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RESUMO

Estudos prévios avaliaram a presenga de serotonina durante a odontogénese no interior
do epitélio e mesénquima dentario sugerindo a sua participagdo no desenvolvimento dos
dentes. A serotonina regula uma enorme variedade de processos do desenvolvimento durante
a embriogénese. Assim sendo, no presente estudo utilizamos a fluoxetina, um inibidor
seletivo de recaptacdo da serotonina, na dosagem de 10 mg/kg de peso administrada durante
20 dias em ratas gravidas para analisar o papel desta no desenvolvimento do 6rgao do esmalte
em primeiros molares superiores de 36 ratos Wistar, totalizando 72 germes dentarios, do 17°
dia de V.I.LU até o 10 ° dia de vida. As ratas gravidas foram anestesiadas por xilazina a
10mg/kg e quetamina a 25 mg/kg. Os fetos foram retirados, decapitados, suas mandibulas
removidas e o maxilar superior exposto. As pecas foram fixadas em Bouin, descalcificadas
em acido nitrico a 5% quando necessario, processadas convencionalmente para microscopia
de rotina e incluidas em parafina. Sec¢des de 5 um foram obtidas e coradas em HE, PAS e
tricromico de Masson. A andlise morfoldgica ndo revelou alteragdes estruturais no grupo
tratado em relagdo ao controle, o que sugere que a fluoxetina, na dosagem utilizada nao
interfira no papel da serotonina durante o desenvolvimento do oOrgdo do esmalte, e

consequentemente no processo da amelogénese.

Palavras—Chaves : Orgio do Esmalte. Crescimento e Desenvolvimento. Fluoxetina.

Germes Dentarios. Serotonina.



ABSTRACT

Previous studies have stated the presence of serotonin during the odontogenesis within
the epithelium and dental mesenchyme once that they contribute for the development of the
teeth. Serotonin controls a great deal of developmental processes during the embryogenesis.
That being so, the paper herein referred to made use of fluoxetine which is a selective
inhibitor for serotonin recapture by the dose of 10 mg / Kg weight managed within the period
of 20 days. Such an experiment was dosed in female pregnant rats in order to analyze the role
of fluoxetine into the development of the enamel organ in the first upper molars of 36 Wistar
rats in an overall of 72 dental germs from the 17" day of V.LU. up to the 10" living day. The
pregnant rats were anaesthetized by xilazyn at 10 mg / Kg and quetamyn at 25 mg / Kg. The
fetuses were taken out, decapitated, and their jaws were removed so that their superior
maxillary was exposed. Such pieces were put in Bouin and decalcificated in nitric acid at 5%
when necessary. Yet the pieces, they were conducted conventionally to a routine microscopic
observation and yet included onto paraffin. Sittings of 5 um were obtained, colored in HE,
PAS and trichromy of Masson. The morphological and histochemical analysis did not reveal
any structural changing in the referred group with respect to the control. That being so, one
perceived that the fluoxetine, within the dose herein mentioned does not interfere in the role
of the serotonin in the period of the development of the organ in charge of the enamel, and

therefore in the process of the amelogenesis.

Keywords : Enamel Organ. Growth and Development. Fluoxetin. Tooth Germs. Serotonin.
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INTRODUCAO



A odontogénese ¢ a conseqiiéncia de um complexo de interagdes entre dois tecidos, o
epitélio oral primitivo e o ectomesénquima o qual deriva das células da crista neural, dividida
em diferentes fases: fase de botdo, capuz, campanula, coroa e raiz. O 6rgdo do esmalte
representa a porcao epitelial de germe dentario e durante seu desenvolvimento surgirdo as
células responsaveis pela deposi¢ao da matriz do esmalte: os ameloblastos. O esmalte dentario
tem sido para a classe odontoloégica um ponto chave na busca do conhecimento, visto ser
avital, avascular, ndo inervado e sem capacidade regenerativa. Ao mesmo tempo, ¢ friavel,
constituido de aproximadamente 97% de matéria inorganica, sem plasticidade e ndo resiliente.
Com todo este grau de dureza, o esmalte torna-se importantissimo para a cobertura da coroa
dentaria recobrindo o complexo dentina-polpa corondrio e fornecendo dureza e resisténcia
suficientes para desempenhar atividade mastigatdria. A formacao do esmalte ou amelogénese
ocorre inicialmente em vida intra-uterina para os dentes deciduos e durante a infancia para os
dentes permanentes (CARLSON, 1996; KATCHBURIAN ; ARANA, 2004).

A possibilidade dos neurotransmissores apresentarem uma funcao de nao-transmissao
durante o desenvolvimento decorre de sua presenca precoce na embriogénese de diferentes
tecidos (BUZNIKOV et al., 1996; 2001). A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) é uma
indolamina produto da hidroxilagdo e carboxilagdo do aminoacido L-Triptofano. Trata-se de
um neurotransmissor, cujas agdes resultam de sua interagdo com estruturas moleculares
especificas denominadas de receptores serotoninérgicos (HOYER et al., 1994; MANHAES
DE CASTRO, 1995). O sistema serotoninérgico destaca-se entre os sistemas de
neurotransmissores envolvidos na modulacdo do desenvolvimento e crescimento,
promovendo a regulacdo das interagdes epitélio-mesenquimais, estimulando a migragao e
diferenciagdo celular durante a formagdo do tubo neural e arcos branquiais, possibilitando o

surgimento de diferentes tecidos (BYRD et al., 2000; MOISEIWITSCH, 2000) .



O avango da farmacologia promoveu o surgimento de substancias altamente seletivas
que atuam especificamente em determinados sistemas de neurotransmissores. As substancias
inibidoras seletivas de recaptacdo da serotonina (ISRS), dentre elas a fluoxetina, constituem
ferramentas farmacoldgicas que podem atuar a nivel celular (BALLONE ; ORTOLANI,
2003). Baseado na habilidade dos ISRS em causar malformag¢des em embrides, é possivel que
a serotonina module as interagdes epitélio — mesénquimais essenciais para o desenvolvimento
normal de diferentes tecidos, incluindo os tecidos dentarios. A aplicacao da fluoxetina por via
subcutanea em ratas gestantes permite alteragdes nos niveis de serotonina durante o periodo
de gestagdo. Sendo assim, a utilizagdo dessa substincia consiste em uma ferramenta para
estudar o papel da serotonina no desenvolvimento e crescimento de diferentes tecidos. Neste
estudo a utilizacdo da fluoxetina sera realizada com o intuito de avaliar a influéncia desta no
desenvolvimento do 6rgdo do esmalte em primeiros molares superiores de ratos durante a

odontogénese.



REVISAO DE LITERATURA



1 Farmacos antidepressivos

Os distarbios afetivos constituem um grupo de condi¢des mentais caracterizadas
fundamentalmente pelas alteragcdes do humor. A depressdo consiste num distirbio de humor
persistente, com predomindncia e sentimentos de desesperanca, desvalia, culpa, desamparo
associados a alteracdes de apetite e peso, insOnia, fadiga, retardo ou agitacdo psicomotora,
diminui¢do do desempenho sexual, dificuldade de concentragdo e raciocinio, pensamentos
recorrentes sobre a morte, com ou sem tentativas de suicidio (GUIMARAES ;
WANNMACHER, 1998).

Os antidepressivos sao drogas que aumentam o tonus psiquico melhorando o humor e,
conseqiientemente, a psicomotricidade de maneira global. Acredita-se que o efeito
antidepressivo se dé as custas de um aumento da disponibilidade de neurotransmissores no
SNC, notadamente da serotonina (5-HT), da noradrenalina ou norepinefrina (NE) e da
dopamina. Este aumento de neurotransmissores na fenda se da através do bloqueio da
recaptacdo da NE e da 5-HT, ou ainda, através da inibicdo da Monoaminoxidase (MAQO) que ¢
a enzima responsavel pela inativagdo destes neurotransmissores (BALLONE, 2003). Os
mecanismos responsaveis pela manipulagdo da disponibilidade dos neurotransmissores na
fenda respondem pela classificacdo dos antidepressivos em quatro grupos: antidepressivos
triciclicos (ADT), inibidores seletivos de recaptacao da serotonina (ISRS), inibidores da
monoaminoxidase (IMAO) e os antidepressivos atipicos (BALLONE ; ORTOLANI, 2003).

Os antidepressivos triciclicos agem sobre o sistema limbico aumentando a NE e a 5-
HT na fenda sinaptica. Este aumento da disponibilidade dos neurotransmissores na fenda
sindptica ¢ conseguido através da inibicao na recaptagdo destas aminas pelos receptores pré-
sindpticos. Os ADTs sdo potentes anticolinérgicos provocando efeitos colaterais no sistema

nervoso central como a sindrome anticolinérgica central caracterizada por agitagdo, confusao



mental, delirios e alucinagdes. Alteragdes do tipo cardiocirculatorias, endocrinologicas,
genitourinarias, sudorese excessiva e tremores nas maos também sao relatadas (BALLONE,
2003; BALLONE ; ORTOLANI, 2003).

Os diversos efeitos colaterais provocados pela utilizagdo dos ADTs culminou com o
surgimento de novos fairmacos que aumentam, predominantemente, o nivel da serotonina e
ndo da noradrenalina. Estas drogas sdo, a principio, ferramentas farmacoldgicas que podem
atuar a nivel celular. Os antidepressivos chamados de inibidores seletivos da recaptacdo da
serotonina sdo aqueles que ndo interferem ou interferem pouco nos demais
neurotransmissores além da serotonina. Uma vez liberada, um eficiente mecanismo de
recaptagdo ¢ ativado para remocdo da serotonina da fenda sindptica gracas a acdo de proteinas
transportadoras presentes na membrana do neurdnio pré-sinaptico (SLOTKIN et al., 1978;
BALLONE ; ORTOLANI, 2003). Os ISRS sdo utilizados como antidepressivos que
apresentam mecanismos comuns de a¢do, porém diferem em sua estrutura quimica,
metabolismo e farmacocinética. Sua agdo permite o aumento da disponibilidade de serotonina
na fenda sinaptica (HYTTEL, 1994).

A fluoxetina ¢ um farmaco antidepressivo, pertencente ao grupo dos inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina. Age seletivamente ndo tendo afinidade pelos receptores
adrenérgicos, muscarinicos, colinérgicos, H;-histaminicos e dopaminicos. Sua acdo decorre
do aumento da concentracao de serotonina pelo sistema nervoso central, devido ao bloqueio
pré-sinaptico dos receptores de serotonina 5-HT (5-hidroxitriptamina). E indicada no
tratamento contra depressdo, distirbios compulsivos, automutilagdo, ansiedade e
agressividade além de ter surgido como o primeiro representante da classe dos ISRS
(BALLONE, 2003).

A serotonina ¢ uma indolamina, produto da hidroxilagdo e carboxilagdo do

aminodcido L-Triptofano. Trata-se de um neurotransmissor cujas agdes resultam mais



precisamente de sua interacdo com estruturas moleculares especificas denominadas de
receptores serotoninérgicos (HOYER et al., 1994; MANHAES DE CASTRO, 1995).
Participa de regulacdo do humor, sono, atividade sexual, apetite, fun¢des neuroendocrinas,
temperatura corporal, sensibilidade a dor, atividade motora e fungdes cognitivas (FUCHS,
1998; BALLONE, 2001).

Embora os complexos efeitos observados com o uso prolongado de antidepressivos
tenham levado alguns autores a questionar o envolvimento da serotonina na depressao,
estudos apontam para sua importancia. Algumas pesquisas que procuraram embasar a teoria
da depressdo como dependendo de baixos niveis de serotonina, tomaram como ponto de
partida o fato de uma dieta suficientemente livre de triptofano, a ponto de produzir um pico
plasmatico muito baixo deste aminoacido, resultar em um estado depressivo moderado
(CHARNEY et al., 1984). Aminoacidos neutros, tais como a tirosina, fenilalanina, leucina,
isoleucina e valina competem com o triptofano no transporte através da barreira
hematoencefalica. Em pacientes com depressdo grave se constata diminuicdo do triptofano
plasmatico livre e quanto mais deprimido menor a propor¢do deste em relacdo aos
aminoacidos livres. Quando se tem uma baixa concentracdo de triptofano em relagdo a esses
aminoacidos significa que, terapeuticamente, pode haver uma boa resposta a depressiao
quando se faz a administragdo de Triptofano por via oral (MOLLER, 1980 ; DE MEYER,
1981). Delgado et al., 1990, demonstraram que o efeito terapéutico de drogas que
potencializam a neurotransmissdo serotoninérgica desaparece se os pacientes forem

submetidos a deplecdo do aminoacido essencial Triptofano, precursor da serotonina.



2 Papel da serotonina no crescimento e desenvolvimento

O desenvolvimento de um organismo compreende a progressiva diferenciacdo de
tecidos e Orgdos, acompanhada da aquisi¢do de fungdes especificas (KOLETZKO et al.,
1998). A hipdtese de que os neurotransmissores apresentam funcdes de ndo—transmissdao
durante o desenvolvimento ¢ decorrente da precoce presenca dessas substancias durante as
fases da embriogénese regulando eventos como a primeira divisdo celular apos a fertilizacao,
gametogénese, morfogénese, migra¢do e diferenciacdo celular (BUZNIKOV et al, 1996;
2001). Os neurotransmissores interagem com seus receptores, estes alteram o metabolismo
celular, influenciando as diversas etapas do desenvolvimento organico (BUZNIKOV, 1996;
LAUDER et al., 1981).

Dados da literatura tém relatado casos de elevada prevaléncia de desordens
psiquiatricas durante a gravidez (LAINE et al., 2003). Tem sido uma constante na arca
médica a administracdo de drogas psicotropicas a mulheres em fase de gestacdo. No entanto,
segundo a Food and Drug Administration (FDA), os efeitos a longo prazo sobre o feto ainda
sdo obscuros (SIMON et al., 2002). Os efeitos verificados decorrentes da administracdo de
drogas psicotropicas durante a gestacdo variam desde partos prematuros até malformacdes
congénitas (COHEN et al., 2001). Shuey et al., 1992, em estudos com embrides de ratos
expostos a ISRS (sertralina, fluoxetina), relataram a presenga de méa formacao craniofacial.
Essas resultam do rompimento da regulacao do crescimento em decorréncia da alteracao da
funcdo serotoninérgica nas interacdes epitélio-mesenquimais fundamentais para o
desenvolvimento normal da regido craniofacial.

O sistema de neurotransmissao serotoninégico ¢ composto pelos neurdnios
serotoninérgicos € seus receptores situados sobre as células. Existem cerca de 14 tipos e

subtipos de receptores serotoninérgicos de localizagdo pré e pods-sindptica que apresentam



heterogeneidade surpreendente. Os subtipos dos receptores serotoninérgicos atuam
modulando a atividade de enzimas ou alterando a permeabilidade dos canais i6nicos (HOYER
etal., 1994; MANHAES DE CASTRO, 1995). Em cérebros humanos, os primeiros neuronios
que liberam serotonina estdo presentes a partir da 5° semana (SUNDSTROM et al., 1993) e
aumentam rapidamente até a 10° semana de gestacdo (SHEN et al., 1989; KONTUR et al.,
1993; LEVALLOIS et al., 1997). Por volta da 15° semana gestacional, a organizagdo tipica
dos neurdnios serotoninérgicos pode ser vista nos nucleos da rafe (TAKAHASHI et al.,
1986).

A serotonina regula uma enorme variedade de processos do desenvolvimento durante
a embriogénese como nos fendmenos de neurogénese, diferenciagdo neuronal, mielinizagdo e
sinaptogénese (LAUDER et al., 2003). O sistema serotoninérgico destaca-se entre os sistemas
de neurotransmissores envolvidos na modulagdo do desenvolvimento e crescimento
promovendo a regulacdo das interagdes epitélio-mesenquimais, estimulando a migracao e
diferenciag¢do celular durante a formagdo do tubo neural e arcos branquiais promovendo o
surgimento de diferentes tecidos (TURLEJSKI, 1996; SHUEY et al, 1992, 1993; BYRD et
al., 2000; MOISEIWITSCH, 2000). Alteragdes nos niveis de serotonina durante a
embriogénese pode resultar em distirbios no crescimento e desenvolvimento de muitos
tecidos (MENDES-DA-SILVA et al., 2002). O tratamento cronico com citalopram, um ISRS,
durante o periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso, provocou, de forma
duradoura, redugdes do padrao de crescimento do encéfalo, cranio e eixo longitudinal de ratos
neonatos (DEIRO, 1998).

Durante o desenvolvimento do sistema nervoso a serotonina age possivelmente como
um fator neuronal trofico atuando em seus multiplos receptores promovendo a auto-regulacao
do desenvolvimento dos neurdnios serotoninérgicos e participando do desenvolvimento dos

seus tecidos-alvo (WHITAKER ; AZMITIA, 1986; HAMON ; EMERIT, 1989). Em ratos, os



primeiros neurdnios serotoninérgicos aparecem entre 12° e 14° dias da gestacdo (LAUDER ;
BLOOM, 1971). O sistema serotoninérgico atinge seu pico de funcionamento durante os
estagios precoces do desenvolvimento diminuindo progressivamente na vida adulta
(HEDNER et al., 1986; TOTH, 1986; WHITAKER ; AZMITIA, 2001). O periodo de rapido
crescimento do encéfalo constitui uma fase sensivel as agressoes, sendo, portanto,
considerado um periodo critico do desenvolvimento do SNC (WINICK et al., 1972;
MORGANE et al., 1993). A influéncia da 5 — HT ocorre mais especificamente durante esse
periodo, pois sua retirada durante o periodo fetal do desenvolvimento de ratos leva a reducao
permanente no nimero de neurdnios no hipocampo e cortex cerebral quando adultos
(LAUDER, 1976).

Por volta do 10° dia de vida a serotonina participa ativamente do desenvolvimento
craniofacial modulando as interagcdes epitélio-mesénquimais, essenciais para 0
desenvolvimento dessa regido (SHUEY et al., 1992). Na modulagdo do desenvolvimento
craniofacial a serotonina poderia desempenhar seu papel através de uma acdo direta ou
indireta, esta realizada por meio da morforegulacdo de outras moléculas como a S-100 beta,
uma proteina ligada ao calcio, e a tenascina, proteina presente na matriz extracelular. A
expressdo dessas moléculas sofre regulagdo serotoninérgica, por sua vez a S-100 beta ¢ a
tenascina  desempenham  papel importante no  desenvolvimento  craniofacial
(MOISEIWITSCH et al., 1998).

O papel do sistema serotoninérgico no desenvolvimento 6sseo vem sendo estudado
desde que receptores para serotonina foram encontrados em células 6sseas. Um aumento da
resposta proliferativa de fibroblastos periosteal mediada via receptor 5-HT,g foi observado
levantando a possibilidade de que um dos papéis da serotonina no osso seja a estimulacao da
proliferagdo de células precursoras de osteoblastos no reparo de faturas (WESTBROEK et al.,

2001). Ainda no tecido 6sseo, Bliziotes et al. (2001) verificaram que a serotonina promove,



de forma indireta, a producdo de colagenase pelos osteoblastos, sugerindo que estes
expressam tanto um mecanismo para responder como para regular a captacdo de 5-HT

representando, portanto um sistema funcional serotoninérgico no 0sso.

3 Odontogénese

3.1 consideracodes gerais

A odontogénese ¢ a conseqiiéncia de um complexo de interagdes entre dois tecidos
embridnicos, o epitélio do primeiro arco branquial e o ectomesénquima, derivado das células
da crista neural, responsaveis pela formagdo dos elementos dentirios (BEEMAN ;
KRONMILLER, 1994).

Durante o desenvolvimento facial o estomddeo ou cavidade oral primitiva encontra-se
revestido por um epitélio formado por duas ou trés camadas de células denominado epitélio
oral primitivo. As células conjuntivas subjacentes originam-se da crista neural e constituem o
ectomesénquima que ¢ formado por células fusiformes separadas por abundante substincia
intercelular gelatinosa (CARLSON, 1996; JUNG, 2003).

Por volta da sexta semana de vida intra-uterina uma rapida proliferacdo de células
epiteliais ao longo dos maxilares em desenvolvimento resulta em um espessamento deste
epitélio dando origem a banda epitelial primaria; primeiro sinal de desenvolvimento do germe
dentario. O espessamento epitelial ocorre devido a sucessivas divisdes mitdticas que
promovem uma invaginagdo do epitélio em dire¢do ao ectomesénquima. Posteriormente a
banda epitelial da lugar a duas subdivisdes, uma em direcdo vestibular e outra em direcao
lingual. A primeira delas foi denominada de banda vestibular cujas células que a formam

aumentam rapidamente de volume e depois degeneram pra formar o vestibulo. A segunda



subdivisao expande-se para lingual formando a lamina dentaria ao longo dos futuros arcos

dentarios (OSMAN; RUCH, 1975; KATCHBURIAN; ARANA, 1999, 2004).

Embora seja um processo continuo, a odontogénese costuma ser dividida em fases de
acordo com a morfologia do germe dental em desenvolvimento a saber: fase de botdo, fase de
capuz, fase de campanula. Quando se inicia a deposi¢do de tecido mineralizado temos a fase
de desenvolvimento da coroa e o periodo correspondente a formagao da raiz denominamos de
fase de raiz (MILETICH; SHARPE, 2003 ; KATCHBURIAN; ARANA, 1999,2004).

Na fase de botdo ou broto observa-se um crescimento em volume da borda livre da
lamina dentaria para dentro do ectomesénquima dos maxilares que ocorre lingualmente em
relacdo a lamina dentaria. Cada broto consiste de uma expansdo de células epiteliais continua
com a lamina dentéria e circundada por células ectomesénquimais. Morfologicamente o botao
apresenta uma parte mais larga denominada de corpo onde se encontram células
arredondadas, cromoéfobas de fora para dentro e pobremente diferenciadas (BHASKAR, 1989;
KATCHBURIAN; ARANA, 1999, 2004).

O broto dentério continua a crescer, mas nao se expande uniformemente para se tornar
em uma esfera maior. A porcao epitelial do broto apresenta um crescimento desigual (maior
nas extremidades), formando uma invaginagdo rasa na superficie profunda do mesmo. Esta
por¢do epitelial do germe dentario passa a ser denominada de 6rgao do esmalte que serad
responsavel pela formagdo do esmalte dentario. O ectomesénquima subjacente ao 6rgao do
esmalte passa a se chamar papila dentaria responsavel pela formagdo da dentina e polpa.
Circundando o germe em desenvolvimento observa-se uma condensacdo de células
ectomesénquimais que constituem o saco ou foliculo dental do qual irdo surgir o cemento,
0sso alveolar e ligamento periodontal. O 6rgdo do esmalte cresce mais rapidamente que a

papila resultando numa expansdo do mesmo sobre a papila caracterizando morfologicamente



a fase de capuz por assemelhar-se a um gorro (TEN CATE, 1998; KATCHBURIAN ;
ARANA, 1999, 2004).

Na fase de capuz o 6rgdo do esmalte encontra-se organizado da seguinte maneira:
epitélio externo do 6rgdo do esmalte que é formado por células cubicas e esta localizado na
borda convexa do 6rgdo do esmalte; epitélio interno do 6rgdo do esmalte que é formado por
células colunares de nucleo central e situadas na base concava do 6rgdo. Sdo as células do
epitélio interno que irdo diferenciar-se em ameloblastos para deposicdo de matriz de esmalte.
Entre o epitélio interno e externo comegam a aparecer espagos intercelulares que conferem as
células centrais do 6rgdo do esmalte um aspecto estrelado, razdo pela qual esta regido ¢
denominada de reticulo estrelado. Na regido onde os epitélios interno e externo se encontram
forma-se a al¢a cervical onde se encontra células indiferenciadas e numerosas figuras de

mitose (BHASKAR, 1989 ; TEN CATE, 1998 ; KATCHBURIAN ; ARANA, 1999, 2004).

A continuagdo do crescimento do germe dentario leva ao aprofundamento da
superficie inferior do capuz até que a agdo circundante e continua do 6rgdo do esmalte
envolva uma grande parte da papila dentaria garantindo ao germe dental a forma de um sino.
Por esta razdo umas das fases de desenvolvimento do dente ¢ denominada de fase de
campanula. Na fase de campanula, entre o epitélio interno e o reticulo estrelado surge uma
camada de epitélio escamoso composto por duas a Trés células achatadas denominado de
estrato intermediario (BHASKAR, 1989 ; TEN CATE, 1998). Estas células caracterizam-se
por exercer uma alta atividade de fosfatase alcalina, sendo essenciais para o desenvolvimento
do esmalte, provavelmente contribuindo para o processo de calcificacdo ou produzindo
substancias que sejam repassadas aos ameloblastos e destes para a matriz de esmalte durante a
amelogénese. Durante a fase de campanula, gragas a uma interagdo das células do 6rgao do
esmalte e da papila dentaria conhecida por indugdo reciproca, o epitélio interno do 6rgio do

esmalte dobra-se permitindo visualizar a forma da coroa do futuro dente em desenvolvimento



e, por esta razdo, esta fase pode ser conhecida como periodo de morfodiferenciagao

(KATCHBURIAN ; ARANA, 1999, 2004).

Na fase tardia de campanula, também chamada por alguns de fase de coroa, as células
do epitélio interno cessam a atividade mitdtica, inicialmente na regido das cuspides do dente
em formacdo. As células colunares baixas tornam-se colunares altas, depois de iniciado o
processo de diferenciagdo, originando os pré-ameloblastos. A medida que estas modifica¢des
morfoldgicas se estabelecem o epitélio interno parece induzir modificagdes na papila onde as
células periféricas tornam-se maiores e assumem uma forma colunar em palicada,
diferenciando-se em odontoblastos responsaveis pela deposicdo de dentina. O inicio da
deposicdo da matriz de dentina caracteriza o fim da fase de campanula e o inicio da fase de
coroa (KATCHBURIAN ; ARANA, 1999, 2004).

A fase de coroa corresponde o periodo em que os tecidos mineralizados da coroa do
futuro dente estdo se formando. Apo6s a deposi¢do da primeira camada de dentina do manto,
os pré-ameloblastos terminam sua diferenciagdo para ameloblastos assumindo todas as
caracteristicas de uma célula secretora. O processo de diferenciagdo dos pré-ameloblastos e
conseqiiente produgdo do esmalte acompanha o sentido da diferenciacdo dos odontoblastos e
sucessiva produ¢do de dentina, iniciando na ponta das cuspides estendendo-se gradualmente

em direcdo a area cervical do futuro dente (TEN CATE, 1998).

3.2 Amelogénese

Em sendo o 6rgao do esmalte a por¢ao de origem epitelial do germe dentario, ¢ funcao
das células e estruturas que o formam dar origem ao esmalte dentario através de um processo
conhecido por amelogénese. Embora seja um processo continuo, a amelogénese pode ser

dividida em estagios a depender das caracteristicas assumidas pelos ameloblastos: estagio de



diferenciagdo, secretor, maturagdo e prote¢do. A diferenciagdo dos ameloblastos compreende
o processo de especializagdo dessas células a partir do epitélio interno do 6rgdo do esmalte,
passando por um tipo celular intermediario, o pré-ameloblasto. A diferenciagdo de pré-
ameloblasto para ameloblasto constitui um processo de preparagdo do primeiro para a sintese
de esmalte (REITH, 1960,1961; KALLEMBACH, 1966; REITH, 1967; KALLEMBACH,
1968; REITH, 1970).

Durante a fase de campanula a por¢do da célula que pertencente ao epitélio interno do
orgao do esmalte voltada para membrana basal apresenta uma quantidade pequena de reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), grande quantidade de ribossomos livres e alguns sacos de
Golgi rodeados de vesiculas (KATCHBURIAN ; HOLT, 1972). A diferencia¢do para pré-
ameloblasto comega com a mudanga de polaridade celular (polarizagao invertida), migragao
do nucleo das células do epitélio interno do 6rgdo do esmalte, inicialmente voltados para
superficie dentinaria, em direcdo ao pdlo voltado para o estrato intermediario, constituindo o
novo polo proximal. Estas células aumentam de tamanho, o complexo de Golgi inicia uma
migracdo para a por¢do distal da célula. Na fase final de diferenciacdo, os pré-ameloblastos
tornam-se mais altos, colunares e polarizados passando a denominar-se de ameloblastos. O
RER torna-se mais desenvolvido, o complexo de Golgi atinge a por¢ao distal do citoplasma, o
nucleo apresenta-se no terco proximal da célula (REITH, 1961; KALLENBACH, 1971;
KATCHBURIAN ; HOLT 1972). Apo6s a produgdo da dentina do manto, a membrana basal
comeca a desaparecer. Desse modo, os pré-ameloblastos poderdo fazer contato com os
odontoblastos secretores jovens ¢ com elementos da matriz dentinaria, tendo sido atribuido
um papel indutor a estes contatos na diferenciacdo terminal dos pré-ameloblastos em
ameloblastos (KATCHBURIAN ; BURGESS, 1977).

Embora ameloblastos jovens ou em fase final de diferenciagdo mostrem evidéncias de

atividade sintética, a deposi¢do de matriz de esmalte a partir de sua por¢do distal s6 ocorre



quando o citoplasma dessas células adquire o aparato secretor completamente desenvolvido.
Durante o estdgio secretor, as proteinas da matriz do esmalte sdo sintetizadas no RER,
concentradas no complexo de Golgi, onde poderdo receber glicosilagdo ou fosforilagdao para
serem transportadas ao polo distal dos ameloblastos. Dois tipos de glicoproteinas tém sido
identificadas: enamelinas ¢ amelogeninas. As amelogeninas sdo maiores, mais abundantes
além de serem degradadas e absorvidas por processo de endocitose através do processo de
Tomes. Os ameloblastos completamente diferenciados perdem a capacidade de se dividir e
figuras mitoticas ndao sdo mais observadas (MARSLAND, 1951; KATCHBURIAN ; HOLT,
1972; ROBINSON et al., 1983).

O inicio da secrecdo segue a remocao da lamina basal e a mineralizag¢do inicial da
dentina. A medida em que mais esmalte for depositado, os ameloblastos continuam se
retraindo deixando para traz um processo citoplasmatico em forma de cone, o processo de
Tomes, imerso no esmalte recentemente depositado. Apods a secre¢do do esmalte, o restante
dos granulos de secrecdo que estdo contidos no citoplasma distal fundem-se com a superficie
distal da célula produzindo uma fina camada de esmalte aprismatico. As células perdem o
processo de Tomes e iniciam um processo semelhante a um colapso intracelular (REITH,
1960, 1967, KATCHBURIAN ; HOLT, 1972; MATTIHESSEN ; ROMERT 1980;
KATCHBURIAN ; BURGESS, 1983).

Assim que os ameloblastos iniciam o processo de sintese de matriz de esmalte, o
reticulo estrelado inicia um processo de involugio (BARATELLA-EVENCIO, 1995) que ¢é
caracterizado por alteragdes que comecgam nas células localizadas nas adjacéncias do epitélio
externo do 6rgao do esmalte avangando gradualmente em dire¢@o ao epitélio interno. Durante
o processo involutivo as células do reticulo estrelado aproximam-se cada vez mais umas das
outras até comecarem a desaparecer (PANNESE, 1961). O epitélio externo apresenta-se com

sua superficie descontinua acomodando vasos sanguineos nos espagos que surgem. No



interior do reticulo estrelado surgem células semelhantes a macréfagos os quais poderiam
estar envolvidos no englobamento ou remog¢ao da matriz intercelular ndo degradada durante a
involugdo do reticulo estrelado (BARATELLA-EVENCIO, 1995).

Com o avancar da odontogénese a nutricdo dos ameloblastos fica comprometida
gracas a deposi¢do de matriz de dentina que cria uma barreira para passagem de nutrientes
entre a papila dentaria e o epitélio interno do 6rgdo do esmalte. Desta maneira 0s vasos
sanguineos parecem invadir o 6rgdo do esmalte pelo reticulo estrelado para suprir as
necessidades das células que compdem o epitélio interno (SISCA; PROVENZA ;
FISCHLSCHWEIGER, 1967; LIAO, 1978 ; SASAKI ; GARANT, 1986).

Uma vez depositada toda a espessura de esmalte, os ameloblastos sofrem
modifica¢des ligadas a sua nova fun¢do na maturacido deste tecido. Durante o estagio de
maturagdo eles desenvolvem uma borda estriada na extremidade distal a qual compreende
varias invaginagdes na superficie da membrana, continuas umas as outras, delimitando varios
canais dilatados e tubulares (SMITH, 1979). A maturagdo consiste na remo¢ao do excesso de
conteudo orgénico e o influxo de sais minerais em relacdo a matriz de esmalte previamente
depositada. Consiste na remog¢ao de proteinas, principalmente as amelogeninas degradadas e a
agua do esmalte concomitantemente com o crescimento do cristal para formar o esmalte
maduro. Dessa maneira, a matriz de esmalte no final da sintese contém aproximadamente
35% de sais minerais ¢ o restante de dgua e material organico. No final do estagio de
maturagdo o esmalte ja maduro contém 96% de sais de calcio e 2% de matéria organica
(DEAKINS, 1942).

Uma vez completada a maturacdo do esmalte, os ameloblastos perdem as suas
invaginagdes da superficie distal, a qual torna-se definitivamente lisa. A altura das células
diminui transformando-se em células ctbicas que secretam um material semelhante a lamina

basal entre as células do epitélio externo e o foliculo dental adjacente. O material é depositado



sobre o esmalte recém formado e hemidesmossomas surgem para ligar os ameloblastos a essa
lamina basal. Outros componentes do 6rgao do esmalte que na fase de maturagdo mostram-se
francamente reduzidos perdem por completo sua identidade. Estabelece-se assim, com uma
camada de ameloblastos protetores, o epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte, estrutura que
reveste a coroa do dente até sua erup¢do na cavidade oral, separando-a do conjuntivo
adjacente caracterizando a fase protetora e finalizando a amelogénese (KATCHBURIAN ;

ARANA, 2004).

4 Papel da serotonina na odontogénese

A odontogénese em camundongos tem inicio a partir do 9° dia de vida fetal e o inicio
da fase de botdo comeca por volta do 12° dia de vida fetal. Neste periodo a administracdo de
drogas tem efeito teratogénico potencial (ROSLINDO et al. , 2002). Estudos realizados em
animais revelam a presenca de sitios de captagdo de serotonina na regido craniofacial em
sincronia com o0s principais eventos morfogenéticos desta regido, incluindo o
desenvolvimento dos dentes (LAUDER ; ZIMMERMAN, 1988). A descoberta da presenga de
serotonina no interior do mesénquima dental (LAUDER ; ZIMMERMAN, 1988) e epitélio
dental (MOISEIWITSCH ; LAUDER, 1996) foi importante para a hipotese da participacao da
serotonina no desenvolvimento dos dentes. Esta possibilidade foi retomada quando se
encontrou a expressao do RNAm do receptor serotoninérgico 5-HT3 no epitélio dental de um
germe na fase de botdo (TECOTT et al., 1995) e dentro da papila dentaria no estagio de
campanula (JOHNSON ; HEINEMANN, 1995). A presenca de receptores nestes dois tecidos
mostra que a serotonina esta envolvida em interacdes epitélio-mesenquimais importantes

(SHUEY et al., 1993).



O papel da serotonina no desenvolvimento dos dentes foi estudado por Moiseiwitsch ;
Lauder (1996) utilizando meios de cultura obtidos a partir de mandibulas de ratos
(Mandibular Explant Cultures) onde os tecidos em desenvolvimento, incluindo os do germe
dental, foram expostos a diferentes concentragdes de serotonina isoladamente ou combinada
com fluoxetina. Em seus resultados ou autores relatam que a 5-HT exerce um forte papel
estimulador sobre o desenvolvimento do germe dental desempenhando as seguintes agoes: (1)
age sobre o 6rgdo do esmalte induzindo a formacao da papila dentaria e originando o estagio
de capuz; (2) age sobre a papila dentéria induzindo o 6rgao do esmalte a se diferenciar em
quatro estruturas distintas (epitélio externo e interno, reticulo estrelado e estrato
intermediario) originando o estdgio de campanula e (3) indugdo de pré-ameloblastos e pré-
odontoblastos constituindo o primeiro estdgio de citodiferenciagdo que ocorre durante o
desenvolvimento do germe dental. Ainda no presente trabalho relatam que a habilidade da
fluoxetina em inibir o efeito estimulador da 5-HT sobre a odontogénese esta relacionada a
existéncia de sitios de captagdo de serotonina na papila dentéria.

O efeito morforegulador da serotonina sobre determinado tecido pode ser exercido de
forma direta ou indireta, através da acao sobre moléculas morforeguladoras como a proteina
S-100 beta, uma proteina ligada ao calcio, e a tenascina, molécula da matriz extracelular.
Altas concentragdes de 5-HT inibem a acdo destas proteinas morforeguladoras
(MOISEIWITSCH et al., 1998). A acdo indireta da serotonina no desenvolvimento dos dentes
pela regulacdo destas moléculas se daria gracas a presenga da tenascina na jungdo do
ectoderma com o mesénquima na embriogénese (VIANIO et al.,, 1989), incluindo o
mesénquima do germe dental nas fases de capuz e campanula, e da S-100 beta no
mesénquima dental durante o estagio de campanula, no entanto esta possibilidade nao foi
comprovada por Moiseiwitsch et al. (1998) que comprovaram o efeito direto exercido pela

serotonina sobre a morfogénese dental mediado pela captagdo intracelular e/ou ativacdo de



receptores 5S-HT 4 e 5-HT3. Os receptores do tipo 5-HT ;s foram encontrados tanto mo estagio
de botdo quanto na fase de campanula. Na fase de botdo 5-HT;4 foi encontrado no epitélio e
mesénquima dental enquanto na fase de campanula foi observada a sua presenca no interior
do epitélio dental, desenvolvimento do osso alveolar, mas nao foi visto no mesénquima dental
(MOISEIWITSCH et al., 1998).

A pesquisa por receptores serotoninérgicos envolvidos no desenvolvimento de
diferentes tecidos embrionarios foi estudada por Lauder et al. (2000) utilizando para este fim
anticorpos especificos. A descoberta de receptores 5-HTa, 5-HT,p, 5-HT¢ foi comprovada
durante a morfogénese de uma variedade de tecidos embrionarios como as células das cristas
neurais, mesénquima e epitélio craniofacial, endocardio, miocardio, musculo esquelético,
cartilagem e dentes. A presenga dos receptores 5-HT,4, 5-HT2p, 5-HT,¢ € mais um achado
que sustenta a participagdo da serotonina durante a odontogénese.

Baseado nas evidéncias de que o sistema serotoninérgico estd associado ao
desenvolvimento de diferentes tecidos mediando interagcdes epitélio-mesenquimais
importantes, justifica-se a realizagdo deste trabalho com propdsito de estudar o papel da

fluoxetina no desenvolvimento do Orgdo do Esmalte durante a Amelogénese.



OBJETIVOS



1 Objetivo geral

Observar os aspectos morfologicos do o6rgao do esmalte em ratos tratados com

fluoxetina através da microscopia optica de rotina.

2 Objetivos especificos

e Analisar os aspectos morfologicos do 6rgdo do esmalte em germes dentdrios de
primeiros molares de ratos tratados com fluoxetina desde a fase de capuz até a fase de
maturagao do esmalte.

e Avaliar a cronologia do desenvolvimento de germes dentarios de primeiros molares
superiores de ratos tratados com fluoxetina.

e Verificar a presenca de agenesia dentaria de germes dentarios de primeiros molares

superiores em ratos tratados com fluoxetina.



METODOLOGIA



1 Animais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar da colonia do Departamento de
Nutri¢do da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais receberam a dieta padrao do
biotério (LABINA - Purina do Brasil S/A) e agua ad libitum. Foram mantidos em sala com
temperatura de 23 +/- 2° C e ciclo de claro e escuro de 12:12 (claro das 06 as 18 horas e
escuro das 18 as 06 horas).

Para obten¢dao de neconatos, realizaram-se acasalamentos entre animais adultos na
proporcao de um macho para duas fémeas. A gravidez foi diagnosticada através da realizacao
de esfregaco vaginal e posterior observacdo da presenga de espermatozoides, associada ao
acompanhamento de ganho de peso corporal. Para a observagdo da presenca ou nao de
espermatozodides as preparagdes foram coradas por uma solucdo de violeta de genciana
(cloreto de metil-rosanilina) a 0,6% durante 01 minuto e analisadas em microscopia de luz.
Uma vez detectada a presenca de espermatozodides a fémea era considerada prenhe sendo este

dia considerado como dia zero de sua prenhez.

Foram utilizados 36 animais divididos em dois grupos: experimental e controle com
18 animais cada. Cada grupo de 18 animais foi dividido em 06 subgrupos (SB) com 03
animais de acordo com a idade de eutanasia. As idades de eutandsia foram estipuladas com o
objetivo de observar o desenvolvimento do 6rgao do esmalte o mais cedo possivel. Foram
eutanasiados animais com 17 e 19 dias de vida intra-uterina (V.I.U.), primeiro, terceiro,
quinto e décimo dia de vida pos-parto. Os animais de cada subgrupo foram obtidos de fémeas
tratadas com doses didrias de fluoxetina ou solugdo salina a partir do primeiro dia de gestacao

(primeiro dia apos o dia zero de sua prenhez).



2 Grupos de estudo

e  Grupo tratado (GT)

GT

Fluoxetina
10 mg/kg

SB; SB, SB; SB4 SBs SB¢
17° V.I.U 19° V.I.U 1 dia 3 dias 5 dias 10 dias
n=23 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

e  Grupo controle (GC)

I I I I I 1
SB; SB, SB; SB, SBs SBg

17° V.I.U 19°V.I.U 1 dia 3 dias 5 dias 10 dias
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3




3 Tratamento dos animais

Uma vez verificada a prenhez, as fémeas foram separadas e mantidas em gaiolas
individuais para serem submetidas ao tratamento estabelecido de acordo com o grupo de
estudo a que pertencer a partir do primeiro (dia 01) até o vigésimo dia de gestacdo. No grupo
experimental as fémeas foram tratadas diariamente com fluoxetina na dose de 10 mg/kg de
peso em um volume de 10 pl/g de peso, injetados por via subcutdnea sempre nos mesmos
horéarios e periodos estabelecidos para o grupo controle. No grupo controle as fémeas
receberam diariamente solugdo fisioldgica a 0,9% em aplicagcdes subcutaneas no volume de

10ul/g de peso, em horarios previamente estabelecidos (entre 07h e 08h).

4 Processamento laboratorial

Para obtencdo de animais com 17 e 19 dias de V.I.LU. as ratas prenhes foram
eutanasiadas apoOs anestesia por injecao intra-peritoneal de atropina (10 mg/kg) seguida, apos
10 minutos, da associagdo de quetamina (25 mg/kg) e xilazina (10mg/kg) também por via
intra-peritoneal. Para retirada dos fetos, as ratas gestantes foram colocadas em dectbito dorsal
para realizagdo de tricotomia e incisdo abdominal. Uma vez retirados os animais foram
imediatamente eutanasiados por decapitagdo e sua cabega colocada no fixador. Animais com
1, 3, 5 e 10 dias de vida foram previamente anestesiados com éter sulfirico, imediatamente
eutanasiados por decapitacdo e sua cabeca colocada em solucdo fixadora.

Para obtencdo da maxila do animal os animais foram decapitados através de incisdo
proxima a base do cranio, a mandibula removida e a arcada dentéria superior exposta. O

material foi fixado em solu¢do de Bouin, durante 48 horas a temperatura ambiente. A seguir



as pecas foram descalcificadas em solugdo aquosa de acido nitrico a 5% por um tempo
estabelecido de acordo com a idade do animal. Em animais com 17 ¢ 19 dias de V.I.U. e um
dia de vida pds-parto nao foi necessario realizar descalcificacdo. Os animais com trés, cinco e
dez dias de vida pds-parto foram submetidos a quatro, cinco e doze horas de descalcificagao
respectivamente. Apos descalcificagdo o material foi processado convencionalmente para
inclusdo em parafina na seguinte seqiiéncia: desidratacdo em uma série crescente de etanol
(70% a 100%, por 40 minutos cada); diafanizagdo com xilol (dois banhos de 40 minutos
cada); embebi¢do em parafina (3 banhos de 40 minutos cada) e inclusdo no mesmo material
(MICHALANNY, 1990).

Cortes histoldgicos longitudinais (coronais) foram obtidos através de um micrétomo
(LEICA RM 2125 RT) ajustado para Sum , utilizando-se navalha (LEICA 818). Os cortes
foram estirados em banho—maria histologico (ANCAP), dispostos em laminas untadas com
albumina de Mayer, colocados em estufa (J PROLAB 102) por aproximadamente 30 minutos
a 37°C para secagem do material. Os espécimes foram corados pela hematoxilina e eosina
(HE), tricromico de Masson e acido periddico de Schiff (P.A.S.), montados em Entellan
(MICHALANNY, 1990), observados e fotografados em microscopio de luz (OLIMPUS BX

50).

5 Analise morfolégica do érgao do esmalte

Para analise morfologica do 6rgdo do esmalte foi obedecido um sentido tnico de
analise do germe dentério em desenvolvimento. Todos os germes dentérios foram analisados a
partir da regido proxima ao epitélio oral primitivo, regido de pedinculo ou adjacente ao

mesmo, até a regido do epitélio interno. Foram observados detalhes referentes aos



componentes celulares de cada regido do 6rgdo do esmalte além de suas caracteristicas
estruturais: fase de desenvolvimento, forma das células, coloragdo, continuidade celular, tipo
celular, posi¢ao do nucleo, presenga de figuras de mitose e vasos sanguineos, ldmina basal,
deposicdo de matriz de esmalte.

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Experimentagdo Animal do
Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) de
onde recebeu parecer favoravel a sua execugdo de acordo com oficio n® 38/05 de 05 de julho

de 2005.



RESULTADOS



Em todas as amostras, tanto no grupo experimental quanto no controle, germes
dentarios se apresentam obedecendo a cronologia do desenvolvimento conforme dados
descritos na literatura. Da mesma forma nao foram observados casos de agenesia dentaria em
ambos os grupos de estudo. Para um melhor entendimento dos resultados morfoldgicos, cada

idade sera abordada separadamente através dos topicos a seguir:

1 Animais com 17 dias de vida intra-uterina

Os germes dentarios observados nesta idade, grupo experimental e controle,
encontram-se na fase de capuz unidos ao epitélio oral pelo pediculo (figuras 1 e 3). Nitida
condensagdo de ectomesénquima rodeando todo germe dentario e abaixo da concavidade do
orgdo do esmalte caracteriza a formagdo do foliculo dentdrio e papila dentaria
respectivamente. O 6rgdo do esmalte encontra-se bem definido formado pelo epitélio externo,
reticulo estrelado e epitélio interno delimitado do ectomesénquima por uma membrana basal
bem evidente e continua que circunda todo o 6rgao do esmalte desde a regido de pediculo até
sua concavidade caracteristica como mostram as figuras 5 ¢ 6 na coloragdao especial com
acido periddico de Schiff (P.A.S.), contra-corados com Hematoxilina. O epitélio externo
apresenta-se como uma continua camada de células prismaticas baixas com nucleos ovalados
cujas caracteristicas sdo mais nitidamente observadas na regido proxima ao pediculo (figuras
1 e 3). O reticulo estrelado encontra-se no inicio do desenvolvimento com o surgimento de
espacos intercelulares, estes mais discretos na periferia e maiores na regido central (figuras 1 e
3), apresentando células de morfologia variada e figuras de mitose (figuras 2 e 4). O epitélio
externo continua-se com o epitélio interno que se caracteriza pela presenga de uma continua
camada de células prismaticas baixas de nucleos ovalados. Figuras de mitose sdo observadas

ao longo da trajetéria dos epitélios do oOrgdo do esmalte (figuras 2 e 4).



Figura 1 - Fotomicrografia de germe dental de primeiro molar superior de rato com 17 dias de
V.I.U., grupo experimental. Observa-se germe dental na fase de capuz, mostrando sua concavidade
caracteristica. Pediculo (P); epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); epitélio interno (EI);
papila dentéria (PD); foliculo dentario (FD); figuras de mitose (FM). Coloracao H.E. +/- 100X.

Figura 2 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 17
dias de V.I.U., grupo experimental. Em maior aumento observa-se parte do 6rgdo do esmalte do
germe dental na fase de capuz. Epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); figuras de mitose
(FM); epitélio interno (EI). Coloragdo H.E. +/- 200X.
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Figura 3 - Fotomicrografia de germe dental de primeiro molar superior de rato com 17 dias de
V.I.U., grupo controle. Observa-se germe dental na fase de capuz, mostrando sua concavidade
caracteristica. Pediculo (P); epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); epitélio interno (EI);
papila dentéria (PD); foliculo dentario (FD); figuras de mitose (FM). Coloragao H.E. +/- 100X.

Figura 4 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 17 dias
de V.I.U., grupo controle. Em maior aumento observa-se parte do 6érgao do esmalte do germe dental
na fase de capuz. Epitélio externo (EE); figuras de mitose (FM); reticulo estrelado (RE); epitélio
interno (EI); papila dentaria (PD). Coloracao H.E. +/- 200X.
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Figura 5 - Fotomicrografia de germe dental de primeiro molar superior de rato com 17 dias de
V.ILU., grupo experimental. Observa-se germe dental na fase de capuz, mostrando-se com
concavidade caracteristica. Membrana basal (MB); pediculo (P); epitélio externo (EE); figuras de
mitose (FM); reticulo estrelado (RE); epitélio interno (EI); papila dentéaria (PD); foliculo dentario
(FD). Coloragao P.A.S. contra-corado com Hematoxilina +/- 100X.

Figura 6 - Fotomicrografia de germe dental de primeiro molar superior de rato com 17 dias de
V.L.U., grupo controle. Observa-se germe dental na fase de capuz, mostrando-se com concavidade
caracteristica. Membrana basal (MB); pediculo (P); epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE);
epitélio interno (EI); papila dentaria (PD); foliculo dentario (FD); figuras de mitose (FM).
Coloragao P.A.S. contra-corado com Hematoxilina +/- 100X.






2 Animais com 19 dias de vida intra-uterina

Os germes nesta idade, grupo experimental e controle, encontram-se na fase de capuz,
unidos ao epitélio oral primitivo pelo pediculo. O 6rgao do esmalte apresenta-se bem definido
formado pelo epitélio externo, reticulo estrelado e epitélio interno envolvendo um aglomerado
de células abaixo de sua concavidade que compdem a papila dentéria (figuras 7 ¢ 10). Em
maior aumento observa-se o epitélio externo formado por uma continua camada de células
que se continua com o epitélio interno na regido da futura alga cervical (figuras 8 e 11).
Figuras de mitose e vasos sanguineos, com hemacias em seu interior, aparecem em intimo
contato com o epitélio externo (figura 9). O reticulo estrelado encontra-se em
desenvolvimento composto por células estreladas (figuras 12 e 13), apresentando figuras de
mitose em seu interior (figuras 9 e 11). O epitélio interno ¢ formado por uma continua camada
de células prismaticas que se continua com o epitélio externo na regido da futura alga cervical
(figuras 8 e 11).

Quando corados pelo P.A.S. e contra-corados com Hematoxilina os germes dentarios
de ambos os grupos de estudo apresentam o oOrgdo do esmalte bem delimitado do
ectomesénquima por uma membrana basal bem evidente e continua que circunda todo o 6rgao

do esmalte desde a regido do pediculo até a sua concavidade caracteristica (figuras 12 e 13).



Figura 7 - Fotomicrografia de germe dental de primeiro molar superior de rato com 19 dias de
V.LU., grupo experimental. Observa-se germe dental na fase de capuz, mostrando sua concavidade
caracteristica mais acentuada. Tecido 6sseo (TO); Pediculo (P); epitélio externo (EE); reticulo
estrelado (RE); epitélio interno (EI); papila dentaria (PD); foliculo dentario (FD). Coloragdo H.E.
+/- 40X.

Figura 8 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 19 dias
de V.I.LU., grupo experimental. Em maior aumento observa-se parte do germe dental na fase de
capuz e sua concavidade. Pediculo (P); epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); epitélio
interno (EI); figuras de mitose (FM); papila dentaria (PD); vaso sangiiineo (VS). Colora¢cdo H.E.
+/- 100X.
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Figura 9 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 19 dias
de V.I.U., grupo experimental. Observa-se parte do 6rgdo do esmalte do germe dental na fase de
capuz. Epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); epitélio interno (EI); figuras de mitose (FM);
papila dentéria (PD); vasos sangiiineos (VS) e hemadcias (H). Coloragao H.E. +/- 200X.






Figura 10 - Fotomicrografia de germe dental de primeiro molar superior de rato com 19 dias de
V.1.U., grupo controle. Observa-se germe dental na fase de capuz com concavidade caracteristica.
Pediculo (P); epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); epitélio interno (EI); papila dentéria
(PD); foliculo dentario (FD). Coloragao H.E. +/- 100X.

Figura 11 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 19
dias de V.I.U., grupo controle. Em maior aumento observa-se parte do 6rgao do esmalte do germe
dental na fase de capuz. Pediculo (P); epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); figuras de
mitose (FM); epitélio interno (EI); papila dentaria (PD); vaso sangiiineo (VS). Coloragdo H.E. +/-
200X.
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Figura 12 — Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 19
dias de V.I.U., grupo experimental. Observa-se parte do germe dental na fase de capuz com sua
concavidade caracteristica. Membrana basal (MB); epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE);

epitélio interno (EI); papila dentaria (PD). Coloracdo P.A.S. contra-corado com Hematoxilina +/-
100X.

Figura 13 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 19
dias de V.I.U., grupo controle. Observa-se parte do germe dental na fase de capuz, mostrando-se
com concavidade caracteristica. Membrana basal (MB); pediculo (P); epitélio externo (EE); figura
de mitose (FM); reticulo estrelado (RE); epitélio interno (EI); papila dentdria (PD); vasos
sangiiineos (VS). Coloragdo P.A.S. contra-corado com Hematoxilina +/- 100X.






3 Animais com 1 dia de vida

Os germes observados nesta idade, grupo experimental e controle, encontram-se na
fase de coroa. Observa-se a formacdo de tecido Osseo ao redor dos germes em
desenvolvimento caracterizando a formagao da cripta 6ssea (figuras 14 e 17). Observa-se uma
diferenca entre os grupos de estudo com relacdo a presenca do pediculo e o fechamento da
cripta 6ssea. Nos animais do grupo experimental os germes encontram-se unidos ao epitélio
oral pelo pediculo e a cripta 6ssea ainda ndo se fechou. No grupo controle observa-se o
fechamento da cripta com auséncia de pediculo (figuras 14 ¢ 17).

O 6rgao do esmalte encontra-se bem delimitado formado pelo epitélio externo, reticulo
estrelado, epitélio interno (figuras 14 e 17). O epitélio externo encontra-se formado por uma
camada de células prismaticas descontinuas bem delimitadas do reticulo estrelado na regidao
do pediculo (regido de futura ctspide). Vasos sangiiineos do foliculo dentario sao encontrados
adjacentes ao epitélio externo em determinadas regides (figuras 15 e 18). O reticulo estrelado
mostra-se bem definido formado por células de aspecto estrelado e espago intercelular amplo.
Vasos sangliineos com hemacias em seu interior ¢ macrofagos podem ser observados nesta
regido (figuras 15 e 18). Adjacente ao reticulo estrelado e em intimo contato com as cé€lulas
do epitélio interno, observa-se uma delgada e continua camada de células achatadas que
compreende o estrato intermediario do 6rgao do esmalte (figuras 15 e 18).

O epitélio interno mostra-se formado por uma continua camada de células com
aspectos diferentes quando observadas na regido da futura ctspide em direcdo a regido de alga
cervical (14 e 16; 17 e 18). Na regido da futura ctspide os ameloblastos apresentam-se como
células cilindricas altas com ntcleos voltados para o estrato intermediario, além de estarem
sobre uma fina camada de matriz de esmalte ja4 depositada (figura 15 e 17). A medida que se

caminha em direcdo a alg¢a cervical, pelas vertentes da futura coroa, observa-se os pré-



ameloblastos que preservam a morfologia de células prismaticas altas de nucleos com
polarizagdo invertida compondo o epitélio interno sobre uma matriz de dentina (figuras 16 ¢
18). Mais adiante, ainda em dire¢do a regido de alga cervical, as células do epitélio interno
apresentam-se como prismaticas baixas (cubdides) de nicleo basal, voltado para as células da
papila dentaria (figuras 16 e 18).

Na regido equivalente a futura cuspide a matriz de dentina se interpde entre as células
da papila dentaria e a matriz de esmalte. Logo abaixo da matriz de dentina observam-se os
odontoblastos com aspecto prismatico alto e dispostos em palicada mais superficialmente na

papila dentaria (figura 14 ¢ 17).



Figura 14 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 01 dia
de vida, grupo experimental. Observa-se parte do germe dental na fase de coroa com presenca da
aca cervical. Pediculo (P); tecido dsseo (TO); epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); epitélio
interno (EI); ameloblastos (A); matriz de esmalte (ME); matriz de dentina (MD); odontoblastos
(O); alga cervical (AC); papila dentéria (PD). Coloragdao H.E. +/- 40X.

Figura 15 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 01 dia
de vida, grupo experimental. Observa-se parte do germe dental na fase de coroa na regido de ponta
de futura cuspide. Epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); macréfago (M); estrato
intermediario (ET); epitélio interno (EI); ameloblastos (A); matriz de esmalte (ME); matriz de
dentina (MD); odontoblastos (O) Colora¢ao H.E. +/- 100X.
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Figura 16 — Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 01
dia de vida, grupo experimental. Observa-se parte do germe dental na fase de coroa na regido
proxima a alga cervical. Epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); estrato intermediario (ET);
pré-ameloblastos (PA); matriz de dentina (MD); odontoblastos (O) Coloragao H.E. +/- 100X.
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Figura 17 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 01 dia
de vida, grupo controle. Observa-se parte do germe dental na fase de coroa. Tecido 6sseo (TO);
epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); epitélio interno (EI); ameloblastos (A); matriz de
esmalte (ME); matriz de dentina (MD); odontoblastos (O); papila dentaria (PD); vaso sangiiineo
(VS). Coloragao H.E. +/- 40X.

Figura 18 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 01 dia
de vida, grupo controle. Em maior aumento observa-se parte do germe dental na fase de coroa na
regido proxima a alca cervical. Epitélio externo (EE); macrofago (M); ameloblastos (A); matriz de
esmalte (ME); matriz de dentina (MD); odontoblastos (O); pré-ameloblastos (PA); vaso sangiiineo
(VS). Coloragao H.E. +/- 100X.



e




4 Animais com 3 dias de vida

Os germes dentarios nesta idade, grupo experimental e controle, encontram-se na fase
de coroa. Observa-se a formacdo de tecido 6sseo ao redor dos germes em desenvolvimento
caracterizando a formagdo da cripta dssea (figuras 19 e 21). Também nesta idade observa-se
uma diferenga entre os grupos de estudo com relacao a presenca do pediculo e o fechamento
da cripta Ossea. Nos animais do grupo experimental os germes encontram-se unidos ao
epitélio oral pelo pediculo e a cripta 6ssea ainda ndo se fechou. No grupo controle observa-se
o fechamento da cripta com auséncia de pediculo (figuras 19 e 21).

As caracteristicas do orgao do esmalte apresentadas pelos germes dentais em
desenvolvimento sao semelhantes as da idade anterior, porém mais evidentes e desenvolvidas.
O orgdo do esmalte encontra-se bem definido, formado pelo epitélio interno, externo e
reticulo estrelado (figuras 19 e 21). O epitélio externo mostra-se formado por uma camada
descontinua de células prismaticas baixas bem delimitadas do reticulo estrelado na regido do
pediculo (figuras 20 e 22). O reticulo estrelado mostra-se formado por células de morfologia
estrelada e espaco intercelular amplo podendo apresentar alguns macroéfagos no seu interior.
Nestes espacos descontinuos observam-se muitas vezes vasos sanguineos provenientes do
foliculo dentario em direcdo ao reticulo estrelado (figuras 20 e 25). Adjacente ao reticulo
estrelado e em intimo contato com as células do epitélio interno, observa-se uma delgada e
continua camada de células achatadas que compreende o estrato intermedidrio (figuras 20 e
22).

No epitélio interno observa-se uma continua camada de células com caracteristicas
diferentes quando observadas da regido da futura cuspide em diregdo a regido de alca cervical
(figuras 19 e 21). Na futura cuspide os ameloblastos apresentam-se como células prismaticas

altas de nucleos com polarizagdo invertida. Observa-se uma maior quantidade de matriz de



esmalte depositada em relacdo a idade anterior representada por uma faixa de coloragdo
vermelha escura (figura 19) ou roxa (figura 21) logo abaixo dos ameloblastos no epitélio
interno. Conseqiientemente um nimero maior de ameloblastos também ¢ observado no
epitélio interno do 6rgdo do esmalte. Observando do equivalente a regido da futura ctspide
em dire¢do a alga cervical, apresentam-se os pré-ameloblastos de forma prismatica e nucleos
voltados para o estrato intermediario. Mais adiante as células do epitélio interno apresentam-
se como células baixas de nucleo basal voltado para as células da papila dentaria (figuras 19 e

20; 21 € 22).



Figura 19 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 03
dias de vida, grupo experimental. Observa-se parte do germe dental na fase de coroa com 6rgao do
esmalte bem definido. Pediculo (P); tecido 6sseo (TO); epitélio externo (EE); reticulo estrelado
(RE); matriz de esmalte (ME); matriz de dentina (MD); epitélio interno (EI); pré-ameloblastos
(PA); odontoblastos (O); papila dentéria (PD). Coloragcdo H.E. +/- 40X.

Figura 20 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 03
dias de vida, grupo experimental. Em maior aumento observa-se o terco médio do 6rgdo do esmalte
no germe dental na fase de coroa. Epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); macréfagos (M);
estrato intermediario (ET); matriz de esmalte (ME); matriz de dentina (MD); odontoblastos (O);
vaso sangiiineo (VS). Colorag¢dao H.E. +/- 100X.






Figura 21 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 03
dias de vida, grupo controle. Observa-se parte do germe dental na fase de coroa com 6rgao do
esmalte bem definido. Tecido 6sseo (TO); epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); matriz de
esmalte (ME); ameloblastos (A); matriz de dentina (MD); odontoblastos (O); vaso sangiiineo (VS);
alca cervical (AC); papila dentéria (PD). Coloragao H.E. +/- 40X.

Figura 22 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 03
dias de vida, grupo controle. Em maior aumento observa-se o terco médio do 6rgdo do esmalte no
germe dental na fase de coroa. Epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); estrato intermediario
(ET); pré-ameloblastos (PA); ameloblastos (A); matriz de esmalte (ME); odontoblastos (O); matriz
de dentina (MD); vasos sangiiineos (VS). Coloracao H.E. +/- 100X.






5 Animais com 5 dias de vida

Os germes observados nesta idade, grupo experimental e controle, encontram-se na
fase de coroa. Observa-se a formacdo de tecido Osseo ao redor dos germes em
desenvolvimento caracterizando a formacgdo da cripta 6ssea (figuras 23 e 26). A partir desta
idade nao ha diferenga entre os grupos de estudo com relagdo a presenca do pediculo e o
fechamento da cripta 6ssea. Nos animais do grupo experimental e controle a cripta dssea
encontra-se totalmente fechada ndo havendo a presenc¢a do pediculo unindo os germes ao
epitélio. O 6rgao do esmalte encontra-se bem definido formado pelos epitélios interno e
externo, reticulo estrelado e estrato intermediario (figuras 23 e 26).

O epitélio externo apresenta-se como uma camada descontinua de células prismaticas
baixas cuja delimitagdo em relagdo as células do reticulo estrelado e vasos do foliculo
dentario ndo ¢ bem evidente (figuras 25 e 27). O reticulo estrelado mostra-se formado por
células de aspecto estrelado e amplo espago intercelular, embora apresente uma involugdo em
relagdo a idade anterior, podendo apresentar alguns macréfagos e vasos sanguineos com
hemacias em seu interior (figuras 24 e 28). Adjacente ao reticulo estrelado encontra-se o
estrato intermediario do 6rgao do esmalte formado por uma delgada e continua camada de 2 a
3 células achatadas (figuras 25 e 28).

O epitélio interno apresenta-se como uma continua camada de células representada, do
equivalente da futura cuspide para a alga cervical, pelos ameloblastos, pré-ameloblastos e
células mais baixas de nucleo basal na regido da alca cervical (figuras 23 e 26; 24 ¢ 27). A
deposicdo de matriz de esmalte ocorre respeitando a ordem de maior quantidade na regido da
futura cuspide em relagdo as demais regides. Em algumas secg¢des € possivel observar os
processos de Thomes emitidos pelos ameloblastos durante a deposicao da matriz de esmalte

(figura 28). A matriz de esmalte esta representada por uma faixa vermelha logo abaixo dos



ameloblastos do epitélio interno e acima da matriz de dentina que se apresenta como uma
faixa azul sobre os odontoblastos quando se utilizou coloragdo especial pelo tricromico de

Masson (figuras 29 e 30).



Figura 23 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 05
dias de vida, grupo experimental. Observa-se parte do germe dental na fase de coroa com 6rgdo do
esmalte bem definido em regido de futura ponta de cuspide. Tecido 6sseo (TO); epitélio externo
(EE); reticulo estrelado (RE); ameloblastos (A); matriz de esmalte (ME); matriz de dentina (MD);
odontoblastos (O); al¢a cervical (AC); papila dentaria (PD). Coloracao H.E. +/- 40X.

Figura 24 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 05
dias de vida, grupo experimental. Em maior aumento observa-se parte do germe dental na fase de
coroa na regido proxima a alga cervical. Epitélio externo (EE); ameloblastos (A); pré-ameloblastos
(PD); odontoblastos (O); al¢a cervical (AC); vasos sangiiineos (VS); macréfago (M); estrato
intermediério (ET). Coloragdo H.E. +/- 100X.
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Figura 25 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 05
dias de vida, grupo experimental. Observa-se o terco médio do 6rgao do esmalte no germe dental na
fase de coroa. Epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); estrato intermediario (ET);

ameloblastos (A); matriz de esmalte (ME); odontoblastos (O); matriz de dentina (MD). Coloragao
H.E. +/- 100X.
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Figura 26 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 05
dias de vida, grupo controle. Observa-se parte do germe dental na fase de coroa com 6rgao do
esmalte bem definido na regido da futura cuspide. Tecido 6sseo (TO); epitélio externo (EE);
reticulo estrelado (RE); ameloblastos (A); matriz de esmalte (ME); matriz de dentina (MD);
odontoblastos (O); papila dentaria (PD); vaso sangiiineo (VS). Coloragao H.E. +/- 40X.

Figura 27 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 05
dias de vida, grupo controle. O Em maior aumento observa-se parte do germe dental na fase de
coroa na regido proxima a alga cervical. Epitélio externo (EE); ameloblastos (A); matriz de esmalte
(ME); pré-ameloblastos (PA); odontoblastos (O); matriz de dentina (MD); vasos sangiiineos (VS);
estrato intermediario (ET). Colora¢ao H.E. +/- 100X.
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Figura 28 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 05
dias de vida, grupo controle. Em maior aumento observa-se parte do germe dental, terco médio, na
fase de coroa. Epitélio externo (EE); reticulo estrelado (RE); macréfago (M); ameloblastos (A);
matriz de esmalte (ME); processos de Thomes (PT); vaso sangiiineo (VS); estrato intermediario
(ET). Coloragao H.E. +/- 200X.






Figura 29 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 05
dias de vida, grupo experimental. Observa-se parte do germe dental na fase de coroa com 6rgdo do
esmalte bem definido na regido da futura cuspide. Tecido 6sseo (TO); epitélio externo (EE);
epitélio interno (EI); reticulo estrelado (RE); ameloblastos (A); matriz de esmalte (ME);

odontoblastos (O); matriz de dentina (MD); papila dentaria (PD). Coloragdo tricromico de Masson
+/- 40X.

Figura 30 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 05
dias de vida, grupo controle. Observa-se parte do germe dental na fase de coroa com 6rgao do
esmalte bem definido. Tecido 6sseo (TO); epitélio externo (EE); epitélio interno (EI); reticulo
estrelado (RE); ameloblastos (A); matriz de esmalte (ME); odontoblastos (O); matriz de dentina
(MD); papila dentéria (PD); Coloragao tricromico de Masson +/- 40X.






6 Animais com 10 dias de vida

Os germes dentarios nesta idade, grupo experimental e controle, encontram-se na fase
final de coroa em transi¢ao para fase de raiz com a deposicdo de tecido mineralizado
chegando até a regido da alga cervical (figuras 31 e 33). O 6rgdo do esmalte encontra-se bem
definido, mas em virtude da evolu¢ao da amelogénese algumas alteragdes estruturais podem
ser notadas. A delimitagdo do epitélio externo com o reticulo estrelado mostra-se dificil pois o
reticulo involuiu em decorréncia do desenvolvimento do germe dentario. O estrato
intermediario continua formado por uma camada de 2 a 3 células achatadas em intimo contato
com epitélio interno adjacente. O epitélio interno ¢ composto em quase toda sua extensao por
ameloblastos que se apresentam como células prismaticas altas com nucleos de polarizagao
invertida (figuras 31 e 32; 33 e 34). A quantidade de matriz de esmalte depositada envolve
quase todo o germe dentario em desenvolvimento e, na regido mais proxima aos ameloblastos,
observa-se os processos de Thomes (figuras 32 e 34).

A quantidade de matriz de dentina depositada envolve todo o germe dentario chegando
até a regido de alga cervical. Abaixo da dentina observa-se os odontoblastos emitindo
prolongamentos citoplasmaticos em dire¢ao a matriz de dentina conhecidos como fibrilas de

Thomes (figuras 32 ¢ 34).



Figura 31 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 10
dias de vida, grupo experimental. Observa-se parte do germe dental na fase final de coroa com
6rgdo do esmalte bem definido. Tecido dsseo (TO); epitélio interno (EI); ameloblastos (A); matriz
de esmalte (ME); odontoblastos (O); matriz de dentina (MD); papila dentéria (PD); alca cervical
(AC). Coloragao H.E. +/- 40X.

Figura 32 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 10
dias de vida, grupo experimental. Em maior aumento observa-se parte do germe dental na fase final
de coroa com o6rgdo do esmalte bem definido na regido de futura ctspide. Estrato intermediario
(ET); ameloblastos (A) e processos de Thomes (PT); matriz de esmalte (ME); odontoblastos (O) e
fibrilas de Thomes (FT); matriz de dentina (MD); papila dentiria (PD); vaso sangiiineo (VS).
Coloracao H.E. +/- 100X.
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Figura 33 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 10
dias de vida, grupo controle. Observa-se parte do germe dental na fase final de coroa com 6rgdo do
esmalte bem definido. Tecido 6sseo (TO); epitélio interno (EI); ameloblastos (A); matriz de esmalte

(ME); odontoblastos (O); matriz de dentina (MD); papila dentdria (PD); al¢a cervical (AC).
Coloracao H.E. +/- 40X.

Figura 34 - Fotomicrografia de parte do germe dental de primeiro molar superior de rato com 10
dias de vida, grupo controle. Em maior aumento observa-se parte do germe dental na fase final de
coroa com orgdo do esmalte bem definido na regido da futura cuspide. Estrato intermediario (ET);
ameloblastos (A) e processos de Thomes (PT); matriz de esmalte (ME); odontoblastos (O) e fibrilas
de Thomes (FT); matriz de dentina (MD); papila dentéria (PD). Coloragdao H.E. +/- 100X.






DISCUSSAO



Observando-se a evolugdo do 6rgdo do esmalte em cada idade estudada neste trabalho,
verifica-se que o desenvolvimento do mesmo ocorre sem alteragdes morfologicas em relacao
ao grupo controle. A partir do 17° dia de V.I.U., observamos germes na fase de capuz com as
regides do orgdo do esmalte bem delimitadas nos dois grupos de estudo, preservando suas
principais caracteristicas estruturais. Desde entdo o desenvolvimento do germe ocorre
normalmente continuando no estagio de capuz em animais com 19 dias de V.I.U. passando ao
estagio de coroa ou campanula avancada em animais com 01, 03, 05 ¢ 10 dias de vida
apresentando as caracteristicas pertinentes a cada fase da odontogénese (BHASKAR, 1989 ;
TEN CATE, 1998 ; MILETICH ; SHARPE, 2003 ; KATCHBURIAN ; ARANA, 2004).

A partir do primeiro dia de vida ocorre deposi¢ao de matriz de esmalte e dentina na
regido da futura cuspide do dente em desenvolvimento tanto no grupo experimental quanto no
controle. E possivel observar que a amelogénese esteja ocorrendo em ambos os grupos de
estudo sem alteracdes morfologicas que possam comprometer a futura estrutura do esmalte
dentario maduro. O fato de o germe dentario apresentar desenvolvimento comum entre os
grupos, nas fases de capuz e campanula, sugere que os processos de morfodiferenciagdo e
histodiferenciagdo estejam ocorrendo normalmente. O germe dentario desenvolve todo o
contorno comum a coroa do futuro dente, bem como, apresenta toda histodiferenciagao
necessaria para compor os tecidos dentarios, principalmente o esmalte (REITH, 1960,1961;
KALLEMBACH, 1966 ; REITH, 1967 ; KALLEMBACH, 1968 ; REITH, 1970). As células
da concavidade do orgdo do esmalte durante a diferenciagdo de epitélio interno para
ameloblasto mantiveram as mesmas caracteristicas estruturais indicando que a sintese e
maturagdo do esmalte estejam ocorrendo normalmente.

Ao iniciar a deposi¢do da matriz de dentina, por volta do primeiro dia de vida em
ambos os grupos de estudo, o 6rgdo do esmalte manteve o desenvolvimento do processo

involutivo caracterizado pela descontinuidade do epitélio externo, invasdao vascular e colapso



do reticulo estrelado. O processo involutivo do 6rgao do esmalte ocorre simultaneamente a
deposicdo da matriz de esmalte. Trata-se de mudangas nas caracteristicas das regides que
compdem o 6rgao do esmalte em virtude da evolugdo da amelogénese (PANNESE, 1961;
BARATELLA-EVENCIO, 1995). A descontinuidade do epitélio externo, a presenca de vasos
sanguineos em contato com o mesmo além da observacdo de macréfagos no interior do
reticulo estrelado em animais com 01, 03 e 05 dias de vida, em ambos os grupos de estudo,
caracteriza a existéncia do processo involutivo do reticulo estrelado no 6rgido do esmalte nos
germes dentarios estudados. Desta forma ndo ha alteragdes que comprometam a evolucao da
amelogénese nos animais dos dois grupos de estudo.

O inicio da secre¢do de matriz de esmalte inicia-se apds a deposi¢cdo da dentina do
manto. Este fendmeno inicia-se apos a retirada da membrana basal situada entre os pré-
ameloblastos e os odontoblastos permitindo o contato da matriz de dentina com os pré-
ameloblastos e a diferenciagdo destes em ameloblastos (KATCHBURIAN ; HOLT, 1972 ;
KATCHBURIAN ; BURGESS, 1977). Em ambos os grupos de estudo foi possivel observar a
presenga da membrana basal circundando o 6rgdo do esmalte em animais até 19 dias de
V.L.U. inclusive na sua concavidade caracteristica quando se observou os cortes corados em
P.A.S., contra-corados com Hematoxilina. Em animais a partir de 01 dia de vida ndo se
observou a presenca da membrana basal, caracteristica atribuida a presenga da matriz de
esmalte e dentina. A existéncia da membrana basal em ambos os grupos de estudo em animais
com 19 dias de V.I.U. e a sua auséncia em animais a partir de 01 dia de vida sugere que nao
ha diferengas quanto ao inicio da amelogénese entre os animais avaliados nos dois grupos de
estudo. Desta forma o uso da fluoxetina nao exerce influéncia sobre o inicio da amelogénese
na dose utilizada neste trabalho.

Uma vez depositada toda a espessura de esmalte dentario inicia-se o estagio de

maturagdo cujo processo culmina com o esmalte composto por 96% de sais de calcio e 2% de



matéria organica (DEAKINS, 1942 ; SMITH, 1979). A coloragdo feita com tricromico de
Masson sugere que ndo existam alteragdes na composi¢cdo organica da matriz de esmalte
depositada pela mesma intensidade de coloragdo. Desta forma ¢ possivel que o processo da
amelogénese esteja ocorrendo sem haver prejuizos para a composi¢do do esmalte com o uso
da fluoxetina. O uso desta coloragdo também nao evidenciou a presenga de matriz de esmalte
em animais com 19 dias de V.I.U., fato que apenas ocorreu no primeiro dia de vida nos dois
grupos de estudo. Esta observacao reforca a idéia de que a fluoxetina nao esteja exercendo
influéncia sobre o desenvolvimento normal da amelogénese.

Diferengas com relagdo ao fechamento da cripta 6ssea e auséncia do pediculo quando
comparados grupo experimental e controle foram observadas. Nos animais do grupo controle
a cripta 6ssea ja se encontra formada a partir do primeiro dia de vida estando o germe dentario
no interior de sua cripta dssea sem contato com o epitélio oral. No grupo experimental os
animais no primeiro dia de vida ainda ndo apresentam suas criptas 6sseas fechadas, fendmeno
que s6 vai ser observado nos animais com cinco dias de vida em ambos os grupos de estudo.
Por ndo ser objeto deste estudo uma analise do comportamento do tecido 6sseo na formagao
da cripta 6ssea alveolar, fica apenas a observacao de que houve um retardo no fechamento da
cripta 6ssea nos animais tratados com fluoxetina em comparagdo ao grupo controle. Estes
dados sugerem a interferéncia da fluoxetina no desenvolvimento 6sseo da cripta Ossea
alveolar que, de alguma maneira pode influir no mecanismo de erupc¢io dentaria, entretanto
nossa metodologia ndo permite nenhuma conclusdo a respeito da influéncia da fluoxetina na
fase de erupcao do dente em desenvolvimento.

O fato de que os neurotransmissores apresentem fungdes de ndo—transmissao durante o
desenvolvimento ¢ decorrente da precoce presenga dessas substincias durante as fases da
embriogénese (BUZNIKOV et al. 1996, 2001). O sistema serotoninérgico destaca-se entre os

sistemas de neurotransmissores envolvidos na modulagdo do desenvolvimento e crescimento



promovendo a regulacao de interagdes epitélio-mesenquimais importantes podendo provocar
alteracdes de crescimento ¢ desenvolvimento em muitos tecidos quando ha alteragdes nos
niveis de serotonina durante a embriogénese (TURLEJSKI, 1996 ; MENDES - DA - SILVA
etal., 2002).

A fluoxetina é um farmaco antidepressivo inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina. Sua ac¢ao decorre do aumento da concentragdo de serotonina pelo sistema nervoso
central, devido ao bloqueio pré-sindptico dos receptores de serotoninérgicos (BALLONE,
2003). Dados da literatura mostram uma elevada prevaléncia de desordens psiquiatricas
durante a gravidez tratadas pela administragdo de drogas psicotrdpicas durante a gestacao
(SIMON et al., 2002; LAINE et al., 2003). Estudos comprovam que a administra¢do de
drogas durante a gestacdo provoca malformagdes craniofaciais resultantes da alteracdo da
fung¢do de regulacdo serotoninérgica nas interagdes epitélio-mesenquimais (SHUEY et al.,
1992).

No desenvolvimento dos dentes a serotonina aparece como estimuladora da
odontogénese interagindo com diferentes receptores serotoninérgicos (LAUDER, et al., 2000)
expressos no epitélio e mesénquima dentario durante as diferentes fases da odontogénese
(MOISEIWITSCH ; LAUDER, 1996 ; LAUDER ; ZIMMERMAN, 1988) e através de sitios
de captagdo de 5-HT também presentes no germe dentdrio durante seu desenvolvimento
(MOISEIWITSCH, et al., 1998). A administragdo de fluoxetina em ratas gestantes permite
alterar os niveis de serotonina disponiveis para que possamos estudar a influéncia desta no
desenvolvimento dos dentes que, por sua vez, também resulta de interagdes epitélio-
mesenquimais importantes (KATCHBURIAN ; ARANA, 1999, 2004). Neste estudo a
administracdo de fluoxetina a 10 mg/kg de peso ndo mostrou alteragdes morfolégicas no
orgdo do esmalte em primeiros molares superiores de ratos que pudessem prejudicar o

desenvolvimento da amelogénese. Na literatura pouco ha descrito sobre o papel da serotonina



no desenvolvimento dos dentes especificamente quando se trata de sua relacdo com o
desenvolvimento do 6rgao do esmalte na amelogénese.

Partindo do principio que a serotonina desempenha um papel estimulador sobre o
desenvolvimento dos dentes (MOISEIWITSCH ; LAUDER, 1996 ; MOISEIWITSCH, et al.,
1998), ¢ possivel que a dose utilizada em nosso estudo tenha sido insuficiente para provocar
alteracdes no desenvolvimento do 6rgdo do esmalte. A amelogénese ocorreu sem alteragdes
morfoldgicas no 6rgdo do esmalte, portanto a agdo estimuladora da serotonina estd ocorrendo
(MOISEIWITSCH ; LAUDER, 1996), mas as alteragdes nos seus niveis provocadas pela
administracdo da droga ndo promoveram alteragdes morfologicas durante a amelogénese.
Diferengas metodologicas também podem ser levadas em consideragdo, pois nosso trabalho ¢
diferente de todos que tratam especificamente do papel da serotonina no desenvolvimento dos
dentes. A utilizagdo de um suprimento de serotonina oferecido a um germe dental que se
desenvolve in vitro associado a 5-HT endogena proveniente da mae (MOISEIWITSCH ;
LAUDER, 1996) pode ser responsavel pelos resultados diferentes. De qualquer forma nos nao
encontramos evidéncias de que a fluoxetina interfira no desenvolvimento do o6rgdo do
esmalte, porém estudos utilizando uma dose maior de fluoxetina sdo necessarios para
comprovar o uso seguro deste farmaco em ratas gestantes sem haver prejuizo para o

desenvolvimento dos dentes, em particular para a amelogénese.



CONCLUSAO



Com base nos resultados obtidos a partir da metodologia empregada concluimos que

na dose de fluoxetina utilizada:

e Niao foram observadas alteragdes morfoldgicas no orgdo do esmalte de germes
dentarios de primeiros molares superiores de ratos tratados com fluoxetina.

e O uso da fluoxetina ndo provoca agenesia dentaria em nenhum animal nas idades
estudadas.

e O uso da fluoxetina ndo provoca alteragdes na cronologia de desenvolvimento dos

germes dentarios de primeiros molares de ratos.
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