, e que a dissolu~
gac & rompimento dos mi;rotibu?os provocados peita colchi~
cfna ¢ vimblastina parecem inte?fef%r'no:mavimento trans~
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celular das vesiculas derivadas do Golgi, resultando em
um acbmulo do produto secretor, e posteriormente condu-
zinde a uma inibig8o da sTntese (EHRLICH et alii., 1974;
MOSKALEWSKI et a¥ii., 1975: 1976; THYBERG et alif., 1978).

Por outro lado, & fato comprovado que a
incorporacdn celular do ®3%S-sulfato de sodic demonstra-
da por radioautografia, revela a sintese de compostos
sulfatados, e que a mesma Se processa no aparelho deGol-
gi {OTERO-VILARDEBD et alii., 1964; PETERSOM ¢ LEBLOND, 1964;
BLUMEN, 1970; BLUMEN & MERZEL, 1973; 1975). Contudo, em
guantidades minimas, este composto radiocative pode, tam-
bem participar na sintese de  aminpdcidos sulfatados
(DZIEWIATKOWSKY, 1954; KULWICH et alii., 1954).

s primeiros trabalhos que demonstraram
ser ¢ aparelho de Golgi o local de sintese da fraclo car
boidratica e da sulfatacio de glicosaminoglicans (PETERSON
¢ LEBLOND, 1964; OTERO-VILARDERD et alii,, 1964}, foram pos-
© teriormente confirmados em varios tipes celulares, tais
como c@lulas caliciformes (NEUTRA & LEBLOND, 1969}, ame-
Toblastos (BLUMEN, 1970; WEINSTOCK ¢ LEBLOND, 1971 BLU-
MEN & MERZEL, 15873; 1976}, ocdontoblastos (WEINSTOCK et
alii., 1972} e ostecblastos {WEINSTOCK, 1879),

No presente trabalho, os resyitados ra-
dioautograficos apresentados nas tabelas 5 e 13 demons~
traram que, tanto os amelgblastos como os odontoblastos
do incisivo inferior de camundongo, foram hibeis em in-
corporar o sulfato radicativo, aos 10 minutos da in jecao,
na regiio supranuclear, correspondente 2 zona do Golgi,
nos trés grupos experimentais. Apds o tratamento com as
drogas citestaticas usadas, a vimblastina mostrou uma
concentracio de graos de Ag menor, indicando um maior
grau de inibi¢d3o provocado por esta droga, nz biossin-
tese celular da fracao sulfatada, guando comparads com
os grupes da colchicina e o controle. Este padrdc foi
observado nos tempos seguintes, até a segunda hora ap0s
a injecic do **S-sulfate de sddio.
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Estes dados revelam, que apesar de EHRLICH
et alii., (1974); MOSKALEWSKI et alii., (1975, 1976); THYBERG et
alii., (1978) terem verificado alteractes nas vesTculas
de Golgi sob a agao da colchicina e da vimblastina, estas
alteragbes pareceram naoc ser capazes de inibir totalmente
a biossintese de compostos sulfatados.

As tabelas 5 & 13 mostraram ainda que, aos
10 e 120 minutos, a contagem m&dia de grios de Ag nos a-
meloblastos dos animais tratados com colchicina foi maior
que a dos grupos controle e pré-tratado com vimblastina,
Aos 30 minutos, nao houve diferenca significante na con-
tagem média de grics de Ag entre os trés grupos. lom re-
lagao aus odontoblastos nos animais tratados com colchi~
tina, & contagem media de grios de Ag aos 10 e 30 minu-
tos, foi maior que a dos grupos controle e do pré-tratado
com vimblastina., Aos 120 minutos ndc houve diferenca sig-
nificante entre colchicina e vimbiastina, embora ambas
tenham apresentadc uma contagem media de griocs de Ag maior
que & do grupo controte.

Estes dados, sugerem que existe uma dife-
renga na atuagao das drogas antimicrotubulares. Com efei-
to, o5 ameloblastos foram mais sensiveis (tabela 5 e 13
figuras 5 a 12), no tocante & inibig8c pela vimblastina (me
nor concentragdo de grios de Ag), enguanto gque, nos odon-
toblastos a agdo da colchicina e da vimblastina se mostra-
ram praticamente semelhantes {figuras 17 a 24),

Por cutro lado, analisando-se isoladamente
05 dados gquantitatives dos radicautogramas dos tres grupos,
nos diferentes tempos de duragido do experimento, pode-se
deduzir que, de maneira geral, houve cmncentragao progres-
siva de graos de Ag nos citoplasmas dos ameloblastos e
odontoblastos dos grupos pre-tratadoes com colchicina e
vimblastina, estando portanto de acorde com EHRLICH et alii.,
(1974), MOSKALEWSKI et alii., (1875, 1976), THYBERG et alii., (1978).
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Apesar de & colchicina ter acumulado maior
radicatividade dentro da regido supranuclear dos amelo-
blastos e dos odontobliastos {guando comparada com o grupo
controle), as celulas exportaram material formador das
matrizes do esmalte & da dentina, dentro da faixa de a-
tuagac desta droga, gue correspondeu a quatro horas, apos
2 sua administracio. Pela anilise da concentracdo de
graocs de Ag nas matrizes do esmalie e da dentina, -esta
afirmativa revela que os ameloblasios e os odontoblastos
secretores necessitaram um tempo maier para exportar o
produto secretor, resultados estes gue podem ser verifi-
cados nas tabelas 5 e 13 e nas figuras de 5 a B e de 17
a 20,

Com relagdo & vimblastina, esta droga pra
ticamente concentrou toda a radicatividade dentro do c¢i-
toplasma supranuciear dos ameloblastos e dos odontoblas~-
tos ate a segunda hora apds a inje¢do do *SS-sulfato de
sgdio, que correspondeu a cinco horas apos a sua adminis-
tragie. Sua acdo foi mais pronunciads nos ameloblastos,
ande a secregao do produto exportavel, formador da matriz
do esmalte, foi menor guando comparada com 05 odontoblas-
tos {tabelas & ¢ 13; figuras 9 a 12, 21 a 24), indicando
por conseguinte, uma maior retencac de produto previamente
sintetizado no apareiho de Golgt,

Deste modo, pode-se afirmar, que 0 periodo
de inibigao das drogas, dentro do tempo de agao das mes~
mas, refletido pelo acumule de radicatividade no interior
das celulas, foi transitdrio nos ameloblastos e nos odon
tohlastos pre-tratados com colchicina. Os ameloblastos
dos animais pre-tratados com vimblastina foram mais afe-
tados pela droga. Conseqgiientemente, a inibigdo do produ-
to secretor & reflexo de uma alteracio celular profunda
e de carater morfoldgico que parece ter sido irreversivel.
Fstas alteraclDes serac descutidas mais adiante.
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De qualquer forma, essas celulas apds o tra
tamento com as drogas antimicrotubulares, foram capazes de
sintetizar compostos sulfatados na forma de glicosamino-
glicans, e provavelmente na forma de complexos proteogli-
cans (EMBERY, 1974), embora em concentragoes diferentes,
quando comparadas com ¢ grupo controle, apesar de, essas
drogas serem capazes de inibir, temporariamente, ambos 0s
tipos celulares., Posteriormente o produto elaborado foi
secretado com maior ou menor grau de caﬁcentrag%o para ¥
meio extracelular para formar as matrizes do esmalte e da
dentina. Estes resultados sao parcialmente concordantes com
o preconizado por KUDO (1975}, que estudando radicautogra
ficamente o efeito da colchicina sobre & secrecao das ma-
trizes do esmalte e da dentina, em incisivo superiorde ra-
to, apos a administracao de prolina tritiada, afirmou que
a droga nac interferiu na incorporacac deste precursor, nem

ne sintese proteica, mas afetou a secrecio da matriz pelos
ameloblastos e odontoblastoes secretores. Os resultados a-
presentados no presente trabalho, mostraram que houve in-
carporacdc do sulfato apos o tratamento com as drogas usa-
das, embora a velocidade desta incorporagao, medida pela
concentracdo de grdos de Ag, intracelularmente, tenha va-
riado. Da mesma maneira, KARIM & WARSHAMWSKY (1979) estudan-
do o efeito da colcemide, um derivado da colchicina, e
GOLDBERG et alii., (1979) estudando o efeito da vimblastina,
presenciaram atraves de radicauteogramas, o acumulo transi-
toric da radioatividade dentro da celula, resultando numa
inibicio temporiria da secrecido.

0s resultados radiocautograficos, estdc em
concordancia com as alteragles morfologicas observadas nos
ameloblastos enos odontoblastos pre-tratados com colchici-
na e vimblastina, ao nivel da microscopia optica, onde os
ameloblastos demonstraram ser, morfologicamente, mais sen-
siveis, que os odontoblastos, 3 acac, principalmente, da
vimblastina (figuras 5 a 125 17 a 24).
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Com efeito, ¢inco horas apds a administra-
¢ao da vimblastina, ou seja, duas horas apos a injegﬁo'do
5S-sulfato de s0dio, os ameloblastos e odontoblastos se-
cretores apresentaram vacuolos e espagos intercelulares,
bem como, desltocamento de alguns nlicleos para o centro da
célula (figuras 9 a 11, 21 a 23). Os ameloblastos secre-
tores se mostraram extremamente vulneraveis ao efeitc ca-
otico da vimblastina, isto &, se apresentaram totalmente
abalados, desorganizados e degenerades, 2? horas apos a
injecdo da droga {0 que correspondeu a 24 horas apds a
injecao do composto radioativo). Neste periodo, os amelo-
blastos perderam suas formas de celulas altas, polariza-
das e se tornaram celulas pequenas e arredondadas com pe-
quenos nucleos (figura 12). 0s processos de Tomes apare-
ceram de forma irregular, demonstrandnlterem perdido suas
inclinagles normais, levando-se a crer gue, os ditos pr’a-F
longamentos foram extremamente sensiveis & acdo da vime
blastina, o mesmo ocorrendo com a matriz adamantina {fi-
gura 12). Esses relatos sao concordantes com MOE & MIKKELSEN
{1877), que observaram ¢ efeito da vimblastina sobre os a-
meloblastos de incisivo de rato e demonstraram gue oS5 a-
meloblastos secretores sdoc profundamente afetados pela
vimblastina, que causa a redugds e morte da maioria das
celulas.

Na camada odontoblistica.secretora, no pe~
rodo de 27 horas apds a administracdoc da vimblastina, ndo
houve desorganizagdo total ao nivel da microscopia optica,
como o0 ocorrido na camada .ameloblastica. Constataram-se
apenas, alteracoes envolvendo va;ﬁo]os, espacos interce~
lulares e deslocamento de nucleos para ¢ centro ou parte
distal da celula (figura 24). Esses resultados s@o condi-
zentes com aqueles encontrados por MIKKELSEN (1978) e
STENE {1978), gue estudando os efeitos da vimblastina £
vincristina sobre odontoblastos de incisive de rato, notaranm
alteracOes envolvendo desorganizacdo celular e deslocamento
de nicleos, no periodo compreendido entre 6 e 24 horas.
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Morfologicamente, as caélulas pré-tratadas
com c¢olchicina, apresentaram comportamento semelhante
aquele da vimblastina, ocorride até a guinta hora apds a
sua administracac, isto &, vaclolos e espacos intercelu-
tares, conforme observado nas figuras 5 a2 8 e 17 a 20,
contudd, com intensidade consideravelmente mais baixa,

Com relacio & secrecdo de material expor-
tavel, os resultados constatades no presente estudo de-
monstraram que, decorridos 10 minutos da-injeggo do com~
posto radiocativo, no grupo controle & reagao radicauto-
grafica ja estava presente'no apice dos ameloblastos e
nos seus processos de Tomes, bem COmMO nos pré]ongamentcs
odontoblasticos, ja alcancando as matrizes do esmalte e
da dentina adjacentes (figuras 2 e 3, 14 e 15), No en-
taﬁto, a toncentragdo radicativa aumentou a partir dos
30 minutos, apds a injecdo do *%S-sulfato de sddio. Es~-
tes dados podem ser explicados, como resultantes da ener-
gia da radiacdo emitida pelo sulfato radicativo nas ime-
diagoes das matrizes do'esmaite e da dentina, OuU mesmo,
COMmO uma pequena secregdo, possivel de ser observada, em
virtude da utilizacdo de cortes semifinos neste estudo.
Deste modo, para efeitos praticos, admitiu-se que ¢ tem~
po maximo necessario para gue o material sulfatade dei-
xasse a celula, constituindo as matrizes do esmalte e da
dentina, variou de 10 a 20 minutos. Este Gltime tempo Jja
havia sido observado em cortes espessos de molares de co-
baia (BLUMEN, 1970; BLUMEN & MERZEL, 1976}, Ap0s 24 ho-
ras da injecdo do precursor radicative, observou-se ra-
divcatividade intensa sobre toda a espessura da mairiz do
esmalte, assim como, uma banda radicativa na pre-dentina
g um tergo da dentina {figuras 4 e 18), sstande portanto
de acordo com o descrito na Literatura, '

A matriz do esmalte das c&lulas pré-trata
das com colchicina obteve um maior nimerc de graos de Ag
em relacao aquele da matriz do esmalte das células pré-
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-tratadas com a vimblastina, embora diminuido em relacgidoc
a0 grupo controle, exceto aocs 10 minutos apos a {njegio
do composto radioativo (tabela 6). A pre-dentina apresen-
tou maior concentragdo de grdos de Ag no grupo da colchi-
cina em relagdo tanto aquele da vimblastina, quanto  ao
do controle, nos tempos de 10 e 30 minutos, enguanto aos
120 minutos nao houve diferenga significante entre o gru-
po da colchicina e 0 controle, Na dentina, nos tempos de
10 e 120 minutos nao houve diferenga significante entre
0s tres grupns, enguanto aos 30 minutos o nUmero de grios
de Ag do grupo pre-tratado com colchicina fof maior  do
‘que aquele do grupo controle e o da vimblastina (tabelas
14 & 15),

No periodo de 3 a 5 horas correspondente
3 agdo da droga, as matrizes das cBlulas tratadas com vim,
blastina, permaneceram isentas de radivcatividade, ou se-
ja, nesse periodo, devido 3 agdoc da droga, as celulas fgo
ram capazes de bloguear o mecanismo de fransporte do pro-
duto formado, mantendo dentro dos citoplasmas a maior par-
te do produto de secrecdo, conseglientemente, s0© conse-
guindo 1iberid-lo, gradualmente, ap0s o periodo entre a
segunda e vigesima quarta hora apos a injecdao do compos-
to radivativo.

De modo geral o processo de formagao  da
matriz (esmalte e dentina) pareceu ndo sofrer influencia
das drogas, com excecdo da matriz adamantina do grupo
tratado com vimblastina, correspondente a 24 horas apos
a injecdo do composto radicativo. Neste intervale de tem
po, a matriz do esmalte demonstrou, ao nivel da microsco-
pia Optica, uma area clara revelando pouca afinidade pe-
to corante, como afirma MOE & MIKKELSEN (1977), quando
apontam as alteragoes gue ocorreram nos ameloblastes, pro
yocadas pela acao da vimblastina.

Estudos ultraestryturais realizados am
ameloblastos secretores {(MOE g MIKKELSEN, 1977), afirmam
gue, embora o mecanismo do efeito inibitorio da vimblas-
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tina sobre a biossintese de produtos secretores nio te-
nha sido completamente elucidado {isto , se a inibicao
& um efeito indireto do rompimento dos microtubulos, ou
se a vimblastina interage diretamente com as etapas no
complexo processo da bicssintese, envolvendo o retTculo
endoplasmatico rugosc e o aparelho de Golgi), a vimblas-
tina causa disturbios dentro de duas maiores dreas nas
cElu}as diferenciadas: um, envolvendo os microtiubulos
citoplasmiticos e ¢ outro, a biossTntese de macromolé-
culas., Sabe-se que as alteracbes provocadas pela  acdo
da vimblastina estao associadas com o reticulo endoplas-
matico rugoso e o aparelho de Golgi, resultando numa di
latagao das cisternas do RER e dissolugdo do complexo
de GoTgi {EHRLICH, et alii., 1974; MOE & MIKKELSEN,1977).
Por outro lado, a colchicina parece atuar, dentro das
c8lulas, provocando uma dilatag3o das vesiculas associa-
das com o aparelho de Golgi (EHRLICH et alii., 1974),

Com relacdo a formacdo das matrizes do
esmalte e da dentina, 0 processo pareceu ocorrer sem
alteragao, com excessao da matriz do esmalte do grupo

tratado com vimblastina, no periode correspondente a
24 horas apos a injecdao do composto radicativo, que ao
nivel da microscopia dptica, denotou pouca afinidade

peia azul de metileno, empregado como corante.

0 presente trabalho mostrou-se eficaz em
demonstrar que a biossintese da fragdo su}fatada dos
precursores das matrizes do esmalte e da dentina, que
se processa respectivamente nos_amelob?astas 2 odonto-
blastos, sofreu influencias pelos mecanismos de agao
da colchicina e vimblastina, com menor ou maior grau de
inibigac, conduzindo a um retardo desse material secre-
tor dentro das celulas. |
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RESUMO E CONCLUSDES

Para o estudo da biossintese de compostos
suifatados, nos ameloblastos e odontoblastos, sob a in-
fluencia da colchicina e vimblastina, foram usados 12 ca-
mundongos {M.musculus, albinus), machos. pesando entre
22 e 25 g. divididos em 3 grupos, de quatro animais cada.
Hm grupo serviu de controle, outro recebeu 0,Ilmg de col-
chicina e o ultimo recebeu 0,2mg de vimblastina. Duas ho

ras apos a administra¢do da colchicina e tres horas ap0ds
a vimblastina, todos os animajs tratados e os do contro-
le receberam uma uUnica dose de 10uCi/g de %%S-sulfato de
sodio e foram sacrificados apos 10 e 30 minutos, 2 e 24
horas, 0s incisivos inferiores dos animais fixados por
perfusdo com paraformaldeido a 4%, foram pOs-fixados por
imersdo com glutaraldeide a 25%, descalcificados em EDTA
a 4,13%, pos-fixados em tetrdxido de 8smio a 1%, inclui~
dos em EPDN e submetidos a cortes de Tum de espessura
para microscopia optica. Os especimens foram radioauto-
grafados e apds exposicdo de 31 dias, revelados, corados
com azul de metileno a 1%, & submetidos 3@ analise quan-
titativa.

Este estudo mostrou que os . ameloblastos
e 05 odontoblastos secretores, na presenga da colchicina
¢ da vimblastina, incorporaram o material  radicativo,
mas ocorrey um retardo no processo de biossintese de
compostos sulfatados.

Presume-se que o mencionado retardo na
biossintese de compostos sulfatades tenha ocorrido devi-
do a uma dissociagdo dos mi;rotﬁbu]as decorrente do meca
nismo de a¢ac das drogas usadas, conduzindo a uma desa-
gregagao das estruturas do Golgi, impedindo o acondicio-
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namento normal do material secretor neste local, do que
resultou um acumulo intracelular do produto, acumulo
este, que conduziu a uma inibi¢dc tempordria da secrecdo.

Particularizande os resultados obtidos ne
presente trabalho, pdde-se verificar ainda que o acumu-~
lo intracelular de compostos radioatives, provocado pe-
la colchicina & vimblastina, conduzindo a um menor ou
maior grau de inibigao no transporte intracelular da
secrecan, talvez, tenha sido devido a dois fatores: um,
a colchicina no interior dos ameloblastos e dos odonto-
blastos parece ter atuado na fase final do processo de
sylfatacdo, onde o sulfato radioative ja deve ter sido
acondicionado na forma de-giicosaminoglicans ou proteg
giicans sulfatados; e o outro, relaciona~se com a vim-
blastina, cuja atuag¢dao, presume-se ter vcorrido, pri-
mariamente, no local onde 0 substrato proteico dos com-
postos sulfatados {(glicosaminoglicans) & sintetizado,
resultando numa falta de material para que o0 enxofre
radicativo administrado se ligasse,

Por putro lade, verificou~se gue oS ame~
Toblastos se apresentaram mais sensiveis a agdo inibi-
dora da vimblastina, que causou profunda desorganizagdo
irreversivel destas c8lulas cinco horas apds a adminis-
tragaoc da droga, com reflexos na formagao da matriz do
esmalte que se apresentou, hipocorada, denotando insu-
ficiencia de material que a constitui.
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