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INTRODUCKD

A formagao do esmalte envolve a biossTntese, secre
¢ao e maturagao de uma matriz organica rica em 3gua, minerali
zada em cerca de 25 a 30% ¢ composta principalmente de glicopro
teTnas.

Durante f proce$so de maturagdo a matriz jovem do es
malte, contendo cerca de 20% de prote¥nas, sofre uma reducdo e
apenas 0,3% foram encontradas no esmalte totalmente formadoe ma
duro. '

A perda absoluta de proteinas, neste processo, foi de
monstrada por alguns autores (Deakins, 1942; Stack, 1954). Aos
ameloblastos, que transitam pela regiao de pos-secregao apdos so
frerem modificagoes morfologicas, transformando-se em celulas ti
picas de absorg¢ao e transporte, tem sidp atribuido um papel na
remogao de material organico da matriz adamantina (Wassermann,
1944; Marsland, 1952; Pindborg e Weinmann, 1959: Reith,1961,1963,
1970; Symons, 1962; Reith e Cotty, 1967; Elwood e Bernstein,1968;
Kallenbach, 1968).

De acordo com Eastoe (1960, 1963, 1966) e Glimcher e
col., (1961, 1964) as proteinas do esmalte jovem sao caracteri
zadas pelo seu alto contetido de prolina (25%) e histidina. No es
malte maduro, oS aminoacidos predominantes sao glicina e serina,
0 que indica uma perda seletiva durante a maturag¢ao. Ainda Eas-
toe (1966) sugeriu que a remogao das proteinas do esmalte jovem
(as quais ele denominou de "Amelogenins") era devida as suas pro
priedades fisico-quimicas, provavelmente ao alto conteudo de pro
lina. '

Blumen (1970), Blumen e Merzel (1972, 1973,1976), usa
ram molares de cobaia (dentes de crescimento continuo) marcados

com 3H-pro1ina e 35S-su]fato de sodio e radioautografias, ao mi
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croscopio optico. Com isso mostraram um decrescimo da concentra
caode graos de Ag Eeduzida destes precursores de proteinas e de
compostos sulfatados, enquanto a matriz estava ainda na regiao
de secregdao e portanto relacionada com os ameloblastos secreto
res.

Embora nesses estudos tenhamos apresentado uma hipote
se indicativa da participacao dos ameloblastos secretores duran
te aquela remogao, hipotese que contrariava as de Wassermann
(1944); Marsland (1952); Pindborg e Weinmann (1959);Reith e Cotty
(1967); entre outros, ndo pudemos verificar como aguelas celulas
removiam material organico.

Bioquimicamente, foi demonstrado que, durante a mine
raliza¢do do esmalte, se processa uma degradagao da(s)proteina(s)
da matriz, de que resultam pequenas fragoes ou polipeptides de
baixo peso molecular (Seyer e Glimcher, 1971; Guenter e col.,
1975). Por outro lado, Stack (1954), Battistone e Burnett (1956
b), Piez (1962) usando descalcificadores e Droz e Warshawsky
(1963) empregando 17quido Bouin como fixador, demonstraram a
acao que estes agentes quTmitos exercem nos tecidos removendo
polipeptides de baixo peso molecular.

Em nossos estudos anteriores, foram utilizades espéci
mes submetidos 3 acao prévia de agentes quimicos como fixadores
e um descalcificador, os quais, como mencionado no paragrafo an
terior, removem polipeptides de baixo peso molecular. Nao nos
foi, contudo, possivel verificar se os ameloblastos secretores
sao 0s responsaveis pela remo¢do do material organico da matriz
durante o processo de maturagao do esmalte.

0 objetivo do presente estudo foi esclarecer a parti
cipacao dos ameloblastos secretores na remocao de material orga
nico da matriz, durante a maturagao do esmalte, utilizando o mé
todo de congelagao sem prévia fixagae.e descalcificacao dos es
pecimes, o qual elimina algumas varidveis empregadas no processo
histologico de rotina.



MATERTAL E METODOS

BIOSSTINTESE DA MATRIZ DO ESMALTE: Camundongos com zero dias de
idade receberam por via intra-peritonial uma injegao de 40uil de
uma solugao salina contendo 40uCi de L-Prolina (2,3,4,5 3H(N))
em 0,01N de HC1 previamente liofilizada e posteriormente redi
luida ao mesmo volume original em solugao salina (soro fisiolo
gico a 0,9%; A.E.= 1mCi-0,0016mg; New England, Boston, Mass., USA).
Radicautografias foram obtidas dos animais sacrificados em gru
pos de 4 nos tempos de 4, 24, 48, 72, 96 e 120 horas seguidasda
 administragdo do composto radioativo. Para o estudo em microsco
pia optica, cortes transversais, obtidos como serd descrito abai
xo, foram radicautografados com emulsao NTB2 da Kodak segundo o
procedimento de Kopriwa e Leblond (1962). Apds exposicao de 4
dias a 49C as radioautografias foram reveladas, coradas com He
matoxilina e Eosina e montadas.

PREPARACAO D0S ESPECIMES: 40 camundongos (Swiss Webster albinus)
de zero a 5 dias de idade, em grupos de 4, pesando cada animal
de 1,4 a 1,7 gramas foram sacrificados por decapitagao. 24 ani
mais foram usados para o estudo da biossintese da matriz do es
malte e 16 para observagoes morfologicas. Sob o pequeno aumento
de um microscopio esterioscopio, apos dissecados e retiradoscui
dadosamente os tecidos moles, as mandibulas foram removidas e
separadas em hemi-mandibulas. 0Os espécimes, cada um contendo um
dente incisivo, foram processados para obtencaoc de cortes por
congelagao e em parafina.

CORTES POR CONGELACAO: Hemi-mandibulas ndo descalcificadas, ob
tidas de 3 animais de cada idade, foram incluidas em capsulasde
gelatina com "Tissue Tek II" (Division Miller, Lab. Inc. Naper
ville, I1linois, USA) de modo a obter cortes transversais, ini
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ciados pela regiao incisal. Imediatamente apos, os especimes fo
ram congelados em gelo seco a -900C e cortes seriados de 6um de
espessura, feitos em criostato a -300C, foram montados em Tlami

nas para microscopia,

CORTES DE MATERTIAL INCLUTDO EM PARAFINA: Hemi-mandibulas de 1
animal por idade foram imediatamente imersas em uma solucao de
Bouin-Hollande a temperatura ambiente durante 24 horas e, poste
riormente, descalcificadas em EDTA a temperatura ambiente. 0s es
pecimes foram embebidos e incluidos em parafina, de modo a obter
cortes, ou no sentido transversal ou longitudinal na direcao me
sio~-distal. Cortes de 6um foram montados em laminas para as ob
servagoes morfoldgicas. Para os procedimentos radioautograficos
foram usadas laminas cobertas previamente com gelatina a 0,5%.

OBSERVACJES MORFOLOGICAS: Cortes por congelacao, foram corados
com uma solucao de 0,365g de Azul de Toluidina, 0,135g9 de Fucsi
na Biasica e Alcool Etilico a 30%-50ml1. Os cortes em parafina,fo
ram corados com Hematoxilina e Eosina e reagao do P.A.S.
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RESULTADOS

CBSERVACCES MORFOLUGICAS: 0 orgao do esmalte do tecido odontoge
netico da superficie labial do incisivo de camundongo pode ser
melhor observado em cortes obtidos pela teécnica de inclusao em
parafina. A semelhanga do orgao do esmalte de outros dentes de
crescimento continuo, apresenta 4 regioes tipicas, do apice em
direcdo incisal: embriondria, diferenciagdo, secrecao da matriz
adamantina e p0S-secrecao.

Desde que a morfologia do Orgao do esmalte destes den
tes nao difere fundamentaimente da dos demais roedores e ja des
crita por outros autores (Pindborg e Weinmann, 1959; Suga,1959;
Costacurta, 1965; Warshawsky e Smith, 1974), descreveremos su
mariamente as regioes de secrecdao e pos-secregao,mencionando an
tes que: aos zero dias de vida, o orgao do esmalte e constitui
do pelas regioes: embrionaria, diferenciagao e secrecao. Portan
to, nesta idade ainda nao se formou a regiao de pos-secrecgao.Es
ta e regiao constituida pelos ameloblastos reduzidos (que nac ela
ram matriz organica do esmalte) e esmalte de transigao (entre ou
tras estruturas do orgao do esmalte). Ela aparece num intervalo
de tempo entre 1 e 2 dias de vida do animal. Somente com 5 dias
de vida aparece uma pequena faixa de esmalte totalmente calcifi
cado e completamente removivel por agentes descalcificantes.

Regiao de Secrecdac: Ja esta diferenciada aos zero dias de idade.
Apresenta limites apicais no ponto onde se dinicia a secregao do
esmalte interno (Warshawsky e Smith, 1974 ou zona 3 de Pindborg
e Weinmann, 1959) e Timites incisais onde os ameloblastos sofrem
mudangas em sua ferma na 482 hora {entre 242 ¢ 482 hora). Nesta
area, os ameloblastos aparecem como células colunares com carac
teristicas de células secretoras (fig. 1 ). Gradualmente, aumen
tam em altura, mostram um nucleo alongado localizado na vregido



Figuras 1 e 2: Fotomicrografias do incisivo do camundongo obti
das por inclusao em parafina, no sentido mésio-distal do dente.

Fig. 1: Este corte foi obtido de camundongos com zero dias de
vida. A regiao de pds-secrecad ainda ndao esta diferenciada.RL:
regiao labial; RE: regiao embrionaria; RD: regiado de diferencia
cao; RS: regiao de secrecao; observa-se ainda o 19 Molar  Infe
rior. Coloracao pela H.E. 30 X.

Fig. 2: Regiao de pos-secrecao de camundongoé com 5 dias de vi
da. ‘Notar a camada de ameloblastos reduzidos, (AR); o desapareci
mento da substancia que separa os ameloblastos secretores do es
trato intermédio. 0 estrato intermédio mostra-se formado por
uma camada de c&lula sem limites precisos (EI). A matriz do es
malte encontra-se na etapa do esmalte de transicao (ME); D: den

tina; PD: pre-dentina. Coloracdo pela H.E. 270 X.
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basal, uma regiao supra-nuclear e outra infra-nuclear acidofila
e PAS positiva. No apice destes ameloblastos aparecem os proces
sos de Tomes. Pequenos granulos de secrecao, PAS positivos, sao
vistos na regiao supra-nuclear destas celulas e distalmente no
meio extra-celular., A regiao infra-nuclear apresenta um material
PAS positivo nos cortes obtidos por congelagao, mas nao nos ob
tidos por parafina. As barras terminais apicais sao nitidamente
visiveis e PAS positivas. 0s ameloblastos desta area sao separa
dos das celulas do estrato intermedio por um delgado material,aci
dofilo e PAS positivo. 0 estrato intermedio esta disposto em uma
camada de células cuboides adjacentes as celulas da camada papi
lar. A matriz do esmalte observada aos zero dias de vida corres
ponde praticamente a regiao de secrecao do esmalte interno des
crita por Warshawsky e Smith (1974). Apos 24 horas, a matriz do
esmalte & acrescida da regiao de secregao do esmalte externodes
crita pelos mesmos autores. Inicialmente a espessura da matriz
do esmalte e fina, aumentando gradualmente em diregao oclusal.
A matriz do esmalte desta regiao, quando corada pela Hematoxili
na e Fosina, & acidofila e homogénea. O epitélio externo nesta
regidao nao pode mais ser visualizado, confundindo-se com celu

las do saco dental.

Regido de pos-secrecac: Esta regiao fo observada apos o 29 dia
de vida do camundongo. Ocupa o comprimento incisal do orgao do
esmalte do dente e corresponde as regioes de transicao pos-secre
tora e maturacao descritas por Warshawsky e Smith (1974) nu se
ja, as final do 30 setor e total do 49 setor (zonas) descritos
por Pindborg e Weinmann (1959). Caracteriza-se pela presenca de
ameloblastos, que em direcao incisal se tornam mais curtos {(fig.
2). 0 citoplasma tem uma quantidade consideravel de granulos prin

cipalmente na zona de transicao onde os ameloblastos secretores
que sao celulas altas e colunares, se transformam em celulas mais
curtas. A barra terminal apical nao & vista, o mesmo ocorrendo
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com a delgada substancia que separa os amelobjastos do estrat:

intermédio. As celulas do estrato intermédioc apresentam-se ccmo

celulas cuboides, perdendo gradativamente sua organizacao de um

camada bem caracterizada. A matriz do esmalte nesta regiao apre
senta uma coloracao heterogenea, tipica do esmalte de transigan;
ao final do 59 dia uma pequena faixa de esmalte tctalmente mady

ro e removido pelo descalcificador.

ESTUDO DA BIOSSTNTESE DA MATRIZ PO ESMALTE
I - Cortes obZidos pefa fZcnica de congelacgdo

a' Regfao de secregac: A analise qualitativa dos vradicautn
r~2mas mostra, ros ameloblastos, apos 4 horas da administraceso
de 3H~pr011naﬁ uma reacgao radioativa na regiao supra-nuclear |
fig. 3). Apos 24 horas (fig. 4) a reacao radioautografica ma s
trou-so bem menor, para aumentar novamente na 48% nora ffiq. 7!
permanecendo praticamente inalterada ate 96 horas (fig. 5 e 6
ao fim de 120 horas a reacao foi ligeiramente menor. A matriz do
esmalte mostrou uma reacao radiocautografica intensa e difusa por
toda sua espesssura apos 4 e 22 horas da injecao do composto vra
dicativo (fig. 3 e 4)}. Nos tempes de 48 a 120 koras da adminis
tracao (fig. 5 e 6) a reacao decaiu, mas nao scfrendo significa

tivas mudancas na concentracgao.

b] Regigo de pas-5- ~ocao: A reagao nos ameloblastos des*a
regiao sc pode ser vista a partir da 482 hora (Fig. 7). # reagac
radioautografica ate a 1202 hora foi de baixa intensidade [fig.
BY. Na matriz do esmalte, nestes mesmos intervalos de tempo, 3
reacao foi semelhante 3 verificada na regiao de secregac.

1T - Confes cbitidos pela tecndca de inclusac em paragina



“iguras 3 a 6: Radiocautogramas da regiao de secrecao ob
cortes transversais do incisivo pela tecnica de congelag
virtude da diferenca do plano de foco microscopico exist
aumento usado, entre os émelob]astos e a matriz organica
malte, as mesmas foram fotografadas separadamente e  pos
te montadas para a confeccao da fotos. Apos 4 horas da a
tracao de 3H~pr0]1na (fig. 3), notamos uma grande guanti
graos de Ag reduzida sobre a regiao supra-nuclear dos am
tos {(A). A matriz do esmaite (E) encontra-se fortemente
ativa; apos 24 horas da administracdo do composto radi
(fig. 4), a reacac nos ameloblastos na sua regiao supra-i
diminuiu de intensidade (A), enquanto que a matriz do ¢
permaneceu praticamente inalterada (E). Apos a 482 hora,
¢ao na regiao supra-nuclear dos ameloblastos aumentou noy
de intensidade (A) permanecendo inalterada no tempo S€E
(fig. 5 e 6). Em relacdo a matriz do esmalte (E) nos inte
de tempo de 48 a 72 horas apos a injegao {(fig. 5 e 6) hou
decrescimo de concentracao quando comparada com o tempo
horas (fig. 4). Coloracao pela H.E. 750 X.

Figuras 7 e 8: Radioautogramas de cortes transversais da
de pos-secrecao pela técnica de congelagao apos 48 e 72 h
adminstracao do composto radioativo. Em ambas as fotomi
fias a reacao nos ameloblastos reduzidos (RA)} fo bem meno
do comparada com os ameloblastos da regiao de secrecao ho.
mos intervalos de tempo. A matriz do esmalte (E) nao most:
riacoes na intensidade radioativa quando comparada com a |
da regiao de secrecao nos mesmos intevalos de tempo. Col
pela H.E. 970 X.
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a} Regiao de secnegdo: Os ameloblastos desta regido mostra
ram, em todos os intervalos de tempo analisados, uma fraca rea
cao radioautografica. A intensidade da reagdo, quando comparada
com a da técnica de congelagdo, mostrou-se de modo geral sempre
de menor intensidade. A matriz do esmalte mostrou-se radioauto
graficamente semelhante em relacdao ao comportamento fisioldgico,
porem de intensidade bem mais baixa.

b) Regide de Pos-secnegao: Os ameloblastos desta regiao,nas
48 horas, mostraram reacao radioautografica semelhante a da tec
nica anterior, decaindo de intensidade apos 72 horas da injecao,
permanecendo praticamente inalterada até a 1202 horas. A matriz
do esmalte mostrou uma reacao semelhante a verificada nos cor
tes obtidos por congelagdao; no entanto, nesta técnica a concen
tragao foi um pouco maior do que a apresentada pela zona de se
cregdo. Contudo, a mesma constancia em relagao a  concentragiao
radiocativa foi observada, se bem que com menor intensidade, na
regiao analoga analisada na outra tecnica.

Avaliacao quantitativa: A concentragao de graos de Ag reduzida
foi determinada sobre o citoplasma dos ameloblastos e sobre to
da a extensao da matriz do esmalte, nas regioes de secregao e
pos-secregao, de cortes transversais, em ambas as técnicas em
pregadas.

Esta contagem foi realizada em varios cortes que dis
tavam de 36um entre si, usando-se uma ocular guadriculada KPL-8x.
Foram contados, no minimo, 30 quadrados que, no sistema optico
usado, mediram IOOme. No citoplasma dos ameloblastos, os graos
de Ag reduzida foram contados dentro de uma area delimitada por
uma linha imaginaria, indo da base distal do nlucleo ate o 1limi
te celular com a matriz do esmalte, onde a contagem foi feita a
partir de uma linha que, de um lado se liminou com os ameloblas
tos e do outro, com a juncdao amelodentinaria (Tabelas 1 e 2).
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TABELA 1

Concentragao de graos de Ag reduzida/100um2 em ameloblastose ma
triz do esmalte das regides de secregao e pos-secregao, em cor
tes obtidos por congelagao

TEMPO(horas) REGIAO DE SECREGAD REGIAO DE POS-SECRECAD
AMELOBLASTOS MATRIZ AMELOBLASTOS MATRIZ
4 22,5 (0,8) 44,6 (2,3) 0 0
24 7,3 (0,6) 46,8 (2,9) 0 0
48 14,3 (0,7) 15,1 (1,5) 9,6 (0,6) 15,1 (0,8)
72 14,6 (0,9) 17,1 (1,3) 5,8 (0,4) 15,2 )1,0)
96 14,8 (0,5) 15,6 (1,4) 6,0 (0,4) 15,0 (0,9)
120 11,6 (0,8) 15,3 (0,8) 6,2 (0,9) 14,4 (0,5)

TABELA 2

Concentragasc de graos de Ag reduzida/'lOOum2 em ameloblastose ma
triz do esmalte das regioes de secrecao e pds-secrecao, em cor
tes obtidos por parafina

TEMPO(horas) REGIAQ DE SECREGAD REGIAO DE POS-SECREGAD
AMELOBLASTOS MATRIZ AMELOBLASTOS MATRIZ
4 6,1 (0,4) 18,3 (0,8) 0 0
24 5.4 (0,2) 23,8 (1.,1) 0 0
48 6,7 (0,2) 12,8 (0,6) 7,3 (0,7) 14,3 (0,6)
72 4,2 (0,3) 9,3 (0,4) 3,7 (0,3) 11,2 (1,1)
96 7,1 (0,3) 9,5 (0,4} 2,9 (0,3) 10,6 (0,6)
120 5,1 (0,3) 7,9 (0,4) 3,5 (0,4) 10,0 (0,5)
Erro padrao da media ( ).
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PI1ISCUSSAVD

A matriz organica do esmalte, ap0os sua secregao pelos
ameloblastos, sofre transformagoes que Chase (1940) denominou
maturacao. Durante este processo a matriz jovem do esmalte Eci
do-insoluvel e calcificada em cerca de 25 a 30% {(Weinmann e col.
1942; Elwood e Apostolopoulus, 1975) transforma-se em um tecido
altamente calcificado e acido-soluvel {(Marsland, 1952).

A matriz imatura do esmalte contem cerca de 20% de ma
terial organico. Este material, representado principalmente por
proteinas (Hess e Lee, 1954; Battistone e Burnett, 1956 a e b;
Eastoe, 1960; Glimcher e col., 1961; Piez, 1962; Levine e Glim
cher, 1965), 1 a 2% de carbohidratos (Stack, 1954; Seyer e Glim
cher, 1969; Seyer e Vincent, 1971; Weinstock e Leblond, 1971} e
proteinas fosforiladas {Seyer e Glimcher, 1969; Seyer e Vincent,
1971), alem de agua (Battistone e Burnett, 1956 a e b), & redu
zido durante o processo de maturacao e passa a representar cer
ca de 0,3% no esmalte maduro (Deakins, 1942; Stack, 1954). Alem
da remogao de material organico, a maturagao do esmalte envolve
perda de‘Egua acompanhada de um aumento crescente de sais de cal
cio, 0s quais sao inicialmente depositados em forma soluvel ,cris
talizando-se em seguida em apatitas (Weinmann e col. 1942; Dea
‘kins, 1942; Wassermann, 1944; Marsland, 1952).

A perda ou remogEo de material organico em outros te
cidos calcificados foi demonstrada durante a formagao do 0SSO
(Hirchman e Dziewiatkowsky,1966; Baylink e col., 1972) e na for
macao da dentina (Sundstrom, 1871).

Estudos radicautograficos, utilizando os mais variados
tipos de radiotragadores da matriz do esmalte,demonstraram tambem,
perda de material organico durante a amelogenese. Estas observa
coes,contudo,foram feitas analisando-se apenas extremosproximais
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(matriz imatura) e distais (matriz madura) {(Leblond e col,1955;
Belanger, 1955; Kennedy e Kennedy, 1957; Kumamotoe Leblond, 1958;
Hwang e col., 1962, 1963; Costacurta, 1964; Greulich e Slavkin,
19653 Cotton e Hefferren, 1966).

Estudos histologicos, realizados ao nivel do microsco
pio optico e eletronico, mostram que os ameloblastos, apds pas
sarem pela etapa de secre¢do da matriz organica do esmalte, S0
frem modificagoes, transformando-se em ameloblastos reduzidos
{Wassermann, 1944; Marsland, 1952; Pindborg e Weinmann, 1959}
os quais apresentam microvilosidades na sua superficie apical
adquirindo forma tipica de celulas especializadas em absorsao e
transporte (Reith, 19671, 1963, 1970; Elwood e Bernstein, 1968;
Kallenbach, 1968).

A estas celulas tem sido atribuida uma fungao relevan
te de remogao de material organico durante a maturacao do esmal
te (Wassermann, 1944; Marsland, 1952; Symons, 1962; Reith e Cot
ty, 1967; Elwood e Bernstein, 1968).

Paralelamente ao processo de redugao dos ameloblastos,
a matriz do esmalte mais adulta apresenta, gradualmente.diferen
tes afinidades tintoriais. Assim, no estagio de esmalte de tran
si¢ao, perde sua textura homogénea (caracteristica do esmalte
imaturo) alterando a cor ate que, ao atingir o estado altamente
calcificado, se torna totalmente soluvel e removivel por agentes
descalcificantes. Por outro lado, analises bioquimicas,comparan
do dados obtidos de amostras do esmalte imaturo colhidas ao ni
vel dos ameloblastos secretores, demonstraram a existencia de
maior quantidade de material organico gquando comparadas as do es
malte de transigac ou maduro e totalmente calcificado, relacio-
nados em posigao aos ameloblastos reduzidos. Em vista destes fa
tores, os autores tendem a admitir serem estas celulas reduzidas
responsaveis pela remccao do material organico durante a amelo

genese.
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Recentemente, Blumen (1970); Blumen e Merzel(1972,1973,

1976} verificaram que a perda ou remocao de material organico
ocorreu paralelamente a secrecao da matriz do esmalte, relacionan
do-se, portanto, tambem aos ameloblastos durante a sua fase se
cretora. Para tanto, utilizaram-se de radiocautografias obtidas
de molares de cobaia (dentes de crescimento continuo) retirados
de animais que receberam inje¢ao previa de 3H—proh‘na e 355-sul
fato de sodio, precursores respectivamente de proteinas e compos
tos sulfatados. Correlacionando a velocidade de crescimento des
tes dentes obtidos de animais injetados com 3H-timidina (atraves
contagem de nucleos dos ameloblastos superpostos do apice em di
recao oclusal, em 56 ceélulas por dia) com a concentragao radio
ativa dos precursores sobre a matriz, em regioes bem delimitadas
do orgao do esmalte das zonas de secrecdo e pos-secrecao (esta
ultima, na regidao do esmalte de transicdo), verificaram que a
concentragao radiocativa sobre a matriz da regiado de secregao atin
giu o pico de intensidade maxima apos 24 horas, decaindo apos 48
horas para, durante a migragao em diregao oclusal, permanecer es
tavel. Isto foi verificado a cada 24 horas ate o final dos expe
rimentos em todas as regices em que o orgao do esmalte fora de
limitado. Embora tenham aventado esta hipotese pela primeira vez
na literatura, utilizando-se de um processoc histologico de maior
precisao, nao puderam verificar como os ameloblastos secretores
poderiam remover material organico ou afastar a possibilidade da
participagao dos ameloblastos reduzidos desta remogao, durante
esta etapa da amelogenese. Este fato se deveu a utilizagao,a se
melhanca de outros autores, de especimes previamente submetidos
a fixacdao e outros agentes quimicos, v.g., descalcificador, 0
gual durante o processamento histologico removeu todo o esmalte
maduro e totalmente calcificado na regiao relacionada aos amelo

blastos reduzidos.
Droz e Warshawsky (1963) demonstraram que cerca de 10
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a 50% de radioatividade nos tecidos sao perdidos quando utiliza
mos T7quido Bouin como agente fixador, enquanto que estudos bio
guimicos tém comprovado a agao gue os agentes descalcificadores
empregados no estudo da amelogénese exercem na remoc¢do de mate
rial organico da matriz do esmalte {Stack, 1954; Battistone e
Burnett, 1956 b; Piez, 1962).

Por outro lado, foi demonstrado que existe uma degra
dacdo e gquebra da(s) proteTna(s) componete(s) do esmalte imatu
ro, durante o desenvolvimento do mesmo (Seyer e Gilimcher, 1971;
Seyer, 1972: Seyer e Yincent, 1972; Fukae e col., 1972; Fukae e
Shimizu, 1974; Guenter e col. 1975).

Portanto, e bem provavel que estas pequenas fragoes,
resultantes da quebra molecular, perdendo sua estabilidade den
tro da configuragao molecular, possam ser facilmente eliminadas
dos tecidos durante o processamento histologico de rotina. Este
fato torna praticamente impossivel seguir o destino destas pe
quenas fracoes ou mesmo visualisar se realmente os ameloblastos
tem um papel de reabsorgao.

0 presente estudo, pelo fato de eliminarmos algumas va
riaveis utilizadas no processo acima citado, permitiu-nos, den
tro das condigoes em que o experimento foi realizado, uma anETi
se da participacao dos ameloblastos durante sua fase secretora
na remocao de material organico da matriz imatura do esmalte em
desenvolvimento, resultantes da degradagao proteica.

| Como neste trabalho nao nos utilizamos de regioes bem
delimitadas do org3o do esmalte, como o fizemos nos estudos an
teriores (Blumen, 1970; Blumen e Merzel, 1972, 1973, 1976), os
resultados serao cautelosamente apresentados. Diversos saoos fa
tores que nos levam a considerar com precaugoes a interpretagao
dos mesmos. Entre as causas existentes, podemos dizer que, tec
nicamente, em virtude da curvatura longitudinal na diregﬁon@sig
distal na forma do incisivo do camundongo, nao conseguimos cor
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tes longitudinais pela técnica de congelagao. Dadas as dificulda
des tecnicas encontradas para a obténcao destes cortes, nio nos
foi possTvel calcular a taxa diaria do crescimento do dente ( Blu
men, 1970; Blumen e Merzel, 1973). Assim, as regioes do orgao do
esmalte nao puderam ser delimitadas e, consequentemente,compara
das aos diversos tempos e animais. Desde que nao conseguimos cor
tes longitudinais na direcao mésio-distal, usamos para a inter
pretacao de nossos resultados cortes transversais, com ambas as
tecnicas. Com o intuito de contornar, dentro de limitagdes pra
ticas, estas dificuldades oriundas de problemas puramente tecni
cos, procuramos obter uma media das contagensde graos de Ag/TOOum?.
Para tal usamos diversos cortes, separados por uma distancia mi
nima de 36um em todos os animais, para cada intervalo de tempo
abrangendo uma faixa mais ampla da regiao de secregao (Unica re
giao usada para as contagens de graos de Ag nas primeiras 24 ho
ras) e praticamente toda a regiao de p6§-secre;50 perfeitamente
delimitada da anterior.

Conforme nossas observacoes morfologicas demonstraram,
aos zero dias de idade, a regiao labial do incisivo do camundon
go apresenta regiao de secrecao onde os ameloblastos aparecem
como células totalmente diferenciadas. A matriz imatura do es
malte apresenta uma textura homogenea quando corada. Por outro
lado, a regiac de pos-secregao relacionada aos amelobiastos "re
duzidos" s& foi visualisada a partir da 482 nhora de vida do ani
mal e apresentava nesta idade uma pequena extensao decorrente do
crescimento do dente do animal. Ao lado do aparecimento dos ame
lToblastos reduzidos, a matriz do esmalte mostra uma textura he
terogenea e parcialmente descorada quando tratada com corantes
0o que & tipico do esmalte de transigao. Estas modificagoes pude
ram ser melhor evidenciadas nos cortes obtidos por processamen
to histologico de rotina.

Apesar do dente estar crescendo nesta idade em todas
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as diregoes, a regiao de pos-secrecao reflete um crescimento em
diregao incisal, por aposicac de novas celulas originarias da re
gido embrionaria e que antes transitaram pela regido de secrecao.
0 fato desta regiao apresentar poucas celulas apos 48 horas nos
Tevou a considerar estas observagoes como um fator importante pa
ra a interpretacao dos nossos resultados radioautograficos, os
quais poderao ser evidenciados durante a discussao.

Analisemos, primeiramente, a concentracio de grios de
Ag reduzida sobre a matriz do esmalte da regiao de secrecdao, em
cortes de dentes obtidos através do método de congelagao,nos di
ferentes intervalos de tempo apos a administragao do composto
radioative. Podemos verificar que a reacdao radioautografica,apos
atingir o seu pico de intensidade radiocativa maxima apos 24 ho
ras, decaiu nas 48 horas para, em seguida, manter-se praticamen
te inalterada (Tab. 1). Quando comparamos estes dados com ague
les obtidos de cortes em parafina, de e§pécimes submetidos a pro
cessos histologicos rotineiros de fixagdo quimica e descalcifi
cacdo préevia (Tab. 2), verificamos que houve um comportamento
semelhante em relagao a concentraggo radicativa.

Droz e Warshawsky (1963) verificaram que, no minimo
cerca de 91 a 97% da radioatividade retida em cortes histolagi
cos obtidos rotineiramente apds a injegao de aminoacidos marca
dos, se encontram firmemente ligados a proteinas (presumivelmen
te por ligagoes peptidicas). |

Deste modo, a avaliacao realizada nos cortes dos den
tes submetidos previamente a agentes quimicos de fixagao e des
calcificagao reflete realmente a presenca de macromoléculas pro
teicas que permaneceram no tecido estudado e, portanto, estes
cortes podem ser analisados e, dentro das condi¢oes deste expe
rimento, como ja explicado, comparados com aqueles obtidos sem
a previa acao destes agentes.

Comparando-se as concentracoes de graos de Ag reduzi
da sobre a matriz do esmalte obtidas com ambos os procedimentos
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nas regioes de secrecao e pos-secregao (Tab. 1 e 2),verificamos
que houve um decrescimo acentuado na matriz do esmalte 1imaturo
da regiao de secregao, demonstrando assim a acdo dos agentes qui
micos empregados para a obtencdo de cortes, removendo, dos mes
mos, material organico da matriz do esmalte, comprovando os tra
bathos de Stack (1954): Battistone e Burnett (1956 b); Piez(1962);
Droz e Warshawsky (1963). Para que esta remocgao pessa ocorrer,
torna-se necessario que a matriz organica sofra um processo de
degradagdao de seus componentes organicos, o qual transforma suas
macromoleculas em fragoes menores, soluveis, e portanto, passy
veis de ser reabsorvidas.

Analisando o$ radioautogramas da regiio de pas-secrg
¢ao dos cortes de congelagao, verificamos que a intensidade ra
dioativa sobre a matriz adamantina, apos 48 horas, nao sofreu
modificacOes, sendo praticamente semelhante aquela observadas
na matriz imatura da regiao de secregao. 0 confronto destes da
dos com os obtidos dos especimes submetidos 3 prévia fixagao qui
mica e descalcificacao mostrou gue a perda de material organico
foi retativamente peguena, o que indicaria uma maior estabilida
de da fragdo remanescente da matriz.

Deakins (1942) demonstrou que, durante a maturacac do
esmalte, existe primeiramente uma perda de material organico,em
seguida de agua, e aumento concomitante de sais de calcio. Apods
a remogdo de material organico ter sido completada, a fragdo res
tante permanece inalterada. Blumen e Merzel (1976), usando 355
sulfato de sodio e radioautografias, obtiveram resultados que
concordaram com os de Deakins (1942), nas condigoes em que o tra
balho foi realizado, no que se refere a constancia da fragao or
ganica restante.

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmaram
o estude por nos realizado anteriormente, com a vantagem de po
derem, ainda, ser estendidos totalmente a zona do esmalte encon

JNICAMP
BIRLIOTECA C(EnTRAL
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trada na regiao de pds-secregao,onde a matriz adamantina se apre
senta mais calcificada. A concentracao radioativa apos 48 h ate
120 horas da administragao do composto radioativo, em ambas as
tecnicas, mostrou tendencia a permanecer praticamente constante,
sugerindo a existencia de uma distribuicao espacial da parte or
ganica que permaneceria estivel, confirmando o postulado de Blu
men e Merzel (1976). Sequndo estes autores, esta matriz seria
formada por macromoleculas que ndo se deslocariam com a adigao
de material organico recém-formado, enquanto que uma outra par
te, 1abil, seria removida na regido dos ameloblastos secretores
durante o movimento e crescimento do dente em direcdo incisal
ou oclusal, conforme discutiremos a seguir.

Analisando os resultados obtidos em relagao aos amelo
blastos da regiao de secregao, nos cortes dos dentes obtidos por
congelacao, verificamos que a reagao radioativa apos 4 horas da
injecao apresentou 22 graos de Ag/]OOum?, decrescendo para 7
graos apos 24 horas {Tab. 1). 0 significado deste decréscimo ja
foi descrito e discutido por diversos autores que estudaram a
biossintese e formagao da matriz organica do esmalte (literatu
ra ampla citada nos trabalhos de Weinstock, 1972;:;Slavkin,1974).
Contudo, no intervalo de 48 horas apos a administragao do compos
to radicative, verificamos que houve um grande aumento na concen
tracao de graos de Ag reduzida na regiao supra-nuclear dos ame
loblastos da regiao de secregao (14 gr505/100um2), concentragao
esta que permaneceu praticamente inalterada nos intervalos pos
teriores da duragao do experimento {(Tab. 1).

Comparando estas concentragoes aquelas obtidas nosmes
mos intervalos de tempo na regiac de pos-secregao, verificamos
que a concentracao radiocativa sobre o citoplasma dos ameloblas
tos foi bem menor e, praticamente, semelhante a dos ameloblastos
das regices de secrecao e pos-secrec¢ao dos dentes submetidos ao
processamento histologico de rotina. Como estas concentragoes em
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ambas as técnicas foram relativamente baixas, isto sugere a pre
senga de proteinas sedentarias {Carneiro, 1959; Warshawsky e col.,
1963).

Uma vez que, apds 48 horas da administracdo do compos
to radioativo, o aumento de concentragao nos ameloblastos rela
cionados a regiao de secregao dos cortes obtidos por congelacgao
(e nao nos cortes obtidos por inclusao em parafina) foi signifi
cante, o referido aumento s0 pode ser atribuido — dentro dos 1i
mites em que o presente experimento foi realizado — a uma reab
sorcao de material organico pelos ameloblastos enquanto transi
tam por esta regiéo do dente em desenvolvimento.A relagao esta
belecida entre os cortes obtidos por congelagido e parafina ain
da mostrou que esta reabsorgao parece ser sempre maior do gue o©
material que permanece na matriz, o que indicaria a presencga de
proteinas de menor peso molecular e portanto passiveis de ser
removidas.

Como poderiam entao os ameloblastos que transitam pe
la regiao de secregao remover material organico durante o pro
cesso de maturagao ?

Eastoe (1966) sugeriu que a remogao das proteinas do
esmalte jovem (as quais ele denominou de "Amelogenins”) era re
sultado de uma autodespolimerizagdo das proteinas devido a mudan
cas fisico-quimicas, provavelmente em virtude das caracteristi
cas da composigdo de aminoacidos (por ex. alto conteudo de pro
lina).

Componentes de baixo peso molecular (polipéptides),na
matriz do esmalte, foram detectados por Seyer e Glimcher (1971}
Seyer e Vincent (1972),Guenter e col1.,(1975),05 quais, segundo
Fukae e col. (1972), seriam resultados de transformacoes no meio
extra-celular, de uma unica proteina secretada pelos ameloblastos.
Verificou-se ainda que, durante este processo, ha uma perda se
letiva dos constituintes proté@icos, perda que poderia represen
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tar a quebra de um sistema complexo (Fukae e col., 1972). Como
resultado deste processo, ha um decrescimo do diametro molecular
da proteina do esmalte, o qual ocorre durante o seu desenvolvi
mento, enquanto a principal proteina do esmalte imaturo(polipep
tide) e degradada durante o estagio inicial do desenvolvimento
(Fukae e Shimizu, 1974).

Significativas observagbes ao microscopio eletronico
foram realizadas por Reith (1967), nas quais constatou a exis
tencia de microvilosidades e vesiculas encapadas nas extremida
des distais dos processos de Tomes de ameloblastos de molares
de rato na fase precoce da amelogeénese.

Por outro lado, a atividade da fosfatase acida{um dos
enzimas do sistema l1isossomal) foi verificada durante a calcifi
cagao das matrizes da dentina e do osso (Burstone, 1959), estan
do a mesma presente ndo so nas células O0sseas, mas tambem no os
teoide na frente de mineralizagao (Wergendal e Baylink, 1969),
relacionando-se a areas de reabsorcao onde apresentaria um papel
de relevo neste mecanismo (Schajowicz e Cabrini, 1958).

Estudos histoquimicos demonstraram que enzimas perten
centes ao sistema lisossomal estaoc presentes no citoplasma su
pra-nucliear dos ameloblastos (Quintarelli, 1961). Sabe-se que
estes organcides participam da degradagao intra e extra-celular
(De Duve e Wattiaux, 1966). Sua presenga foi verificada na re
giao supra-nuclear e processos de Tomes dos ameloblastos total
mente diferenciados por Katchburian e col., (1967); Matthiessen
(1967); Warshawsky (1968); Garant e Nalbandian (1968); Katchbu
rian e Holt (1969).

De acordo com os estudos acima citados, & provavelque
exista uma quebra de molecuia(s) proteica(s) por agao fisico-
quimica, enzimatica ou acdo combinada de ambos oS processos, 0s
quais atuariam concomitantemente. Como resultado da guebra mole
cular, a(s) proteina(s) do esmalte em desenvolvimento se trans
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formaria(m) em pequenos polipeptides,de baixo peso molecular,os
quais poderiam ser reabsorvidos durante sua etapa secretora, a
traves dos processos de Tomes dos ameloblastos. Como estas pe
quenas unidades provavelmente seriam soluveis em agentes quimi
cos empregados durante o procedimento histologico de rotina pa
ra o estudo da amelogenese, & evidente gue as mesmas nao pode
riam ser detectadas pela tecnica radiocautografica, usando proce
dimentos histologicos rotineiros.

Conforme nossos resultados demonstraram, nos cortes
obtidos por congelagao, nos intervalos de 48 a 120 horas apds a
administracao do composto radicativo, existe a tendencia da con
centragao de graos de Ag reduzida permanecer inalterada no cito
plasma dos ameloblastos da regiao de secregao. Este fato & um
forte indicio de que este material poderia permanecer como pro
teinas sedentarias nos ameloblastos localizados nesta regiao,ao
lado de uma outra frag¢do, 1abil, a qual sofreria uma possivel
degradacao por acao enzimatica. Com efeito, a estabilidade da
concentragao parece demonstrar que enzimas pertencentes ao sis
tema lisossomal, v.g., fosfatase acida, nao atuariam no meio in
tra-celular dos ameloblastos da regiao de secrecdo, pois, se is
to ocorresse, a concentragao intra-celular tenderia gradualmen
te a decrescer nos diferentes intervalos de tempo atée 120 horas,
fato este que nao ocorreu. Como a concentracao foi bem menor nos
ameloblastos da regiac de pos-secregao, acredita-se que esta al
teragao seja devida as proteinas sedentarias; portanto, a dife
renga de concentracao radioativa encontrada entre os ameloblas
tos da regiao de secrecao e os da regiao de pos-secre¢ao pode-
ria indicar uma degradacido intra-celular de material organico
previamente reabsorvido pelos ameloblastos durante seu trajeto
pela regiao de secregao. Nossos resultados a este respeitoencon
tram apoio em trabalhos de varios autores. Assim Ten Cate(1963)
observou atividade de fosfatase acida em largas goticulas cito
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plasmaticas na camada de ameloblastos, ao final da formacao da
matriz. Por outro lado, Sakamoto e Sasaki (1969) verificaram a
atividade cateptica no Orgao do esmalte de germe dentdrio de boi
durante o desenvolvimento, atividade esta que aumentava nos es
tagios tardios da amelogenese, sugerindo entao um possivel pa
pel desta atividade na degradagao da matriz proteica absorvida
durante a maturacao do esmalte. Estas observagoes confirmam o
trabalho de Reith (1963}).

Recentemente, Hammarstrom e Hasselgren (1974) determi
naram a presenca de tres tipos de fosfatase dcida em dentes hu
manos e de macacos. Um dos tipos deu reagao intensa nos amelo
blastos reduzidos. Como esta enzima pertence ao sistema lisosso
mal, este fato confirma os trabalhos de Ten Cate (1963) e de Sa
kamoto e Sasaki (1969). Estes trabalhos poderiam explicar ainda
a reducao de concentragao de graos de Ag reduzida, e eliminacgao
dos granulos denominados de "material globular" (Wassermann, 1944)
ou "globulos de maturagao" (Marsland, 1952; Symon, 1962). Estes
materiais sao morfologicamente descritos nos ameloblastos no fi
nal da regido de secrecdo e inicio da regido de pos-secrecao,pa
ra desaparecerem a medida que os mesmos se aproximam da regiao
incisal ou oclusal.

Do que foi exposto, torna-se ainda obvio que os amelo
blastos apresentam um papel regulador durante a maturagao do es
malte. Contudo, para determinarmos este papel sobre a matriz a
damantina seria necessario inibir o complexo enzimatico da celu
la relacionado com a sintese protéica. Deste modo, poderiamos
saber se a quebra da(s) proteina(s) da matriz & resultado de
acao enzimatica, alteragoes fisico-quimicas ou agao combinadade
ambos 0S processos.

De qualquer modo, do que foi discutido, em relagao aos
nossos resultados em confronto com os dos demais autores, pode
mos afirmar que, dentro das condigoes em que este experimento foi
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realizado, existe realmente a participacao dos ameloblastos, du
rante sua fase secretora, na remocao de material organico no pro
cesso de maturacao do esmalte.
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RESUMO E CONCLUSTES

Para o estudo da participagao dos ameloblastos secre
tores na remeocao de material organico da matriz jovem do esmal
te, durante o processo de maturagaoc, foram usados 40 camundon
gos (Swiss Webster albinus} pesando entre 1,4 a 1,7 gramas. 24
animais receberam por via intraperitonial uma unica dose de 40
uCi/pesc total de Prolina (2,3,4,5-3H(N)) e foram sacrificados
em grupos de 4, apos 4, 24, 48, 72, 96 e 120 horas da injegdo.
De hemi-mandibulas de 3 animais por idade foram obtidos cortes
transversais por congelacao. Hemi-mandibulas de 1 animal de ca
da idade foram fixadas em Bouin-Hollande (24 horas), descalcifi
cadas em EDTA a temperatura ambiente e incluidas em parafina de
modo a obter cortes transversais.

Cortes de 6um de espessura, obtidos por ambas as tég
nicas, foram radioautografados e, apos exposigao de 4 dias,reve
lados, corados com Hematoxilina e Eosina e montados.

Hemi-mandibulas dos 16 animais restantes foram wutili
zadas para observacoes morfologicas. Cortes transversais de 6um
de éSpessura, obtidos por congelagao, ou cortes transversais e
longitudinais na direcao mésio-distal, obtidos por inclusao em
parafina, foram corados com uma mistura de Azul de Toluidina e
Fucsina Basica em Alcool Etilico ou Hematoxilina e Eosina e rea
cao PAS.

As observacoes morfologicas foram realizadas na regiao
labial de cortes longitudinais no sentido mesio-distal, obtidos
pela tecnica de inclusao em parafina. As mesmas demonstram que,
aos zero dias de idade, se encontram formadas as regioes:embrio
naria, diferenciagao e secrecao.A regiao de pos-secregao somente
apareceu as 48 horas.

As analises dos radioautogramas de cortes obtidos por
congelacao demonstraram que os ameloblastos da regido de secre
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cao, apos apresentarem uma alta concentragao de grios de Ag re
duzida as 4 horas, sofrem um decréscimo nas 24 horas,para na 482
hora ap0s a administracdo do composto radioativo apresentarem
um aumento substancial daquela em sua regiao supra-nuclear.0 au
mento de concentragao verificado as 48 horas permaneceu pratica
mente inalterado ate o final do experimento. Este comportamento
nao foi observado nos co-tes obtidos por inclusao em parafina.

Comparando-se as tecnicas empregadas, verificamos que
0os componentes organicos da matriz do esmalte e dos ameloblastos
sofrem a acao dos agentes quimicos empregados no processamento
histologico rotineiro.

Isto significa que existe provave]%ente uma quebra da{s)
proteina(s) da matriz em desenvolvimento de que resultariam pe
quenas fragdes de baixo peso molecular e, portanio, soluveis em
agentes quimicos empregados no processamento histologico de ro
tina. |

Por outro lado, com ambos os metodos, os ameloblastos
encontrados na regiao de pos-secrecao, a partir da 482 hora apds
a adhinistragéo do composto radioativo, nao mostraram nenhum au
mento significativo de concentracao de material radiocativo, sen
do esta sempre inferior @ encontrada nos ameloblastos da regiao
de secregao em cortes obtidos por congelagao.

Na matriz jovem do esmalte, a concentracao em ambas as
teécnicas, apos atingir o pico de intensidade maximaas 24 horas,
decaju as 48 horas para permanecer praticamente inalterada ate
o final do experimento. Isto ocorreu em ambas as regioes e foi
mais pronunciada com a tecnica de congelagao, 0 que nos leva a
especulacao sobre a provavel existencia de uma fragao organica
1abil, ao lado de outra que permanece estavel.

Estes dados — dentro dos limites em que o experimento
foi realizado — permitem-nos concluir que os ameloblastos,duran
te 0 seu trajeto pela regiao de secrecado, removem material orga
nico da matriz jovem do esmalte.
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