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RESUMO

Estudos prévios, relatam que a exposi¢cdo materna ao alcool reduz o
desenvolvimento maxilo-facial, incluindo retardo na formagao e na erupgao do
germe dental, assim como anomalias do esmalte. Os mecanismos destas agdes
deletérias ndo estédo totalmente esclarecidos. O objetivo deste estudo foi avaliar
usando anticorpo policlonal do Fator Epidermal de Crescimento (EGF), a
imunoexpressao do EGF durante a amelogénese do 1° molar inferior de filhotes de
ratas que ingeriram alcool em concentragbes teratogénicas antes e durante a
gestacdo. Dezoito ratas receberam uma solugédo de agua e etanol (grupo tratado)
em concentragdes crescentes de 1%,5%,10%,15%,20% e 25%: (v/v) alteradas
semanalmente. Na 72 semana, estas ratas foram postas para acasalar durante
uma noite e continuaram a receber a solugao de 25% de alcool até ao final da
gestacdo. Destas, somente 10 ficaram prenhas e 7 chegaram a termo. Dez ratas
(grupo controle) receberam somente agua durante o mesmo periodo, foram postas
para acasalamento por uma noite e somente 6 ficaram prenhas. Nos dias 0, 4° e
9° poés-natal foram sacrificados 2 filhotes de cada ninhada para a remocgao das
hemi-mandibulas, as quais foram processadas e incluidas em paraplast e contra-
coradas em hematoxilina de Mayer. No O dia pds-natal, no grupo controle foi
encontrada marcacao forte para o EGF, no epitélio interno do érgao do esmalte e
nos pré-ameloblastos, porém, no grupo tratado, a marcagdo nestas mesmas
estruturas foi fraca. No 4° dia pés-natal, a marcacado forte foi encontrada nos
ameloblastos secretores e odontoblastos do grupo controle, enquanto que no
grupo tratado, a marcacgao foi moderada. No 9° dia pés-natal, no grupo controle foi
observada marcacéo de intensidade forte nos ameloblastos em maturacéo, sendo
que no grupo tratado, a marcacdo foi fraca. Esses resultados sugerem que a
ingestao de alcool durante a gestagao, interferiu com a expressao do EGF durante

os estagios iniciais da amelogénese e na secrecao e maturagao do esmalte



ABSTRACT

Previous studies have reported that the maternal exposure to alcohol
reduces the maxilo-facial development, including a delay in the formation and
eruption of the tooth, as well as, enamel anomalies. The mechanisms of these
deleterious effects are not fully clarified. The objective of this study was to analyze
using polyclonal antibody of the Epidermal Growth Factor (EGF), the
immunoexpression of the EGF during amelogenesis of the first mandibular molar
on offspring of female rats that ingested alcohol in teratogenic concentrations
before and during pregnancy. Eighteen female rats were given ethanol in drinking
water (treated group) starting at concentrations of 1% and increasing weekly to
5%, 10% 15%, 20% an 25%: (v/v). On week 7, these rats were mated overnight
and continued to receive the 25% alcoholic solution, up to delivery. Ten female rats
got pregnant, but only 7 gave birth. Another group of 10 female rats (control group)
received just water during the same period, were put to mate at the same time and
only 6 got pregnant. On the 0, 4™ and 9" post-natal days, two offspring of each
brood were Kkilled their hemi-mandibles removed, processed for paraplast
embedding and counter-stained in Mayers hematoxilin. In the control group it was
found in the 0 post-natal day, strong intensity for EGF in the inner dental epithelium
and pre-ameloblasts, but in the treated group, the immunostaining in these same
structures was weak. On the 4™ post-natal day, strong intensity was observed in
the secretory ameloblasts and odontoblasts of the control group, however, in the
treated group the immunostaining was moderate. On the 9" post-natal day, strong
intensity for EGF was noted for the control group and weak for the treated, in the
mature ameloblasts. These results suggested that, the alcohol ingestion in
teratogenic doses during pregnancy, interfered with the EGF expression at the

initial stages of amelogenesis and in the secretion and maturation of the enamel.



1. INTRODUGAO

A exposigcdo ao alcool durante a gestacdo causa uma série de
malformagdes congénitas no feto, decorrentes de interferéncias nos processos
fisiologicos, durante o desenvolvimento embrionario normal e conhecidas
coletivamente como Sindrome Fetal Alcodlica (S.F.A.). As alteragdes observadas
nas criangas portadoras desta Sindrome, compreendem disfungdo neuroldgica,
retardo no crescimento pré e pés-natal e um distinto padrdo de anomalias faciais.
As anomalias cranio-faciais e oro-dentais representam 80% dos defeitos
observados nos individuos com a SFA (Streissguth et al.?®, 1991). Church et al.™
(1997) e Jackson & Hussain®® (1990) relataram a presenca de dentes pequenos,
hipoplasia do esmalte e retardo na erupg¢ao da denticdo permanente.

Outros estudos, em ratos, demonstraram o retardo na erupgdo e no
crescimento pds-eruptivo dos dentes incisivos (Tomazela et al.”", 1997; Silva et
al.®®, 1999). O retardo na erupcdo dentaria também foi observado no 12 molar
inferior de camundongos, assim como a diminuigdo no tamanho do germe dentario
(Guerrero et al.®®, 1996). Guerrero®® (1990), verificou que a ingestdo de alcool
antes e durante a gestagdo, causava redugao na proliferagdo celular do germe
dentario em fase de botdo e retardo na calcificacdo da matriz dentinaria. Alguns
trabalhos revelaram que a amelogénese pode ser afetada por varios agentes
quimicos, incluindo tetraciclina (Westergaard,®® 1980) e nicotina (Saad,”’ 1991)
gerando, assim, defeitos permanentes na estrutura do esmalte. Romert &
Matthiessen>® (1988), observaram alteragdes na ultraestrutura dos ameloblastos
no estagio secretor dos germes dentarios de fetos de mini porcos. Estas
alteragdes refletiram uma funcéo secretora anormal dos ameloblastos. Um estudo
preliminar, em molares de ratos, revelou que o alcool durante a gestagcéo causou

uma redugao no desenvolvimento do germe dentario e na espessura da matriz do



esmalte (Sant’ Anna,®® 2001; Sant’ Anna et al.®®, 2001) e da matriz dentinaria
(Tosello et al.”, 2001)

Os mecanismos pelos quais o alcool atua sobre células e tecidos nao
estao totalmente esclarecidos. Esses mecanismos de agcdo podem ser devidos a
varios processos, incluindo interacdes ao nivel de membrana entre as células em
desenvolvimento, alteragbes em processos celulares e metabdlicos (sintese,
secregao protéica, metabolismo do calcio, transporte de aminoacidos através da
placenta, entre outros) e nos fatores de crescimento, necessarios para o
crescimento normal (Guerrero et al.**, 1998). Segundo este autor é possivel
especular que o alcool influencia no papel fisioldgico do Fator de Crescimento
Epidermal (EGF).

O EGF é um polipeptideo de massa molecular de 6,045kD e 53 aa. Foi
primeiramente isolado de extratos de glandula submandibular de ratos machos e
foi descoberto inicialmente pela sua habilidade de induzir a abertura precoce das
palpebras e erupcdo de dente incisivo de rato (Cohen13, 1962). Também é
encontrado em diferentes 6rgdos (rim, pulmao, pele, dente) e fluidos corpéreos
(saliva, urina, leite, plasma). Originalmente o EGF estimula a proliferacao de
células epiteliais e mesenquimais e a diferenciagdo de ambas, promove a sintese
de macomoléculas e reabsorgado do osso (Carpenter & Cohen®, 1979) tendo um
papel importante no controle da remodelagdo 6ssea (Davideau et al.'®, 1995).

Varios estudos demonstraram a presenca do EGF e/ou seu receptor
(EGFR) nas células do 6rgao dentario durante os estagios da amelogénese.
Durante a fase de cito e histodiferenciacdo o EGF foi localizado no epitélio
dentario interno, células ectomesenquimais da papila dentaria, ameloblastos e
odontoblastos (Cam et al.’, 1990; Cobo et al.'?, 1992). Outros autores como:
Topham et al.”?, (1987); Martineau-Doizé et al.*?, (1991); Tanikawa e Bawden
%6(1999), localizaram o EGF nos odontoblastos, ameloblastos e estrato intermédio
durante o periodo de secrecdo e nos ameloblastos de superficie estriada durante
a maturagdo do esmalte, sugerindo a participacdo do EGF no controle dessas

fungdes celulares.



Estudos in vivo e in vitro, realizados no figado (Henderson et al.27, 19809;
O’Rourke et al.**, 1997; Saso et al.>*, 1997) e na mucosa bucal de ratos (Wang et
al.”’, 1991; Wang et al.”®, 1992) demonstraram o efeito téxico do &lcool sobre o
EGF e seu receptor. Esses estudos verificaram que o alcool age inibindo a
atividade enzimatica do EGFR e conseqlentemente sua fungdo fisiologica
causando a diminuicdo na ligacdo do EGF ao seu receptor. Portanto o alcool
altera a habilidade do EGF ativar a tirosinoquinase do receptor promovendo, assim
um acumulo de receptores inativos na superficie dos hepatécitos do figado dos
ratos expostos cronicamente ao alcool (O’Rourke et al.*?, 1997).

Entretanto, pouca atencao tem sido dada a observacao dos efeitos do
alcool sobre a expressdo do EGF durante o desenvolvimento do germe dentario,
in vivo. Guerrero et al.>® (1996) analisaram o efeito da ingestdo materna de alcool
sobre o0 EGF na odontogénese de camundongos com 1,5° dia pds-natal, e
descreveram que a imunoexpressdao do EGF no foliculo dentario do 1° molar
inferior, era forte e homogénea no grupo controle, porém fraca e heterogénea no
tratado, sugerindo que a diminuicdo no tamanho do germe dentario dos animais
tratados pode ter sido devida a inibicdo do EGF pelo alcool. Portanto, a hipétese
central deste trabalho € que a exposicdo materna ao alcool, altera o
desenvolvimento dentario, incluindo a formagédo do esmalte pela interferéncia na
expressao do EGF. Esta hipbtese € baseada na evidéncia de que o alcool afeta os
processos celulares, tais como: proliferacdo, diferenciagao, sintese, secreg¢ao e

maturagao, os quais sao regulados pelo EGF.



2. REVISAO DE LITERATURA

Lemoine et al.*”, em 1968 descreveram alguns defeitos caracteristicos
na prole de alcodlatras. Entretanto, somente em 1973, Jones et al.*® descreveram
0 padrdao completo das malformacdes observadas nas criangcas de maes
alcoodlatras, e o termo “Sindrome Fetal Alcodlica” foi estabelecido (SFA). Ela é
caracterizada por um pronunciado retardo no crescimento pré e pods-natal,
microcefalia, disfungao neuroldgica e retardo mental. As caracteristicas cranio-
faciais da sindrome mais conhecidas e comumente observadas sao: hipoplasia de
filtro labial (filtro indistingUivel ou pequeno sulco vertical), labio superior estreito,
fissura palpebral curta, retrognatismo na infancia e relativo prognatismo na
adolescéncia, porcao média da face pequena e achatada, hipoplasia maxilar, nariz
pequeno e arrebitado e orelhas malformadas. Ocasionalmente, pode-se observar
fenda labial e fenda palatina (Clarren & Smith'", 1978).

Church et al."® (1997) em um estudo com 22 pacientes, observaram
uma alta incidéncia de anomalias dento-faciais e também na articulagao témporo -
mandibular (ATM). Desse total, 12 deles apresentaram fenda palatina, sendo que
4 pacientes tinham fenda palatina associada com fenda labial. Ja outros 15,
mostraram alteragdes dentais, tais como, mordida cruzada, mordida aberta,
agenesia dentaria, dentes girovertidos, diastema, hipoplasia do esmalte e retardo
na erupgao da denticdo permanente. Ja a disfuncdo da ATM foi significativa em 4
pacientes. Segundo os autores os casos de maloclusao dentaria s&o influenciados

pela raga e sexo do individuo.

Jackson et al.?® (1990), estudaram o desenvolvimento cranio facial e
dentario de pacientes que apresentaram a SFA, por meio de analise cefalométrica
(analise de Bolton), radiografias periapicais e exame clinico da cavidade oral. Os
resultados mostraram uma base do cranio extremamente inclinada,

desenvolvimento incompleto da regido média da face com deficiéncia no conteudo



0sseo (particularmente a maxila, espinha, osso e abertura nasais) e incisivos
superiores inclinados para compensar a retrusao maxilar. Com relagao a cavidade
oral esses autores observaram palato ogival, e anomalias do esmalte (esmalte
opaco na incisal e oclusal dos dentes deciduos). Dos 6 casos estudados, dois
apresentaram moderada queda no desenvolvimento dentario (de 6 a 10 meses).
Uma analise posterior deste desenvolvimento demonstrou em um dos casos que
aos 13 anos de idade o hipodesenvolvimento dentario permaneceu
aproximadamente o mesmo, indicando uma constancia. Entretanto ndo foram

observadas alteragdes na posicdo e tamanho dos dentes.

2.1 Efeitos do alcool sobre as células

Estudos em camundongos demonstraram que a administragdo
intraperitoneal de 25% de alcool no 7° dia de prenhez (estagio de gastrula do
embrido) esta associada com malformagdes faciais e cardiacas similares aquelas
encontradas nas criangas com SFA. A microscopia eletrbnica de varredura de
embrides, 24 horas apos a exposigao inicial, revelou uma reducédo no tamanho da
placa neural, a qual foi particularmente visivel na regido do prosencéfalo. Assim,
deficiéncias da placa neural neste estagio resultam no desenvolvimento anormal
do cérebro. Em um estagio embrionario mais avangado evidenciou-se
anormalidades no desenvolvimento do processo nasal mediano, area responsavel
pela formacao do filtro labial, do processo alveolar maxilar, local de implantacéo
dos incisivos e da porgao anterior do palato duro. Uma analise posterior do
esqueleto do cranio dos animais recém nascidos do grupo tratado mostrou
auséncia da pré-maxila (Sulik & Johnston®*, 1983).

Clarren & Smith"' (1978) afirmam, que o cortex cerebral ¢é
particularmente suscetivel aos efeitos da exposicdo pré-natal ao alcool. Sendo
assim, Zhou et al.®® (2001) submeteram ratas a uma dieta liquida onde o alcool

promovia 20% das calorias diarias, entre os 8% e 142 dias de prenhez, com o



objetivo de avaliar os neurdnios responsaveis pela produgao de serotonina. No 15°
dia pré-natal, foram obtidos os cérebros dos fetos, os quais foram processados
para imunohistoquimica. Os neurénios do grupo tratado com alcool apresentaram
trés aspectos de anormalidade: atraso na migragcdo, menor diferenciagdo e
diminuigao no numero de neurbnios no cortex cerebral. Estas alteracdes levaram a
uma menor quantidade de serotonina, consequentemente causando interferéncia
no processo de sinalizagao celular durante a maturagao cerebral com prejuizo, por
exemplo, no processamento das sensacgoes.

Ludena et al*® (1983) administraram &lcool & agua de ratas em
concentragcdes crescentes de 10%, 15%, 25% e 30%, alteradas semanalmente.
Durante o periodo de gestacao e lactagao as ratas foram mantidas com a solugéo
de 30% de alcool. Um segundo grupo de ratas recebeu a mesma concentragéo de
alcool, porém somente até o 21° dia de gestagdo e o grupo controle recebeu agua
ad libitum durante todo periodo de tratamento. Foram avaliados, o peso e o
comprimento dos animais, as dimensdes (largura e comprimento) dos ossos dos
membros superiores e inferiores, assim como o numero de centros de ossificago.
Verificaram, que os filhotes das ratas do 1° grupo apresentavam diminuigdo no
peso, no comprimento e retardo na maturidade éssea. Ao contrario, os filhotes de
maes que receberam alcool somente até o 21° dia de gestagdo, mostravam
normalizagdo no peso e no comprimento ao 15° dia pods-natal, entretanto a
maturidade dssea ainda continuava reduzida. Esses dados confirmam a hipoétese,
de que o consumo materno de alcool antes e durante a gestacdo, afetou os
mecanismos regulatorios do crescimento durante o desenvolvimento embrionario,
sendo este efeito persistente apds o nascimento.

Giglio et al."® (1987) estudou as mandibulas de filhotes de ratas que
ingeriram alcool na agua em concentragdes de 5% e 10% por um periodo de duas
semanas antes da gestagdo e 20% durante a gestacdo. Verificaram que certas
regides da mandibula eram mais afetadas pelo alcool do que outras. As mais
afetadas foram: altura da base, comprimento e largura do processo condilar e

altura da regido da sinfise. As menos afetadas foram: comprimento da base,



comprimento do processo angular, comprimento e altura da mandibula e altura do
processo coronodide. A espessura da mandibula medida em 3 regides diferentes
(forame mental, 1° molar e forame mandibular) ndo mostrou diferenga significativa
entre os grupos controle e tratado. Os resultados sugeriram que o crescimento
aposicional do osso nao foi afetado.

Segundo Edwards & Dow-Edwards'’ (1991) a ingestdo de 6,7% (v/v) de
alcool em ratas entre o 6° e 21° dias da gestagdo, produziu diminuigdo no peso
materno, no peso dos filhotes ao nascimento e redugdo no comprimento e na
largura do créanio (palato e maxila) e da mandibula nos filhotes com 100 dias de
vida. A altura da mandibula néo foi afetada. Estes resultados foram devidos a um
desequilibrio hormonal e/ou nutricional, juntamente com uma alteragédo na sintese
proteica dos osteoblastos e/ou na proliferagdo celular do prosencéfalo.

Guerrero et al.** (1998) administraram alcool & 4gua de camundongos
fémeas em concentragdes crescentes de, 1%, 5%, 10%, 15% e 20% por um
periodo de duas semanas antes da prenhez. Apds a constatacdo desta, as ratas
prenhas ficaram expostas a 20% de alcool. Nos 14.5°% 21.5° e 28.5° dias de vida
pos-natal, eles verificaram uma reducado nas medidas do cranio e da mandibula
dos filhotes das ratas tratadas. Além disto, foi observado também uma diminuigéao
no ganho de peso materno durante a prenhez e no peso dos filhotes ao
nascimento.

Quanto as influéncias do alcool sobre o germe dentario, poucas
pesquisas tém sido descritas na literatura. Segundo Thesleff et al.”® (1995), citado
por Partanen (1998), o desenvolvimento dentario esta sob controle genético,
porém € suscetivel a modificagcdes por fatores ambientais.

Schour & Massler®® (1971) postulam que o dente é mais que um 6rgéo
mastigatdrio, suas propriedades peculiares sdo um valioso indicador biolégico que
reflete e registra, durante o seu desenvolvimento, as condi¢des metabdlicas do
animal. Estes registros, diferentes daqueles em ossos n&o sdo transitorios, mas
sim permanentemente gravados na estrutura do esmalte e dentina, onde nao

ocorre reabsorgado, ou seja, qualquer disturbio na fungdo dos odontoblastos e
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ameloblastos leva a defeitos permanentes na dentina e esmalte, respectivamente.
A fim de analisar a resposta dos tecidos dentarios as interferéncias locais ou
sistémicas, deve-se fazer distingdo entre estruturas em crescimento e aquelas que
nao estdo mais nesta fase. A reacdo biolégica do tecido depende do estado
metabdlico das células formadoras dele. Se estas células estdo ativas na
formacgao, fatores locais ou sistémicos afetardo o tecido em desenvolvimento e os
disturbios causados serdo automaticamente refletidos e registrados na estrutura
em crescimento. Por outro lado, apds o crescimento e desenvolvimento estarem
completos as células formadoras tornam-se quiescentes, nao ativas ou até mesmo
se degeneram e se perdem, como por exemplo, o0s ameloblastos.
Consequentemente, ndo existirdo células formadoras para serem afetadas e
nenhuma estrutura em crescimento para refletir os disturbios causados pelos
fatores locais ou sistémicos.

Em 1988, Campos & Duranza’, estudaram os efeitos do consumo
prolongado de alcool sobre o desenvolvimento dentario. Para isto administraram
25% de élcool a agua de ratas prenhas. Ao 14° dia de vida intra-uterina os fetos
foram removidos e suas maxilas e mandibulas processadas para observacido do
germe dentario em microscopia de luz. O germe dentario em fase de botado
apresentou a camada basal constituida por células em diferentes alturas,
sugerindo a presenca de mais de uma camada de células nesta regido. Esta
alteracao também foi encontrada nas células dos epitélios do 6rgao dentario em
fase de capuz, sendo mais pronunciada no epitélio interno.

Ainda em 1988, Romert & Matthiessen®® pesquisaram os germes
dentarios de fetos de mini-porcos de maes que receberam doses variadas de
alcool durante a gestacdo. No grupo tratado foram observadas alteragoes
ultraestruturais nos ameloblastos secretores do germe dentario de todos os fetos,
independente da quantidade de alcool administrada. Foram descritas também,
forma e tamanho anormais das mitocondrias e deposigdo de um material granular
elétron denso no espaco intercelular. Desde que este material € normalmente

encontrado dentro do processo de Tomes e em contato com o esmalte recém

11



formado, os autores puderam concluir que as alteragcdes celulares observadas
evidenciam a influéncia do alcool na fungdo secretora do ameloblasto e
consequentemente na formag&o do esmalte.

Guerrero® (1990) estudou os efeitos da ingestdo materna de alcool
sobre o germe dentario de filhotes de camundongos que receberam, via oral, 20%
de alcool antes e durante a gestacao. No grupo tratado o alcool foi administrado a
agua dos animais em concentragdes crescentes de 1%, 5%, 10%, 15% e 20%,
enguanto que os animais controles recebiam agua ad libitum. Nos 1,5, 3,5°, 7,5°,
14,5°, 21,5° e 28,5° dias de vida pos-natal as mandibulas foram removidas e
processadas para inclusao em parafina. Os seguintes resultados foram descritos:
a) os animais do grupo tratado tiveram um periodo gestacional prolongado (22
dias) com redug¢do no tamanho da ninhada. b) o peso materno durante a prenhez
foi significativamente menor no grupo tratado. c) o germe dentario do 1° molar
inferior do grupo tratado apresentou-se ao 14,5° dia de gestagdo em fase de
botdo, porém com menor desenvolvimento que no grupo controle. d) ao 1,5° dia
pos-natal a matriz dentinaria ndao mostrou nenhum sinal de calcificacao,
evidenciando o retardo da mesma no grupo tratado. e) o germe dentario do 1°
molar inferior ao 14,5° dia pds-natal mostrou retardo na erupgdo dentaria nos
animais do grupo tratado. Estes aspectos histologicos foram observados em 66%
deste grupo. Sendo assim o autor concluiu que a ingestdo materna de alcool
causa retardo no desenvolvimento dentario de filhotes de camundongos.

Tomazela et al.”’ (1997) estudaram o desenvolvimento do germe
dentario e crescimento pos-eruptivo de incisivos de ratos submetidos aos efeitos
do alcool etilico durante o periodo gestacional. No 7° dia de gestagdo, etapa
significante na formagao do créanio e face, nas ratas do grupo tratado, foram
administradas 2 doses de 0,015 ml de alcool etilico (25%) por grama de peso
corporeo, via intraperitoneal, com intervalo de 4 horas entre as doses. Nas ratas
controles foram aplicadas duas doses de solugdo salina. Os dados obtidos
mostraram, com relagéo a cronologia de erupgao, que 88,5% dos filhotes do grupo

controle apresentaram seus incisivos superiores erupcionados até o 10° dia,
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enquanto que somente 54,5% dos tratados apresentaram erupg¢ao destes dentes
no mesmo periodo. Nos 45,5% remanescentes deste grupo, a erupgao desses
dentes foi observada até o 13° dia. As medidas pds-eruptivas dos incisivos
apresentaram valores semelhantes no 16°, 20° e 24° dias em ambos 0s grupos,
entretanto no 28° dia de vida os incisivos superiores do grupo tratado
apresentaram um crescimento pos-eruptivo menor do que aqueles do grupo
controle.

Assim, os estudos demonstraram que tecidos e O6rgdos em
desenvolvimento sdo suscetiveis aos efeitos do alcool etilico durante a gestacéo e

que estes variam de acordo com a dose, tempo e periodo de exposi¢ao ao alcool.

2.2 Mecanismos de acao do alcool

O mecanismo teratogénico do alcool ainda nao esta bem definido.
Atualmente acredita-se que a acao do alcool é provavelmente multifatorial, com a
participacédo de diferentes fatores, especificos dos estagios do desenvolvimento e

/.26

do tipo de tecido afetado. Segundo Henderson et al.“> (1999) esses mecanismos

podem ser diretos e indiretos.

2.2.1 Efeitos indiretos ou secundarios: hipoxia fetal

A ingestdo materna de alcool pode restringir o suprimento sanguineo da
placenta, com consequente redugdo no fluxo sanguineo materno-fetal e
diminuicdo de oxigénio para o feto. O alcool pode agir indiretamente sobre o feto,
também por meio dos seus efeitos sobre a estrutura e funcido placentaria,
causando prejuizo no transporte de nutrientes essenciais para o feto, podendo
causar problemas nutricionais. A literatura mostra que estes problemas tém
influéncia nas alteracbes morfolégicas observadas nos tecidos, podendo até

exarcebar o potencial teratogénico do alcool, porém o fator mais importante € o
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alcool por si s6 (Lieber®®, 1984b; Weinberg®® 1985; Guerrero et al.>>**, 1996,
1998).

2.2.2 Efeitos diretos ou primarios sobre o tecido fetal

A exposigao ao alcool na auséncia dos efeitos indiretos, produz varios
efeitos tdxicos diretamente nos tecidos fetais. S&o eles:

Aumento na formagao de radicais livres: a exposigcdo materna ao alcool
leva a producdo de fragmentos moleculares altamente reativos, resultantes do
metabolismo do alcool. Esses fragmentos, chamados de radicais livres, vao atuar
sobre componentes das membranas celulares, membranas de organelas,
causando danos celulares, por exemplo, no SNC e regido cranio-facial em
desenvolvimento. Os tecidos fetais e particularmente as células da crista neural
expressam baixos niveis de antioxidantes, portanto sdo mais sensiveis aos
radicais livres do que os tecidos adultos.

Alteracdo na expresséo génica: a exposicao materna ao alcool retarda
o desenvolvimento do cérebro e a formagdo dos ossos da regido cranio-facial.
Rifas et al.*® (1997) sugerem, que um dos mecanismos desta agéo do alcool é a
inibicdo da expressédo do gene msx 2, com consequente alteragdo na “cascata” de
eventos nescessarios para o desenvolvimento cranio-facial normal. Para testar
esta hipotese, foi analisada a quantidade total de mRNA do msx 2, nos
osteoblastos originarios da calvaria dos fetos de ratos no 18% dia pré-natal,
expostos ao alcool. Os resultados demonstraram, uma reducdo de 50% na
expressao do msx 2 nos osteoblastos do grupo tratado, quando comparado ao
grupo controle. Verificaram, também que embrides expostos ao alcool no 8° dia
pré-natal mostraram, apds dois dias, auséncia na expressao do msx 2, juntamente
com 50% de redugao no tamanho do embrido.

Deficiéncia em acido retindico: Foi verificado que a administracao de
alcool durante a gestacao, particularmente no periodo inicial do desenvolvimento

embrionario (7° dia de gestagdo) reduz a quantidade de acido retindico. A sua
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deficiéncia causa apoptose das células da crista neural e/ou alteragdo na
expressao dos genes “homeobox”, em especial 0 msx 2, resultando em defeitos
cranio faciais e dentais visto sua importancia na coordenagao do desenvolvimento
craniofacial e dentario. Porém, segundo o autor mais pesquisas s&o necessarias
para elucidar melhor o mecanismo de agao do alcool sobre a expressao dos
genes “homeobox” (Tenth Report to the U.S Congress on Alcohol and Health,
2000).

Alteracdo na estrutura e fungdo da membrana: a membrana celular
plasmatica e suas moléculas de superficie exercem um importante papel na
proliferacdo, reconhecimento, migracdo e maturagao celular. O alcool pode
interromper um ou mais destes processos pela desestabilizacdo da estrutura da
membrana celular. Este efeito pode ocorrer devido a interposigcdo das moléculas
do alcool na camada bilipidica, causando um aumento na area da superficie da
membrana, com consequente alteragdo na fluidez da mesma (Armant &
Saunders?, 1996). Isto pode ocasionar alteragdo nos canais idnicos e na
conformagao das proteinas da membrana, incluindo os fatores de crescimento e
enzimas (Henderson et al.?®,1999).

Alteragcdo nos fatores de crescimento: os fatores de crescimento sao
considerados alvos da toxicidade do etanol. Os efeitos inibitorios da exposicao pre
natal ao alcool, sobre a proliferacdo das células da crista neural, resultam da
interferéncia com os fatores de crescimento (bFGF, EGF, PDGF, IGF-I). O etanol
nao afeta a agao dos fatores de crescimento da mesma maneira. Alguns sao mais
afetados do que outros. A suscetibilidade celular ao etanol esta relacionada com a
sua resposta aos fatores de crescimento, ou seja, as células que sédo ativamente
estimuladas ou inibidas por um determinado fator de crescimento sdo mais
suscetiveis ao etanol (Luo & Miller*', 1998).

De acordo com Costa et al.' (2001) a alteracdo no processo de
sinalizagao celular, pelo alcool, esta associada a danos funcionais transitorios ou
permanentes e até mesmo a morte celular. Particularmente, quando a exposicao

ao etanol ocorre durante periodos criticos do desenvolvimento cerebral, o
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rompimento na “cadeia” de eventos moleculares, que controlam o funcionamento
celular, pode levar a longo prazo a danos celulares irreversiveis. Em um estudo de
cérebros de fetos expostos ao alcool no utero, Singh et al.*® (1996) demonstraram
que a expressao génica dos fatores de crescimento semelhante a insulina (IGFs) e
a concentracdo do IGF-I (fator de crescimento semelhante a insulina-I) foram
diminuidas em até 40% resultando em retardo do crescimento cerebral. Também
foi demonstrado que a redugao na expressao dos IGF-I e IGF-II, assim como, nos
niveis plasmaticos destes fatores de crescimento estava associada ao menor
desenvolvimento dos filhotes de ratas expostas ao alcool durante a gestagéo
(Singh et al.®°, 1994).

Singhal et al.®' (1999) demonstraram, em um estudo in vitro, que o
aumento na apoptose de macrofagos, apos a exposi¢cdo ao etanol, foi mediado
pelo aumento na expressao do fator de crescimento transformante-f1 (TGF-34) no
citoplasma dos macréfagos. Em 2002, Othman et al.** verificaram a agdo da
ingestdo materna de alcool sobre a expressao do receptor adenosina A (1), o qual
regula a atividade de varios neurotransmissores, tais como, glutamato, dopamina
e serotonina. As ratas foram expostas a 15 % de alcool, antes e durante a
gestacao e lactagdo. No 6° dia pds-natal os animais foram selecionados para a
avaliagdo imunohistoquimica em trés regides do cérebro: cortex, cerebelo e
hipocampo. Os resultados indicaram, que a ingestdo de alcool diminuiu o peso
corporeo, o peso cerebral, a quantidade de mRNA do receptor adenosina A (1) e a
densidade protéica no cortex e cerebelo.

Portanto, o alcool altera a habilidade das células de produzirem e

responderem a fatores que regulam o crescimento e desenvolvimento do feto.
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2.3 Fator de Crescimento Epidermal (EGF)

Segundo Benett & Schultz* (1993) a familia do EGF inclui: EGF, TGF-p,
anfiregulina (AR) e EGF ligado a heparina (HBEGF). Estes peptideos sao
similares na estrutura, se ligam a mesma célula receptora de membrana, mas tém
efeitos biologicos diferentes. O EGF é sintetizado como uma grande molécula
precursora, uma proteina transmembrana de 1217aa que é proteoliticamente
clivada para liberar este GF, que € um pequeno fragmento de 53aa
biologicamente ativo. EGF €& dobrado sobre si em 3 voltas, ligados por pontes
dissulfeto. Esta estrutura de tripla volta é exigida para a atividade biologica e
distingue os membros da familia EGF de outras familias de GFs.

O modo pelo qual o EGF interage com as células alvo é se ligando ao
seu receptor localizado na membrana celular. O receptor do EGF é uma
glicoproteina transmembrana de 170KD e 1186 aa composta de 3 regides:
dominio extracelular (621aa), que tem o sitio de ligagcao do fator de crescimento; o
dominio transmembrana (23 aa), que consiste de aa hidrofobicos; e o dominio
citoplasmatico (542 aa), que contém uma proteina tirosinoquinase especifica que
€ ativada pela ligagdo do EGF no dominio extracelular. Quando o EGF se liga ao
sitio do dominio extracelular, induz a dimerizagdo do receptor (alteracdo na
conformagao) e ativa a tirosinoquinase no dominio citoplasmatico resultando na
ligacdo de uma molécula de ATP e finalmente na autofosforilacdo do receptor
(transferéncia de um grupo fosfato do ATP para as cadeias laterais selecionadas
de tirosina no préprio receptor). Apdés a ligacdo do EGF ao seu receptor, o
complexo EGF/EGFR ¢ internalizado na célula, isto é, este complexo é
transportado por uma rede de tubulos e vesiculas chamadas endossomos. Em
seguida o EGF e seu receptor séo finalmente degradado nos lisossomos, o que
desencadeia uma cascata de fosforilagdo de outras proteinas intracelulares
resultando, assim em determinada resposta celular (Benett & Schultz*, 1993;

Raymond et al*®, 2000). O EGF, assim como outros fatores de crescimento
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exercem seus efeitos biolégicos, principalmente por mecanismos paracrino (age
sobre células adjacentes) e autdcrino (age sobre a célula produtora) (Thesleff®®,
1987).

Em 1987 Partanen & Thesleff*® estudaram a localizacdo do '*I-EGF no
germe dentario do molar de camundongos, em diferentes estagios do
desenvolvimento e também, durante o desenvolvimento embrionario de outros
orgaos, tais como rim, pulméo, pele e glandula submandibular, os quais séo
formados por componentes epiteliais e mesenquimais. Em todos os tecidos
examinados ocorreu alta intensidade de marcagao nos estagios de maior atividade
proliferativa de cada 6érgao. Por outro lado, a distribuicdo dos sitios de ligacdo do
EGF foi alterada dramaticamente durante o desenvolvimento. Isso sugere, que o
EGF atua na organogénese desses 6rgdos como estimuladores da proliferagéo
epitelial durante os estagios iniciais e, também na progressdo da morfogénese. Os
autores concluiram, que a distribuicdo dos receptores nos diferentes tecidos e a
resposta ao EGF estdo sob controle local, sendo especificas do estagio do
desenvolvimento de cada 6rgéo, ndo estando relacionada a idade do embrido.

Shum et al.>” (1993) verificaram que o mRNA do EGF, o EGF e o EGFR
eram expressos no 1° arco branquial de camundongos e nos seus derivados,
dentre os quais, pré-cartilagem, cartilagem de Meckel e osso, células epiteliais e
ectomesenquimais do germe dentario na fase de botdo. A localizagdo das
proteinas EGF e EGFR nas mesmas células sugere controles autocrino e
paracrino do EGF sobre as células, regulando assim o tamanho e forma da
cartilagem de Meckel, osso e do germe dentario durante o desenvolvimento
cranio-facial.

Em 1995 Davideau et al.'® investigaram, em molares de ratos, o
envolvimento do EGF na formacdo dos tecidos mineralizados por meio de
hibridizagdo in situ e imunohistoquimica. O EGFR foi detectado no diafragma
epitelial, bainha epitelial de Hertwig e células formadoras do osso alveolar com
forte intensidade de marcacéo, sugerindo a participagdao do EGF na proliferacéo e

diferenciagao celular dos tecidos mineralizados do dente.
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Adicionalmente outras células expressam o EGF. Araujo et al.' (2003)
avaliaram a expressao do EGF e seu receptor nas células epiteliais da gengiva
normal e de pacientes com fibromatose gengival hereditaria. O estudo revelou o
mesmo padréao de distribuicado para o EGF e EGFR. Estes foram localizados nas
camadas basal, com maior intensidade de marcacdo, diminuindo
progressivamente nas camadas espinhosa e granulosa. Esses dados indicaram
que a sintese do EGF ocorre nas células basais do epitélio oral. Os EGF e EGFR,
também foram encontrados, com forte intensidade de marcagéo, na regiao basal
das papilas epiteliais hiperplasicas dos pacientes com fibromatose gengival
hereditaria, sugerindo o envolvimento do EGF na proliferagcdo celular. Outro
estudo, também mostrou forte expressdo do EGF no epitélio oral proximo ao dente
em desenvolvimento e na epiderme de camundongos (Gresik et al.%°, 1998).

Varios estudos relataram os efeitos do EGF sobre a formacao do
esmalte e localizaram o EGFR nas células do 6rgao dentario em varios estagios
da amelogénese.

Snead et al.®® (1989) utilizaram técnicas de hibridizagdo in situ e
imunohistoquimica para localizar quais grupos de células produzem o EGF
precursor, durante o desenvolvimento de d6rgdos dependentes de interagdes
epitélio-mesénquima, tais como o orgao dentario de camundongos. A analise
realizada detectou a presenca de EGF precursor mRNA no epitélio dentario
interno, estrato intermédio, reticulo estrelado e nas células ectomesenquimais da
papila dentaria do germe dentario de molares no 17° dia pré-natal. O EGF
precursor mRNA, também mostrou-se presente na cartilagem de Meckel e na
periferia dos centros osteogénicos da mandibula. Além do EGF precursor mRNA,
estas ultimas estruturas mostraram a presenca de receptores para o EGF. Sendo
assim, durante o desenvolvimento mandibular os locais da producdo de EGF
coincidiram com células ricas em EGFR, sugerindo que estas regides contribuem
para o desenvolvimento mandibular.

Cam et al.’> (1990) descreveram o padrdo de distribuicdo do EGFR,

utilizando a técnica de imunofluorescéncia com anticorpo policlonal, durante os
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eventos que levam a amelogenese do 1° molar inferior de camundongos. Durante
a histomorfogenese (13° a 17° dias pré-natal) o EGFR estava localizado nos
epitélios dentarios, primeiramente no epitélio dentario interno e mais tardiamente
no epitélio dentario externo. Apds este periodo a expressdao do EGFR nestas
estruturas diminuia, enquanto que no reticulo estrelado se mantinha com alta
intensidade até o 20° dia pré-natal. Adicionalmente, no 0 dia pds-natal foi
encontrada alta intensidade de marcagdo para o EGFR nas células do
mesénquima apical. Esses resultados sugeriram que o EGF participa na cito e
histodiferenciagcdo durante o inicio da odontogénese e que macromoléculas da
matriz extracelular podem estar envolvidas nesse processo.

Cobo et al'? (1992) estudaram por meio da imunohistoquimica,
embrides de ratos com idade entre 16° e 21° dias pré-natal e acharam um padrio
similar na distribuicdo do EGF e seu receptor. Observaram fraca marcacdo nas
células do germe dentario em fase de botdo, capuz e campanula. Durante a
formagédo dos tecidos dentarios (20° e 21° dias pré-natal) foi encontrada uma
moderada marcacao nos odontoblastos, ameloblastos e epitélio dentario interno,
porém forte na dentina. Adicionalmente, a presengca de ambos, EGF e seu
receptor foi observada nas células do tecido ésseo que circunda o germe dentario.
Esses resultados sugeriram que o EGF tem uma moderada participagado durante
os periodos iniciais da diferenciacdo do dente, e provavelmente esta mais
envolvido com a producdo da dentina. Além disso, o EGF e seu receptor
participam da diferenciacdo e maturacado de outros tecidos, tais como, o SNC e o
0SS0.

Shore et al.*® (1992) verificaram, que o EGFR estava presente no 6rgdo
do esmalte e papila dentaria na regido odontogénica de incisivos de ratos jovens.
As células da papila dentaria, pré-ameloblastos e pré-odontoblastos apresentaram
fraca marcagdo para o EGFR, enquanto que durante o estagio secretorio os
ameloblastos mostraram forte intensidade de marcagdo sugerindo, que estas

células utilizam o EGF durante a secrecdo da matriz do esmalte.
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Tanikawa & Bawden® (1999) estudaram a localizacdo e possiveis
efeitos biologicos do EGF em células do érgado dentario durante os eventos que
levam diretamente a formacgdo do esmalte, em molares de ratos no 5° dia pos-
natal. Por meio da imunohistoquimica, localizaram sitios de ligacdo para o EGF
nos ameloblastos pré-secretdrios, nas regides distal e proximal dos ameloblastos
secretoérios, nos odontoblastos e no estrato intermédio, entretanto no reticulo
estrelado foi notado auséncia de marcagéo. Os resultados sugeriram que o EGF
exerce papel importante na diferenciacdo e secre¢cao dos ameloblastos.

Martineau-Doizé et al.*? (1991) estudaram a localizacdo do '®I-EGF no
orgaéo dentario de incisivos de ratos, durante a amelogénese. Na zona pré-
secretdria foram observados sitios de ligagdo do '*I-EGF nas células do epitélio
dentario externo e na zona secretoria, a expressao ocorreu nas células da camada
papilar e estrato intermédio. Em ambas as zonas, pré-secretoria e secretéria, foi
encontrada fraca, porém especifica marcagao sobre os ameloblastos. Na zona de
maturagao foi encontrada uma alta intensidade do EGF marcado nas células da
camada papilar e nos ameloblastos de superficie estriada. Os ameloblastos de
superficie lisa mostraram poucos receptores para o EGF. A analise
radioautografica em microscopia eletrénica das células da camada papilar e dos
ameloblastos de superficie estriada, demonstrou apés 2min da injecdo do'®I-EGF,
marcagcao na membrana plasmatica; apdés 15min a marcagao estava sobre os
endossomos e apds 30min, sobre os lisossomos. Os ameloblastos modulam sua
morfologia de superficie estriada para superficie lisa e vice-versa, em
aproximadamente 2h indicando, que a modulagdo dos ameloblastos € mais rapida
do que a meia vida dos receptores(T 2 = 10h). Isto sugere a intarnalizagdo dos
receptores nos ameloblastos de superficie lisa e exteriorizagdo daqueles nos
ameloblastos de superficie estriada demonstrando, que os receptores reciclam
durante a modulagdo entre os dois grupos de ameloblastos. Entretanto sao
necessarios estudos adicionais, para avaliar as relagdées moleculares funcionais

entre o EGF, modulagdo dos ameloblastos e a mineralizagdo do esmalte.
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Wise et al® (1992) mostraram por intermédio de estudo
imunohistoquimico em molares de ratos de 0 a 10 dias pds-natal, que o EGF e o
EGFR apresentaram um padrdo de distribuicdo similar nas células do érgéo do
esmalte e do foliculo dentario, porém diferencas especificas existem. O EGF esta
presente no foliculo dentario e ameloblastos intensamente até o 4° dia, seguido de
uma diminuigdo no 92 e 10° dias. Os odontoblastos e a polpa dentaria tiveram
suas marcagdes semelhantes, ou seja, média intensidade durante todo o periodo
estudado. Ja o reticulo estrelado foi de intensidade fraca, também por todo o
experimento. A imunomarcacao do EGF nos ameloblastos foi mais intensa do que
para o EGFR. Portanto a localizacdo do EGF nas células do 6rgdao do esmalte e
do foliculo dentario durante o periodo critico da erupgédo dentaria sugere que o
EGF exerce um papel importante nos eventos iniciais da erupcado dentaria, por
meio de efeito autdcrino e/ou paracrino sobre o foliculo dentario estando, assim

envolvido na regulagado do desenvolvimento dos dentes.

2.4 Efeitos do alcool sobre o EGF

Estudos in vivo e in vitro realizados no figado demonstraram o efeito
téxico do alcool sobre o EGF e seu receptor (Henderson et al.*’,1989; Zang &
Farrell87,1999). Foi observado um bloqueio na proliferacédo celular dos hepatdcitos
dos fetos de ratas, no 19° dia pré-natal, expostos ao alcool, assim como um
aumento na expressao do EGF e de seu receptor, o que foi resultante da redugcao
na autofosforilagdo do EGFR e diminuigdo na eficiéncia da internalizagdo do
complexo EGF/EGFR. Sendo assim, a interferéncia do alcool no processo de
endocitose, bloqueou o efeito do EGF sobre a proliferagao dos hepatocitos. Ainda
estudando as células do figado de ratos, Saso et al.>* (1997) demonstraram que a
ingestdao de alcool reduziu a autofosforilacdo do receptor e a fosforilagdo da
PLCy1. Assim também, foi reduzida a ligacao do Grb2 ao EGFR. Entretanto, a

fosforilagdo do Shc e a associagdo do Grb2 com o Shc nao foram
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significantemente alteradas. Isso evidencia uma inibicao diferencial do alcool
sobre as proteinas sinalizadoras intracelulares. Aquelas que tém maior afinidade
pelo EGFR, como por exemplo, a PLCy1 e Grb2 foram mais afetadas pelo alcool.
A alteragdo no processo de sinalizagdo intracelular pode contribuir para a
regeneracgao deficiente no figado dos individuos expostos ao alcoolismo crénico.

Em 1994 Wimalasena et al.®* estudaram, in vitro, os efeitos do alcool
sobre a acdo do EGF durante a secrecdo hormonal nas células placentarias.
Verificaram, que o alcool altera os efeitos do EGF sobre a fungdo da placenta e,
que esta alteracdo é dependente do tempo de exposi¢gdo e da concentragdo do
alcool.

Wang et al.”® (1992) investigaram, in vitro, o mecanismo deletério do
alcool sobre o EGF na mucosa bucal de ratos. Verificaram que a diminui¢do na
expressdo do EGFR foi devida & redugdo na quantidade de receptores ativos. E
possivel que o alcool tenha alterado a estrutura e fluidez da membrana celular,
levando a reducdo na viabilidade dos receptores. Segundo Wang et al.”” (1991),
esses resultados interferiram com o processo de renovagao epitelial da mucosa

bucal dos ratos.
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2.5 Efeitos do alcool sobre o EGF no germe

dentario

Guerrero et al.®

(1996) estudaram os efeitos da ingestdo materna de
alcool sobre a expressdo do EGF durante a odontogénese de camundongos com
1,5° dia de vida que receberam, via oral, 20% de alcool antes e durante a
gestacdo. No grupo tratado o alcool foi administrado a agua dos animais em
concentracdes crescentes de 1%, 5%, 10%, 15% e 20%, enquanto que os animais
controles receberam agua ad libitum. Descreveram, que a imunoexpressao do
EGF na cuspide média do 1° molar inferior era forte e homogénea no grupo
controle, porém fraca e heterogénea no tratado. Também verificaram, que os
germes dentais dos animais tratados eram morfometricamente menores. Os
autores concluiram que a ingestdo materna de alcool reduz a expresséo do EGF
no foliculo dentario, o que sugere que a diminuicdo no tamanho do germe dentario

dos animais tratados pode ter sido devida a inibicdo do EGF pelo alcool.
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3. PROPOSIGAO

Este estudo pretendeu, usando o dente molar de rato como modelo, por
ter o mesmo padrao de crescimento do dente humano, avaliar a imunoexpressao
do EGF durante a amelogénese e dentinogénese em filhotes de ratas que
ingeriram alcool em concentragdes teratogénicas antes e durante a gestagao,
empregando para isso, o método indireto com sistema de amplificagdo
(peroxidase, biotina e estreptavidina), bem como avaliar alguns parametros do

desenvolvimento das ratas e dos filhotes aos 0%, 4° e 9° dias pos-natal.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1- ANIMAIS

Para este estudo foram utilizadas 28 ratas albinas Wistar, adultas
jovens, pesando aproximadamente 185g (9 semanas). Apés uma semana de
adaptacao ao local do experimento, as ratas foram aleatoriamente distribuidas em
dois grupos experimentais: controle (n=10) e tratado (n=18). Todos os animais
foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com ciclo circadiano
controlado (12h luz e 12h escuro). Ambos os grupos receberam dieta solida
(Nuvilab CR1) ad libitum.

Ao grupo tratado foi administrado etanol (Merck) adicionado a agua em
concentragcbes crescentes de 1%, 5%, 10%, 15%, 20% e 25%, alteradas
semanalmente. O aumento gradual na concentragdo de etanol permitiu que as
ratas se acostumassem a bebida, evitando assim a abstinéncia ou perda de
interesse pela solugdo administrada. Sendo que 1g de etanol é equivalente a
7,1cal/g (1ml de alcool absoluto contém 0,798g de etanol e fornece 5,67 calorias),
as calorias fornecidas por 1ml das diferentes solugdes foram: 1% (0,056 cal/g); 5%
(0,28 cal/g); 10% (0,56 cal/g); 15% (0,84 cal/g); 20% (1,12 cal/g); 25% (1,4 cal/g).
O grupo controle recebeu somente agua.

Apods o periodo de pré-gestacao as ratas em atividade de estro foram
colocadas junto com machos da mesma idade e espécie, nao alcodlatras, na
proporgao de duas fémeas para um macho, durante o periodo noturno (overnight).
Durante o acasalamento, todos os animais receberam agua. A constatagdo da
gravidez foi obtida por meio da observagdo do tamp&o vaginal e presenga de
esperma no esfregago vaginal na manha seguinte ao acasalamento. Este dia foi

definido como dia zero de gestacéo.

26



Em seguida, as ratas prenhas, controles (n=6) e tratadas (n=10) foram
colocadas de volta as suas gaiolas e mantidas com suas respectivas dietas. As
ratas do grupo tratado continuaram a receber 25% de solugédo alcodlica e as do
grupo controle, agua ad libitum. Ambos o0s grupos continuaram recebendo a
mesma dieta sélida ad libitum (Nuvilab CR 1). Tanto no grupo controle, quanto no
grupo tratado, a ingestao de liquido e comida foi registrada separadamente. Esta
informacgéo foi essencial para calcular a ingestdo diaria de calorias totais nos
diferentes grupos de estudo, ja o peso foi registrado semanalmente. Os calculos
foram realizados a partir da energia média metabolizavel da ragao (para os dois
grupos) e da mistura etanol + agua (para o grupo tratado). A racdo Nuvilab CR1
tem energia média metabolizavel de 2,80kcal/g. A solugcéo alcodlica a 25% tem
energia metabolizavel de 1,4kcallg. O peso dos animais foi registrado
semanalmente.

Das 10 ratas tratadas, durante a gestacdo, somente 7 chegaram a
termo, enquanto que no grupo controle todas as 6 ratas concluiram a prenhez. Por
ocasido do nascimento foi obtido o numero total de filhotes por ninhada. A fim de
dispor de prole homogénea em desenvolvimento, foi mantido oito filhotes em cada
ninhada. Como parametros do desenvolvimento embrionario e pés-natal, foram

obtidos o peso e comprimento cranio-caudal, ao 02, 4° e 92 dia pos-natal.

4.2 - PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Nos dias 0, 4° e 9° pds-natal, dois filhotes de cada ninhada foram
anestesiados com éter etilico e sacrificados por deslocamento cervical, suas
mandibulas removidas, cuidadosamente dissecadas e separadas em hemi-
mandibulas esquerda e direita para facilitar a orientacdo no momento da incluséo.
As hemi-mandibulas foram imersas em uma solucgao fixadora de Karnovsky, com
concentragdo modificada do glutaraldeido para 0,5%, pois a concentragao
preconizada por Karnovsky® (1965) pode interferir na reagdo imunohistoquimica.

O tempo da fixagao foi em média 12h.
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Em seguida, as hemi-mandibulas foram lavadas com tampao PBS (3x
por 10min), desidratadas e incluidas em paraplast. As hemi-mandibulas dos
filnotes de 4 e 9 dias pods-natal foram descalcificadas com EDTA 4,13%
(Warshawsky & Moore’®, 1967) sob agitacdo constante & temperatura ambiente,
com trocas diarias do liquido, durante 7 e 16 dias, respectivamente. O grau de
descalcificagao foi testado na regiao de incisivo, por meio de cortes realizados
com uma lamina de barbear nova. Consideramos que a desmineralizagao estava
completa quando a regido n&o oferecia resisténcia ao corte. Ao término da
descalcificagdo as pegas foram lavadas em tampao PBS (3x por 10min) e
reduzidas por dois cortes transversais, em relacdo ao longo eixo da hemi-
mandibula. O primeiro corte passou distalmente ao 1° molar e o segundo,
mesialmente ao 1° molar, de modo que permaneceu somente o germe dentario do
12 molar (Figura 1). Em seguida, foram realizadas a desidratagdo e inclusdo das
pecas em paraplast. As mesmas foram incluidas, de modo que o germe dentario

fosse cortado no sentido mesio-distal.

4.3- PREPARO DAS LAMINAS

1. As laminas (Knitel Glasser, fosca) foram mergulhadas em agua
contendo detergente por 1h, em seguida lavadas exaustivamente com agua
corrente e secas na estufa a 60°C;

2. Depois de secas foram mergulhadas numa solugdo de HCI (Merck)
1N durante 20min; lavadas rapidamente com agua corrente, agua destilada (3
trocas) e novamente secas na estufa.

3. Ap6s a secagem, ficaram imersas numa solugdo 3:1 de alcool

absoluto e acido acético (Merck) por 20min e levadas a estufa para secar.
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4.3.1 Solugéo de organosilano

Esta solugdo serviu como cola para aderir os cortes nas laminas
impedindo que saissem durante a reagao imunohistoquimica e sem provocar
reacdes de fundo. A preparagao constou de:

1. Quatro mergulhos rapidos uma a uma em uma solugdo a 2% de
Organosilano em acetona (3 Aminopropyltriethoxy-silano-Sigma Chemical CO.
St.Louis, USA).

2. Dois mergulhos rapidos em Acetona pura (Merck).

3. Agua destilada, 2 mergulhos rapidos.

4. Secagem em estufa a 60°C.

4.4- MICROTOMIA

As hemi-mandibulas incluidas em paraplast, foram seccionadas num
micrétomo automatico (RM 2155 — Leica) para obtengdo de cortes com 4um de
espessura que foram coletados em l|aminas previamente preparadas com

organosilano.

4.5- IMUNOHISTOQUIMICA

Para a imunohistoquimica utilizamos o método indireto com sistema de
amplificacdo (Peroxidase, Biotina e Estreptavidina), que é extremamente sensivel,
podendo ser utilizadas concentragdes muito baixas do anticorpo primario.
Previamente os cortes foram desparafinizados com xilol 30min a 37°C e 20min a
temperatura ambiente, hidratados com alcool absoluto, 90%, 70%, 50% e agua
destilada, 2min cada, mergulhados em H>O; a 3% - 10v (Peroxido de Hidrogénio),
5 trocas de 5min cada para inativar a peroxidase enddgena do tecido. Os cortes

foram lavados em agua corrente por 2min, mergulhados numa solug&o de tripsina
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e cloreto de calcio a 37°C para que se processasse a digestdo enzimatica do
tecido, digestdo esta que expdéem os sitios de ligagdo que podem ficar
“‘mascarados” durante a fixagcdo e inclusdo das pegas e nos quais o anticorpo
primario se ligara e em seguida lavadas em agua por 2min. Posteriormente os
cortes foram incubados com anticorpo primario policlonal (anti-EGF desenvolvido
em coelho) (Sigma Chemical CO. St.Louis, USA), 1:2000 em PBS/BSA1%
“overnigth”.

Apods este periodo, as laminas foram lavadas com PBS (pH 7,4) 3
trocas de 5min. Como anticorpo secundario foi utilizado o Kit LSAB + Kit
peroxidase, Large Volume, Universal mouse/ rabbit/ goat (Dako Corporation).
Primeiramente foi empregado o anticorpo biotinado por 30min a 37°C, em seguida
as laminas foram lavadas com PBS, 3 trocas de 5min, e incubadas com anticorpo
conjugado com estreptavidina e peroxidase por 30min a 37°C. Novamente as
laminas foram lavadas com PBS 3 trocas de 5min, em seguida reveladas com
uma solugéo de DAB (3,3’ Diaminobenzidina — Sigma) com peroxido de hidrogénio
e DMSO por 2min a 37°C. A coloragado de fundo foi feita com Hematoxilina de
Mayer, e as laminas montadas com balsamo do Canada. Como controle positivo
da reacado imunohistoquimica foram utilizados o epitélio oral do mesmo corte em
que esta o germe dentario, pela certeza de EGF naquele tecido. O controle
negativo foi realizado em algumas laminas, pela substituicdo do anticorpo primario
pelo tampéao PBS.

A avaliagao dos cortes foi feita ao microscopio de luz ( Zeiss-Axioplan
2) observando-se as diferentes intensidades de marcagdo (coloragdo) das
estruturas do germe dentario, nos grupos, controle e tratado. Inicialmente foram
avaliados 5 cortes, a fim de calibrar as intensidades de marcagao e em seguida,
dois examinadores observaram as laminas, separadamente, avaliando cada item,
em diferentes aumentos (20 e 40x), adotando o critério utilizado por Wise et af®°
(1992): 0 = Auséncia de marcagéao; 1 = marcagéao fraca; 2 = marcagao moderada;

3 = marcacéao forte.
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Essa técnica de imunohistoquimica permitiu em um unico preparado
observar a marcacdo e morfologia com o emprego de microscopia de luz
convencional. Estas laminas poderao ser arquivadas para estudos retrospectivos,
pois o produto da reagdo antigeno-anticorpo é bastante estavel podendo ser

mantido permanentemente nos preparados.

4.6- ANALISE ESTATISTICA

O estudo da comparacgao entre grupos segundo as variaveis: 1) ganho
de peso (g9); 2) consumo solido diario (g); 3) consumo liquido diario (ml) das ratas
durante a pré-gestacao e gestacao; 4) peso (g) e 5) comprimento cranio-caudal
dos filhotes aos dias 0, 4° e 92 pds-natal, foi realizado pela Estatistica Paramétrica
(Teste t para observagdes independentes), com p < 0,05 indicando o nivel minimo
de significancia; 6) para a analise da efetividade da gestagao, foi utilizado o Teste
Exato de Fisher; 7) para intensidade de marcagao (coloragdo) de cada estrutura
nos periodos de 0, 4% e 9° dias de vida, foi realizado pela Estatistica N&o
Paramétrica,Teste de Mann Withney, o qual utiliza a mediana, como medida

central da amostra.
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Figura 1 — Desenho esquematico da hemimandibula com germe dentario do 1°
molar de ratos no 4° dia de vida mostrando a diregéo e localizagdo dos
cortes (a e b).
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5. RESULTADOS

5.1 DESENVOLVIMENTO DAS RATAS NO PERIODO DE
TRATAMENTO

Os resultados obtidos referentes ao desenvolvimento das ratas no
periodo de tratamento com alcool antes e durante a gestagcédo estao relacionados
nas Tabelas 1 a 6 e Figura 2.

A Tabela 1 mostra os dados do consumo de ragao e liquido, nos grupos
controle e tratado. Observamos que a ingestdo de comida foi similar nas 4
primeiras semanas do periodo de pré-gestacao. Entretanto, nas 5% e 6% semanas
desse periodo ocorreu diferenca significante entre os grupos controle e tratado.
Assim, as ratas tratadas consumiram menor quantidade de rag¢ao, quando
comparadas as ratas controles. Com relagcdo ao consumo de liquido, este foi
ingerido em menor quantidade pelas ratas tratadas com alcool, porém, sem
mostrar diferenga significativa, quando comparado ao grupo controle, exceto na 12
semana, onde o consumo da solucéo alcodlica a 1% foi até mesmo maior, do que
no grupo controle.

Durante a gestacao, tanto o consumo de ragdo, quanto o de liquido
aumentaram nos grupos controle e tratado, sendo este aumento significantemente
maior no grupo controle (Tabela 2). Na ultima semana de gestagédo as ratas do
grupo controle ingeriram 29,7% mais liquido e 23% mais ragdo do que as ratas do
grupo tratado com alcool. O consumo de ragao foi responsavel, no grupo controle,
por 100% do conteudo caldrico ingerido, visto que a agua néo contribui com
calorias. Entretanto, no grupo tratado o consumo de ragao contribuiu com 48,25%,

sendo os outros 51,75% correspondentes as calorias vindas do alcool (Tabela 4).
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A Figura 2 mostra as médias do peso corporeo das ratas dos grupos
controle e tratado, antes e durante a gestacao e, também no periodo de lactagao.
Pode-se observar que houve progressao no peso das ratas, nos dois grupos, ou
seja, nao ocorreu perda de peso ao longo das semanas, nos periodos estudados.
Ao compararmos o0s grupos controle e tratado observamos, que o peso das ratas
tratadas com alcool foi menor nas 52 e 62 semanas do periodo de pré-gestacgéo,
porém sem mostrar diferenca estatisticamente significante. Entretanto, durante o
periodo de gestagdo o peso corporeo das ratas tratadas foi significantemente
menor.

No periodo de lactagdo o peso das ratas mostrou uma diminuigédo na 12
semana aumentando logo em seguida, em ambos os grupos. As ratas tratadas
continuaram apresentando peso menor que as ratas controles sem, no entanto
mostrar diferencga estatisticamente significante entre os grupos.

A Tabela 5 mostra o ganho de peso (peso final — peso inicial) das ratas
dos dois grupos nos periodos de pré-gestacdo e gestacdo. Verificamos que o
ganho de peso da ratas apresentou diferenga significante entre os grupos controle
e tratado, apenas durante o periodo de gestacgéao.

A Tabela 6 mostra os resultados referentes a efetividade de gestacéo,
nos dois grupos. No grupo controle, todas as 6 ratas que ficaram prenhas tiveram
a prenhez concluida (100%). Ja no grupo tratado, das 10 ratas prenhas apenas 7
chegaram a termo (70%). Entretanto, o teste Exato de Fisher mostrou que as
diferencas entre os grupos néo foram estatisticamente significantes. O tempo de
gestacédo das ratas tratadas (22,50 dias) foi similar ao das ratas controles (22
dias). Com relacdo ao tamanho da ninhada as ratas tratadas com alcool deram
cria a um numero menor de filhotes, quando comparado as ratas controles

(4,20+3,85 vs 9,83+3,31), sendo esta diferenga estatisticamente significante.
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Tabela 1

Média e desvio padrdo da ingestdo diaria de ragdo (g) e liquido (ml) de ratas
adultas jovens dos grupos controle e tratado em cada semana do periodo de pré-
gestacgao.

Controle Tratado
(n=10) (n=18)

Ragao Agua Ragao Alcool

Semana (g/dia) (ml/dia) (g/dia) (ml/dia)

12- 1% 16,87£1,51 36,35+3,69 17,79+1,65 38+6,63
22.5% 15,36+1,49 45,78+9,72 16,36x1,15 41,5247,76
32-10% 15,98+1,80 37,03+8,17 15,53£1,26 30,97+4,53
42-15% 13,13£1,35 33,75+4,82 13,10+0,92 25,45+7,65%*
52-20% 13,86+1,49 29,05+4,38 11,671£0,91%* 25,9546,56
62-25% 13,55+1,48 28,38+3,77 10,12+1,52%* 27,9547,24

* Significante p<0,05
Tabela 2

Média e desvio padrdo da ingestdo diaria de ragédo (g) e liquido (ml) de ratas
adultas jovens dos grupos controle e tratado em cada semana do periodo de
gestagao.

Controle Tratado
(n=6) (n=10)
Ragdo Agua Racdo Alcool
Semana  (g/dia) (ml/dia) (g/dia) (ml/dia)
1%-25%  16,71+4,27 30,05+1,04 12,02+1,91* 24,7442 89*
28 -25% 17,71£2,64 34,60+2,27 13,04+1,02* 28,43+4,67*
3%-25%  18,57+2,07 44,0+1,93 13,85+0,71* 30,89+4,41%*

*Significante p<0,05
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Tabela 3

Média e desvio padrao da ingestdo calodrica diaria de ragao (kcal/dia), solugéo
(kcal/dia) e calorias totais de ratas adultas jovens dos grupos controle e tratado em
cada semana do periodo de pré-gestagéao.

Controle Tratado
(n=10) (n=18)
Racao Kcal/dia Racao Alcool Kcal/dia
Semana K cal/dia total Kcal/dia Kcal/dia total
12-1% 47234424 47234424 49,82+4,61 2,13+0,37 51,95+4,65*
(100) (100) (95,88) (4,12) (100)
22-5% 43,0144,18 43,01+4,18 45,82+3,23 11,63£2,1 57,4443,36*
(100) (100) (79,77) (20,23) (100)
32-10% 44.77+£5,05 44,77£5,05 43,4943.52 17,344+2,54 60,8+4,74*
(100) (100) (71,52) (29,92) (100)
42-15% 36,76+3,78 36,76%£3,78 36,67+2,58 21,3846,42 58,05+£7,25%*
(100) (100) (63,70) (36,30) (100)
52-20% 38,79+4,17 38,79+4,17 32,6942,54*  29,07+7,34 61,75+£7,21*
(100) (100) (53,46) (46,54) (100)
62-25% 37,94+3,92 37,9443,92 28,35+44,27*  39,13£10,14  67,48+12,62*
(100) (100) (42,49) (57,51) (100)
() proporgdes, em porcentagens, das calorias diarias
* Significante p<0,05
Tabela 4

Média e desvio padrao da ingestdo caldrica diaria de ragao (kcal/dia), solugao
(kcal/dia) e calorias totais de ratas adultas jovens dos grupos controle e tratado em

cada semana do periodo de gestagéo.

Controle Tratado
(n=6) (n=10)
Ragao Kcal/dia Ragao Alcool Kcal/dia
Semana  Kcal/dia total Kcal/dia Kcal/dia total
12 -25% 46,80£11,96 46,80+£11,96 33,6745,35*%  34,64+4,05 68,31+7,12*
(100) (100) (49,17) (50,83) (100)
22 .25% 49,59+£7.39  49,59+7,39 36,51+2,86 39,80%6,5 76,31+6,08*
(100) (100) (48,09) (51,91) (100)
32 -25% 52+5,80 52+5,80 38,79+1,99*  43,24+6,18 82,0316,0%*
(100) (100) (47,50) (52,50) (100)

() proporg¢des, em porcentagens, das calorias didrias

* Significante p<0,05

36



Tabela 5

Média do ganho de peso corporeo (g) de ratas adultas jovens dos grupos controle
e tratado nos periodos de tratamento.

Controle Tratado Reducao
Pré-gestacéao 40,22 33,24 17,35%
Gestacao 85,2 47,09* 44.73%
* Significante p<0,05
Tabela 6

Resultados do periodo de gestagdo em porcentagens, nos grupos
controle e tratado

Controle Tratado p
(n=6) (n=10)
N° total de ratas 10 18
Ratas prenhas 6 (60%) 10 (55,55%) 1,0000*
Prenhez concluida 6 (100%) 7 (70%) 0,2500%**

* %% Teste Exato de Fisher
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Figura 2 - Médias do peso corporeo (g) de ratas adultas jovens dos grupos
controle e tratado em cada semana do periodo de tratamento.

5.2 DESENVOLVIMENTO DOS FILHOTES

A Tabela 7 e Figura 3, mostram os resultados obtidos do comprimento
cranio-caudal dos filhotes de ratas aos 0, 42 e 92 dia pds-natal. A Tabela 8 e
Figura 4, demonstram os resultados obtidos do peso corpdéreo nas mesmas
condicdes anteriores.

A Tabela 7 mostra que, com excecao do nascimento, as meédias do
comprimento cranio-caudal foram menores nos filhotes do grupo tratado nos 42 e
92 dias pds-natal. O peso corpoéreo dos filhotes deste grupo mostrou diferenca
significante desde o nascimento até o 92 dia pds-natal, quando comparado ao
grupo controle (Tabela 8). Nas Figuras 3 e 4 observa-se que o peso dos filhotes
do grupo tratado apresentou uma redugdo maior do que o comprimento cranio-

caudal, durante todo o periodo pds-natal.

38



Tabela 7

Médias e desvio padrao do comprimento cranio-caudal (mm) de filhotes de ratas

dos grupos controle e tratado.

Comprimento cranio-caudal

Controle Tratado Reducao
0 dia p6s-natal 6,86+0,50 6,34+0,35 7,5%
(48) (48)
4°dia pos-natal 9,19+0,18 8,55+0,38* 6,9%
(39) (29)
9°dia pds-natal 11,9840,38 10,314+1,12* 13,9%
(24) (18)
( )=Numero de filhotes
* Significante p<0,05
14
E 12
£ 10
*2 8 @ controle
()
E 61 | tratado
=,
4
£
9 - *p<0,05
0
0 4° 9°
periodo pés-natal

Figura 2: Médias do comprimento cranio-caudal (mm) de filhotes de ratas
dos grupos controle e tratado, nos 0, 42 e 9° dias pos-natal.
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Tabela 8

Médias e desvio padrao do peso corporeo (g) de filhotes de ratas dos grupos
controle e tratado.

Peso corporeo

Controle Tratado Reducao
0 dia pos-natal 6,62+0,63 5,6540,45" 14,6%
(48) (43)
4°dia pos-natal 12,25+1,33 8,61+1,10% 29,7%
(39) (29)
9°dia pds-natal 22,3941,55 13,2743,87* 40,7%
(24) (18)

( )=Numero de filhotes
* Significante p<0,05

25
3 20
o
o 19 * @ controle
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9 10 - " | tratado
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0 ‘
0 4° Qe

periodo pds-natal

Figura 3: Médias do peso corporeo (g) de filhotes de ratas dos grupos
controle e tratado, nos 0, 4° e 9° dias pos-natal.
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53 IMUNOEXPRESSAO DO FATOR DE CRESCIMENTO
EPIDERMAL

A localizagdo do EGF foi claramente delineada pela coloragao
(precipitado insoluvel) marrom da associagdo entre a peroxidase que foi
conjugada ao anticorpo, o peroxido de hidrogénio e o revelador diaminobenzidina.
A tabela 9 mostra as diferencas no padrédo de distribuicdo e na intensidade (isto
significa maior ou menor concentragcdo do EGF) de marcagdo do EGF nas
diversas estruturas do germe dental em todos os periodos estudados dos grupos,
controle e tratado. Como controle positivo da reacdo imunohistoquimica, o EGF foi
observado em outros tecidos (epitélio oral e células 6sseas), no mesmo corte do
germe dental em estudo, onde o antigeno foi previamente localizado (Figura 5a).
Os cortes de controle negativo, onde o anticorpo primario foi omitido, mostraram

total auséncia de marcagao (Figura 5b).
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Tabela 9

Imunoexpressao do EGF no 1° molar inferior de filhotes de ratas nos 0, 4°, 9° dias pds-natal, dos grupos controle (C)

e tratado (7).

0 dia 42 dia 92 dia

C T p C T p T p
Epitélio interno 3 0 0,0039* - - - - -
Pré-ameloblastos 3 0 0,0039* 1 0 0,0104* - -
Ameloblastos secretores - - - 3 2 0,0039* 2 0,0039%*
ggﬂfabégztos na fase de ) i ) i i ) 0 0,0039*
Estrato intermédio 2 1 0,0131* - - - - -
Reticulo estrelado 2 0 0,0039%* 2 2 0,2002 - -
Camada papilar - - - - - - 0 0,0547*
Odontoblasto 3 2 0,0039* 3 2 0,0039* 2 0,0163*
Papila dental / Polpa 1 0 0,0082%* 2 1 0,0039%* 1 0,3785

* Significante p<0,05 (Teste de Mann Whitney)
Intensidade de marcagao: (o) ausente; (1)fraca; (2) moderada; (3) forte



Figura 5 — Fotomicrografia do germe dentario: a) Controle positivo: epitélio oral

(EO); osteoblastos (W); ostedcitos (¥) e osteoclastos (®) mostram forte
marcacgao para EGF. b) Controle negativo: epitélio oral (EO); osteoblastos (W);
ostedcitos (¥) mostram total auséncia de marcacéao para EGF; osso alveolar
(OA). Aumento original: 400x.
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5.3.1 PERIODO DE - 0 - DIA POS-NATAL

Grupo controle

Neste periodo o germe dentario encontrou-se no inicio da fase de coroa
a qual foi caracterizada pela deposi¢cao de dentina no vértice da futura cuspide do
dente (Figura 6).

A Figura 6 mostra a vertente lingual da coroa do germe dentario, a qual
pode ser dividida em regido oclusal (préxima ao vértice da cuspide) e regido
cervical (préxima a alga cervical). Proximo a alga cervical foram encontradas
células cilindricas baixas do epitélio interno do 6rgdo do esmalte, adjacentes as
células ectomesenquimais indiferenciadas da papila dentaria. Ja na regido
préxima ao vértice da cuspide as células do epitélio interno tornaram-se cilindricas
altas com nucleo proximo a lamina basal, passando a serem denominadas de pré-
ameloblastos. Nesse momento, as células da regido periférica da papila dentaria
se encontraram diferenciadas em odontoblastos os quais ficam adjacentes a uma
fina camada de matriz dentinaria. Sendo assim encontramos estagios cada vez
mais avangados, quanto mais proximo do vértice da cuspide for a regido
examinada.

Com relagao ao EGF, este foi localizado com forte marcagcao nos pré-
ameloblastos e odontoblastos, enquanto que na papila dentaria, a marcacéao foi de
intensidade fraca (Figuras 7a e 8a). Na regido proxima a alga cervical as células
do epitélio interno e epitélio externo do 6rgdo do esmalte apresentaram forte

marcacao (Figuras 7a e 9a).
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Grupo tratado

Neste periodo o germe dentario do grupo tratado encontrou-se com a
dentinogénese apenas iniciando no vértice da futura cuspide. Nesta regido os
odontoblastos se encontraram em inicio de diferenciacdo. Os pré-ameloblastos,
também estavam menos diferenciados, com os nucleos localizados em diferentes
niveis, indicando auséncia de polarizagao (Figura 7b).

Com relacéo ao EGF, este foi localizado com moderada marcagao nos
odontoblastos, enquanto que os pré-ameloblastos e a papila dentaria nao
mostraram marcacao (Figuras 7b e 8b). Na regido préxima a alga cervical as
células dos epitélios interno e externo do 6rgdo do esmalte apresentaram

auséncia de marcagao (Figuras 7b e 9b).
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Figura 6 — Fotomicrografia da vertente lingual da coroa do germe
dentario do grupo controle ao 0 dia pds-natal: alga cervical (seta);
epitélio interno do 6rgédo do esmalte (El); pré-ameloblastos (PA);
odontoblastos (O); dentina (D); papila dental (PD). Aumento original:
100x.
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Figura 7 — Fotomicrografia da vertente lingual da coroa do germe dentario ao 0
dia pos-natal. Grupos: a) Controle b) Tratado. Epitélio interno do 6rgéo do

esmalte (El); pré-ameloblastos (PA); odontoblastos (O); dentina (D); papila
dental (PD); dentinogénese em fase inicial (% ). Aumento original: 200x.
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Figura 8 — Fotomicrografia da regido oclusal da vertente lingual da coroa do
germe dentario ao 0 dia pds-natal, mostrando a imunoexpressao do EGF.
Grupos: a) Controle - pré-ameloblastos (PA) e odontoblastos (O) apresentaram

marcacao forte; papila dental (PD) apresentou marcacéo fraca. b) Tratado -
odontoblastos (O) apresentaram marcagdo moderada; pré-ameloblastos (PA) e
papila dental (PD) ndo apresentaram marcagao. Aumento original: 500x.
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Figura 9 — Fotomicrografia da regido cervical da vertente lingual da coroa do
germe dentario ao 0 dia pds-natal , mostrando a imunoexpressao do EGF.
Grupos: a) Controle - alga cervical (seta); epitélio interno (El) e epitélio
externo do 6rgédo do esmalte (EE) apresentaram marcagao forte; maior
condensacdo de células ectomesenquimais (%) da papila dental (PD).
b) Tratado - alga cervical (seta); epitélio interno (EIl) e epitélio externo do
6rgao do esmalte (EE) nao apresentaram marcagao ; menor condensacao de
células ectomesenquimais (%) da papila dental (PD). Aumento original: 500x.
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5.3.2 PERIODO DE 4°DIA POS-NATAL

Grupo controle

Neste periodo o germe dentario encontrava-se na fase de coroa,
caracterizada pela presenga das camadas de dentina e esmalte (Figura 10a). Esta
fase se desenvolve desde os locais correspondentes as cuspides em diregcao
cervical, portanto, na regido proxima a alga cervical, observou-se zonas nas quais
o epitélio interno do érgdo do esmalte ainda ndo sofreu inversdo da sua
polaridade. Pré-ameloblastos podem ser vistos na regido adjacente ao epitélio
interno do 6rgao do esmalte. Ja na papila dentaria os pré-odontoblastos estdo se
diferenciando em odontoblastos. Os odontoblastos diferenciados se encontram
adjacentes a uma camada de dentina relativamente desenvolvida. A camada de
esmalte com espessura semelhante a da dentina, depositada por ameloblastos
secretores, se mostrou presente. Na superficie desta camada, estes ameloblastos
se apresentavam como células altas, justapostas umas as outras com nucleos
alongados e localizados no polo basal.

Com relagcdo ao EGF, este se localizava nas células do 6rgdo do
esmalte e papila dentario durante a formagao do esmalte (Figuras 10a, 11a e 12a).

Na regidao proxima a alga cervical, as ceélulas da papila dentaria
apresentaram moderada marcagao, porém o0s pré-ameloblastos estavam
marcados fracamente (Figura 11a).

Na Figura 12a observa-se os odontoblastos e ameloblastos ja
diferenciados, envolvidos agora na secrecdo da matriz dentinaria e do esmalte,
respectivamente. Nesta regido foi observada forte marcagdo no citoplasma da
regido apical e da regido basal do ameloblasto secretor, assim como no
citoplasma dos odontoblastos. As células da papila dentaria mostraram marcagao

moderada. Ja nas matrizes dentinaria e do esmalte ndo ocorreu marcagao em
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nenhuma regido da vertente da coroa dentaria. A regido do foliculo dentario
apresentou fraca marcagao e as células osteogénicas mostraram marcagcéo muito

forte. A matriz 6ssea ndo apresentou marcagdo em nenhuma regiéo.

Grupo tratado

Neste periodo o germe dentario apresentou as caracteristicas
morfolégicas da fase de coroa semelhantes ao grupo controle, porém algumas
diferencas foram notadas. A cuspide apresentou redu¢do na altura, assim como
na espessura das camadas de dentina e esmalte (Figura 10b).

Com relagdo ao EGF este, também foi localizado nas células do 6rgao
do esmalte e papila dentaria, porém com intensidade de marcagao reduzida
(Figuras 10b, 11b e 12b).

Na regido préxima a alga cervical, as células da papila dentéria
apresentaram fraca marcacio, enquanto que os pré-ameloblastos ndo mostraram
marcacao (Figura 11b). Os odontoblastos e ameloblastos ja diferenciados, sao
vistos adjacentes as matrizes dentinaria e do esmalte (Figura 12b). Foi observada
moderada marcagado no citoplasma do ameloblasto secretor somente na regido
apical, enquanto que no citoplasma da regidao basal ndo houve marcagao. Os
odontoblastos apresentaram marcacdo moderada. As células da papila dentaria
marcaram fracamente. A regido do foliculo dentario e as células osteogénicas n&o
apresentaram marcacado. O reticulo estrelado, presente em toda extensdo da

coroa, mostrou moderada marcagao (Tabela 9).
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Figura 10 — Fotomicrografia da vertente lingual da coroa do germe
dentarioao 4° dia pods-natal. Grupos: a) Controle b) Tratado. Pré-
ameloblastos (PA); odontoblastos (O); papila dental (PD); ameloblastos
secretores (AS); dentina (D); esmalte (E). Aumento original: 100x.
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Figura 11 — Fotomicrografia da regido cervical da vertente lingual da coroa do
germe dentario ao 42 dia pds-natal, mostrando a imunoexpressao do EGF.
Grupos: a) Controle - pré-ameloblastos (PA) marcaram fracamente;
odontoblastos (O) apresentaram marcagéo forte; papila dental (PD) apresentou
marcagdao moderada; dentina (D) auséncia de marcacdo. b) Tratado - pré-
ameloblastos (PA) auséncia de marcacgao; odontoblastos (O) apresentaram
marcagao moderada; papila dental (PD) apresentou marcagao fraca; dentina
(D)auséncia de marcagao; osso alveolar (OA). Aumento original: 400x.
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Figura 12 — Fotomicrografia da regiao oclusal da vertente lingual da coroa do
germe dentario ao 42 dia pds-natal, mostrando a imunoexpressdo do EGF.
Grupos: a) Controle - ameloblastos secretores (AS) e odontoblastos (O)
marcaram com intensidade forte; papila dental (PD) marcagdo moderada;
células osteogénicas (setas) apresentaram marcagao muito forte; dentina (D) e
esmalte (E) ndo mostraram marcagao. b) Tratado - ameloblastos secretores
(AS) e odontoblastos (O) marcaram com intensidade moderada; papila dental
(PD) apresentou fraca marcagao; células osteogénicas (setas), dentina (D) e
esmalte (E) ndo mostraram marcagao. Aumento original: 400x.
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5.3.3 PERIODO DE 9° DIA POS-NATAL

Grupo controle

O germe dentario apresenta-se com a coroa ja formada e em processo
de maturagdo do esmalte. A Figura 13a mostra a vertente lingual do germe
dentario onde se pode observar as camadas de dentina e esmalte bem
desenvolvidas, assim como uma parte da raiz ja formada o que pode ser
evidenciado pela presencga de dentina radicular.

A Figura 15a mostra a regido cervical da vertente do germe dentario
onde observa-se ainda ameloblastos e células do estrato intermédio com
caracteristicas morfologicas da fase de secregcdo de esmalte. Estes ameloblastos
bem como os odontoblastos adjacentes a dentina radicular e a dentina coronaria
apresentaram forte intensidade de marcacéo para o EGF (Figura 17a).

A Figura 14 mostra a regido de transi¢ao entre o final da secrecéo e o
inicio da maturacao do esmalte. Pode-se observar uma separagao entre a camada
de ameloblasto e a matriz do esmalte. Nesta area os ameloblastos perderam seus
processos de Tomes, fato este responsavel pela redu¢do no grau de unido entre a
regido distal dos ameloblastos e a matriz do esmalte. Acima desta area, esse
espacgo desaparece e os ameloblastos, agora reduzidos em altura, apresentavam-
se novamente aderidos a superficie do esmalte.

Examinando uma regi&do mais oclusal da vertente, os ameloblastos se
mostram como células cilindricas baixas. As células do estrato intermédio tornam-
se cuboidais e sao indistingliveis das células do epitélio externo do érgao do
esmalte, participando agora, da formacdo da camada papilar, a qual fica em
contato com a regido basal dos ameloblastos em fase de maturagdo e com os
capilares do foliculo dentario. Sendo assim ndao se observa mais a nitida
separacao entre a camada de ameloblastos e a camada do estrato intermédio. As

células da camada papilar sdo as unicas que estao na regido antes ocupada pelo
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estrato intermédio e reticulo estrelado (Figura 16a). Quanto ao EGF este foi
localizado com forte intensidade nos ameloblastos em fase de maturagdo e na

camada papilar com fraca marcacé&o (Figura 16a).

Grupo tratado

A Figura 13b mostra a vertente lingual do germe dentario onde se pode
observar as camadas de dentina e esmalte menos desenvolvidas, assim como a
menor altura da cuspide, quando comparadas no mesmo periodo, ao grupo
controle. Os ameloblastos secretores foram encontrados, na regido cervical e na
maior parte da vertente lingual do germe dentario.

Na regido cervical da vertente do germe dentario, os ameloblastos
secretores apresentaram marcacdo moderada declinando para fraca conforme
foram se aproximando da regido oclusal da vertente. Os odontoblastos adjacentes
a dentina radicular ndo apresentaram marcacéao (Figura 15b).

Os ameloblastos em maturagcdo também se apresentaram como células
cilindricas baixas, porém estavam localizados apenas na regido da vertente
proxima a ponta da cuspide. A camada papilar estava adjacente a regido basal
dos ameloblastos em maturagdo, porém, se apresentou menos desenvolvida.
Quanto a marcacado do EGF esta se mostrou ausente, tanto nos ameloblastos em

maturagdo, quanto na camada papilar (Figura 16b).
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Figura 13 — Fotomicrografia da vertente lingual da coroa do germe dentario ao
92 dia pos-natal. Grupos: a) Controle b) Tratado. Dentina radicular (DR);

dentina coronaria (DC); esmalte (E); odontoblastos (O); polpa (P); ameloblastos
secretores (AS); ameloblastos em maturagcéo (AM). Aumento original: 100x.
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Figura 14 — Fotomicrografia da regiao de transi¢cao da vertente lingual da coroa
do germe dentario do grupo controle ao 92 dia poés-natal, mostrando a
imunomarcagédo do EGF: ameloblastos secretores ao final da secregéo do
esmalte (AS) e ameloblastos em maturacdo (AM) apresentaram forte
marcagao; estrato intermédio (El), camada papilar (CP) e foliculo dental (FD)
mostraram fraca marcagao; células osteogénicas (setas) tiveram marcagao
muito forte e o osso alveolar (OA) ndo apresentou marcagao. Aumento original:
500X.
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Figura 15 — Fotomicrografia da regido cervical da vertente lingual da coroa do
germe dentario ao 9¢ dia pds-natal, mostrando a imunoexpressao do EGF.
Grupos: a) Controle - dentina radicular (DR); dentina coronaria (DC) e esmalte
(E) ndo marcaram; odontoblastos (O) e ameloblastos secretores (AS)
apresentaram marcagao forte; polpa (P) mostrou fraca marcagao. b) Tratado -
dentina radicular (DR) em inicio de formagao; dentina coronaria (DC), esmalte
(E), odontoblastos (O) adjacentes a dentina radicular e polpa (P) nao
apresentaram marcag¢ao. Aumento original: 200X.
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Figura 16 — Fotomicrografia da regido oclusal da vertente lingual da coroa do
germe dentario ao 99 dia pds-natal, mostrando a imunoexpressédo do EGF.
Grupos: a) Controle - ameloblastos reduzidos em fase de maturagédo do esmalte
(AM) apresentaram forte marcagédo, camada papilar (CP) e foliculo dental (FD)
fraca; no esmalte (E) ndo houve marcagéo; capilares (%). b) Tratado -
ameloblastos reduzidos em fase de maturagcéo do esmalte (AM); camada papilar
(CP) menos desenvolvida; foliculo dental (FD) e esmalte (E) ndo apresentaram
marcacao. Aumento original: 500X.
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Figura 17 — Fotomicrografia da regido coronaria da vertente lingual da coroa do
germe dentario ao 92 dia pds-natal, mostrando a imunoexpressao do EGF.
Grupos: a) Controle - dentina coronaria (DC) marcagao ausente; odontoblastos

(O) apresentaram marcacgéo forte; polpa (P) marcou fracamente; capilares (% ).
b) Tratado - dentina coronaria (DC) auséncia de marcagao; odontoblastos (O)
apresentaram marcagdo moderada; polpa (P) auséncia de marcagdo. Aumento
original: 500X.
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6. DISCUSSAO

Vérios estudos sobre os efeitos do consumo materno de alcool séo
relatados na literatura, diferindo em termos de espécie de animal usada, grupos
experimentais, concentragcdo de alcool, duracdo da administragcdo e periodo de
exposicdo ao alcool. (Ludena et al.*°, 1983; Campos & Duranza’ 1988; Guerrero®
1990; Guerrero et al.**, 1998).

No presente trabalho, foi usada a via oral de administragdo do alcool
pelo fato de refletir melhor a realidade das pessoas alcodlatras. Durante a
gestacédo, o volume de alcool ingerido em média pelos animais do grupo tratado foi
de 22,84g/Kg/dia (=28,02ml/25%) por animal. Esta quantidade de &lcool
consumida pelas ratas, € semelhante aquela encontrada na maioria dos trabalhos
onde se verificaram o potencial teratogénico do alcool (Sulik et al.?®, 1981; Ludena
et al.*°, 1983; Campos & Duranza’ 1988; Guerrero®® 1990; Guerrero et al.?°, 1996;
Guerrero et al.?*, 1998).

Verificamos que a exposicdo ao alcool antes e durante a gestacao
afetou o tamanho da ninhada (Tabela 6). Entretanto, o tempo de gestacéo e a
porcentagem de ratas prenhas e prenhez concluida, ndo mostraram diferengas
significantes entre os grupos controle e tratado, estando de acordo com a literatura
(Guerrero et al.®, 1996; Guerrero et al.?*, 1998; Grinfeld et al.?", 1999).

Foram verificados diariamente os consumos de racédo e de liquido e
calculada a média de calorias ingeridas por animal durante os periodos de pré e
pos-fertilizagdo, a fim de controlar o estado nutricional dos animais (Tabelas 1, 2, 3
e 4). Segundo o National Research Council (1995), a quantidade de calorias que
um rato adulto deve ingerir diariamente para manutencao de um estado nutricional
satisfatorio € de 112Kcal/Kg e durante a gestacédo, € de 143Kcal/Kg, de peso
corporal. O individuo alcodlatra obtém do alcool, segundo dados estatisticos da
Secretaria Nacional de Drogas (SENAD, 2000), 43 a 57% das calorias totais
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ingeridas. Entre os pesquisadores existem controvérsias sobre a utilizagdo ou nao
destas calorias pelo organismo para sua propria manutengdo por esta razao,
foram chamadas por Lehninger® (1991), citado por Coelho (2000), de “calorias
vazias”. Portanto, para avaliagado nutricional dos animais em nosso estudo, foram
levadas em conta apenas as calorias vindas da racao.

Levando-se em consideracdo o peso corpéreo das ratas tratadas, a
quantidade de calorias que elas deveriam ingerir com a ragdo para ndo serem
consideradas desnutridas, segundo os valores do National Research Council
(1995) foi em média 22,7Kcal/dia no periodo de pré-gestacao e 33,91kcal/dia no
periodo de gestacdo. As tabelas 3 e 4, mostram que esses valores foram
satisfatoriamente alcangados por todos os animais do grupo tratado. Mesmo nas
semanas onde foi encontrado menor consumo de ragao pelos animais tratados,
estes ingeriram quantidades de calorias necessarias para a manutencao e
gestacao (Tabelas 1, 2, 3 e 4). Os valores da ingestao caldrica total, em cada
semana da gestacdo, superaram as médias encontradas no grupo controle, devido
a presencga das calorias provenientes do alcool (Tabela 3 e 4).

Segundo Lieber®® (1984b), o alcool é uma droga rica em energia e a
ingestao prolongada do mesmo, esta frequentemente associada a habitos de
dietas pobres, tanto no ser humano quanto em animais de laboratério podendo
interferir na absorgéo intestinal de nutrientes. Mesmo quando os nutrientes s&o
digeridos e absorvidos, o alcool pode impedir que eles sejam completamente
utilizados pela alteragcdo nos processos de transporte, armazenamento e
excregdo. De acordo com Campana et al.’ (1995) o estado de desnutricdo, em
roedores, é caracterizado pela ocorréncia de disturbios de comportamento, queda
ou alteragdes na distribuicio de pélos, diarréia e edema, além de acentuada perda
de peso. No presente estudo os sintomas de desnutricdo acima citados nao foram
observados nos animais tratados com alcool apresentando todos eles, ganho de
peso no decorrer do experimento (Figura 2).

Durante a gestagdo, o alcool promoveu, nos animais tratados, em

média 51,75% do consumo total de calorias diarias. Isto foi refletido no peso
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significantemente menor nas ratas tratadas quando comparado as controles
(Figura 2 e Tabela 5). Isto esta de acordo com Leichter & Lee® (1979) e Guerrero
et al?* (1998), os quais observaram que as ratas tratadas, também ganharam
menos peso, embora a quantidade de ingestao caldrica fosse similar em ambos os
grupos. A redugdo no peso corpoéreo das ratas, aumentou com a evolugdo da
gestacdo (Figura 2) e pode ser resultante de ambos: 1) redugdo no peso fetal,
devido aos efeitos deletérios da ingestdo materna de alcool sobre a velocidade de
crescimento fetal. 2) dificuldade das ratas prenhas em armazenar suas reservas
energéticas, como normalmente ocorre nas ratas no final da prenhez (Herrera et
al.?®, 1969; Ludena et al.*°,1983; Guerrero®®, 1990; Guerrero, et al.?*, 1998). No
estudo de Guerrero® (1990) a reducédo na velocidade de crescimento fetal pode
ser evidenciada por redugéo significativa no peso fetal aos 14,5% 16,5°% 18,5° dias
pré-natal e no peso dos filhotes ao nascimento e periodo pds-natal no grupo
tratado, quando comparado ao peso dos fetos e filhotes de ratas controle, as quais
receberam quantidades semelhantes de calorias antes e durante a gestacéo.
Segundo o trabalho, esses dados refletem a influéncia direta do alcool sobre o
desenvolvimento embrionario, ao invés de fatores nutricionais.

O alcool seria a causa do retardo no crescimento, tendo seus efeitos no
peso e comprimento ao nascimento e posteriormente na estatura pés-natal (Jones
et al.**,1973; Clarren & Smith'!, 1978; Streissguth et al.®>, 1991; Autti-Ramé et al.>,
1992; Coles™, 1993). De acordo com Jackson et al.?® (1990) as criancas afetadas
com SFA tém uma reducdo no peso ao nascimento maior do que a estatura. Lee &
Leichter® (1980) e Ludena et al.*® (1983) confirmaram, em ratos, que o consumo
materno de alcool antes e durante a gestagédo afetou os mecanismos regulatérios
do crescimento durante o desenvolvimento embrionario, sendo este efeito
persistente apds o nascimento.

Em nossa pesquisa observamos, que a ingestdo materna de alcool
afetou o desenvolvimento global dos filhotes, o que foi evidenciado pela redugéo
no peso e comprimento cranio-caudal dos filhotes do grupo tratado (Figuras 3 e 4).

Observando as Tabelas 7 e 8 podemos notar, que neste grupo o peso corpéreo ao
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nascimento foi 14,6% menor, enquanto que a redugdo no comprimento foi de
7,5%. Assim também, Garcia et al.'® (1996) notaram uma reducdo de 20% no
peso dos filhotes de mées tratadas com alcool durante a prenhez. Kamei et al.*’
(1993) demonstraram uma associagdo entre a reducdo no nivel plasmatico do
EGF e o retardo no crescimento fetal de ratas prenhas sialoadenectomizadas.
Sabendo, que o abuso de alcool durante a gestagao esta associado com alteragao
dos niveis de EGF na circulacdo materna (Vuorela et al.”®, 2002), podemos inferir,
que o menor desenvolvimento dos filhotes do grupo tratado, em nosso estudo,
pode ter sido também causado por uma provavel deficiéncia de EGF na circulacao
materna e consequentemente na circulagao fetal sendo este efeito persistente
apds o nascimento.

Nossos resultados diferem daqueles encontrados por Tomazela et al.”
(1997) onde, tanto o peso, quanto o comprimento cranio caudal dos filhotes foram
equivalentes ao nascimento em ambos os grupos. Estes parametros foram
menores nos animais do grupo tratado nos 6° e 10° dias pds-natal, sendo as
diferencas neste ultimo, estatisticamente significantes. J& em nossos animais
apenas o comprimento foi semelhante entre os grupos, ao nascimento. Podemos
considerar que essas diferengas foram devidas as variagdes nos padrdoes de
administragao do alcool e no tempo de exposigéo a esta droga.

De fato, a incidéncia das malformagdes nos filhotes de camundongos
tratados com alcool variam de acordo com: (1) o estagio do desenvolvimento
embrionario no momento da exposi¢cao (2) a via de administracdo do alcool e (3)
tempo de exposigdo ao alcool (Webster et al.®!, 1983).

Um dos mecanismos pelos quais o alcool atua sobre os tecidos em
desenvolvimento, € a interferéncia com os fatores de crescimento (Guerrero et
al* 1998), entre eles o EGF, que é um fator de crescimento que esta
profundamente envolvido na regulacdo do desenvolvimento dentario e sua
erupcao (Thesleff et al.®®, 1987; Wise et al.?®, 1992). Originalmente o EGF estimula
a proliferagao de células epiteliais e mesenquimais e a diferenciacdo de ambas
(Carpenter & Cohen?®, 1979).
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Quanto a localizagdgo do EGF, encontramos uma variagdo na
distribuicdo e na intensidade da imunomarcagao nas diversas estruturas do 6rgao
do esmalte do germe dentario em todos os periodos estudados, nos dois grupos
(Tabela 9). Isto significa que diferentes populagdes celulares respondem
diferentemente ao EGF e, que a resposta celular esta relacionada ao estagio do
desenvolvimento dentario, sugerindo a participacédo de interagdes celulares nesse
sistema (Thesleff®®, 1987). Prévios estudos demonstraram a existéncia de uma
associacao direta entre a intensidade da imunomarcacéo e o conteudo celular do
EGF (Guajardo et al.??, 2000). Assim, as células e/ou tecidos que apresentaram
maior intensidade de marcagao responderao mais ativamente ao EGF (Luo &
Miller*', 1998).

Segundo Katchburian & Arana® (1999), a diferenciacdo dos
odontoblastos € iniciada por influéncia das células alongadas do epitélio interno do
orgao do esmalte, por meio da secregao direta de mensageiros quimicos, a partir
dos pré—ameloblastos, os quais estariam interagindo com receptores presentes na
membrana plasmatica das células ectomesenquimais da periferia da papila
dentaria.

Nossa pesquisa demonstrou, que durante o inicio da fase de coroa do
germe dentario (periodo de 0° dia pds-natal) o EGF foi localizado na papila
dentaria, odontoblastos, pré-ameloblastos e epitélio interno do 6rgdo do esmalte
(Figuras 6 e 7a). Estes achados estdo de acordo com Cobo et al.'? (1992), os
quais localizaram o EGF e seu receptor no epitélio interno e nos pré-ameloblastos
do germe dentario de molares no 21° dia pré-natal. Também, estao de acordo com
o estudo de Snead et al.%? (1989) que demonstraram a imunoexpressdo do EGF
no epitélio interno, estrato intermédio, reticulo estrelado e células
ectomesenquimais da papila dentaria, durante a fase de histodiferenciacdo e
formagao dos tecidos dentarios, evidenciando a participacdo do EGF na regulagao
das interagdes epitélio-mesénquima que ocorrem durante a odontogénese.

Encontramos diferengas na imunoexpressao do EGF e na morfologia do

germe dentario ao 0 dia pds-natal (Tabela 9). No grupo controle foi observada
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marcacao forte nos pré-ameloblastos e epitélio interno do 6rgdo do esmalte
(Figuras 7a e 8a). Entretanto, no grupo tratado a marcagdo nestas mesmas
estruturas estava ausente (Figuras 7a e 8b). Esses resultados evidenciam, que as
células mais afetadas pela exposicdo materna ao alcool foram as células do
epitélio interno e os pré-ameloblastos. Ainda no grupo tratado verificamos, que os
odontoblastos apresentaram-se menos desenvolvidos e com moderada
intensidade de marcagéo para o EGF (Figuras 7b e 8b).

Considerando que a diferenciagdo dos odontoblastos é influenciada
pelos pré-ameloblastos, podemos deduzir, que a reducdo na expressao do EGF
nestas células causou alteragao na diferenciagao dos odontoblastos (Figuras 7b e
8b). Estes resultados vém corroborar os achados de Guerrero® (1990) que
evidenciou um retardo na calcificagdo da matriz dentinaria do germe dentario ao
1,5° dia pés—natal, associando esta alteracdo a uma inibicdo do &alcool sobre a
atuacado do EGF na diferenciacédo das células mesenquimais em odontoblastos.

O nosso estudo mostrou a existéncia de uma relagao entre a reducao
na expressao do EGF e a proliferagcao celular diminuida. Durante o 0 dia pds-natal,
a regiao da coroa do germe dentario ainda em proliferagdo, foi localizada no
epitélio interno do 6rgdo do esmalte préximo a alga cervical. Nesta regido
observamos, que além da marcacao ausente para o EGF, as células do epitélio
interno do 6rgdo do esmalte se apresentaram menos desenvolvidas, quando
comparadas ao grupo controle, evidenciando a interferéncia do alcool sobre a
imunoexpressdo do EGF durante a proliferagcado celular (Figuras 9a e b). Esses
achados vao ao encontro dos de Luo & Miller*' (1998), os quais demonstraram
que a diminuicdo na proliferagcdo dos neurdnios e células da glia no SNC foi
resultante da interferéncia do alcool com a acgado reguladora dos fatores de
crescimento (EGF, IGF-l). Campos & Duranza’ (1988) demonstraram a
interferéncia da exposicdo materna de alcool sobre a proliferacdo celular,
evidenciada por alteragbes nas células do epitélio interno do 6rgao do esmalte,

nas fases de botdo e capuz.
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Ainda no periodo de 0 dia pds-natal, nossos dados mostraram, que a
ingestdao materna de alcool interferiu na imunoexpressao do EGF nas células do
reticulo estrelado. No grupo controle, a intensidade de marcagdo no reticulo
estrelado foi moderada, enquanto que no tratado a marcacido mostrou-se fraca
(Tabela 9). Uma vez que, a expressdao do EGF nas células do reticulo estrelado
esta relacionada com a diferenciacdo e metabolismo celular (Cam et al.°, 1990)
podemos inferir, que a citodiferenciagdo do reticulo estrelado, talvez tenha sido
alterada pelo alcool. A longo prazo, isto poderia causar uma interferéncia no
processo de erupc¢ao, tendo em vista a especulagao, de que o reticulo estrelado e
o foliculo dentario interagem entre si, no fim da fase de coroa e inicio da fase de
raiz, para controlar a erupgao dentaria (Wise & Lin®®, 1995; Katchburian & Arana®,
1999).

Segundo Warshawsky & Smith®® (1974) e Ten Cate® (1989), dois
eventos levam a formacao do esmalte durante o periodo de deposi¢cao dos tecidos
dentarios, da futura coroa do dente. O primeiro, € a indugcdo da diferenciacdo de
pré-ameloblastos em ameloblastos secretores associada a deposicéo inicial da
pré-dentina. O segundo evento, é a indugdo da secrecdo da matriz do esmalte
pelos ameloblastos, para isto sendo necessaria a mineralizac&o inicial da dentina.

Nossos resultados demonstraram, que durante a formacado do esmalte
periodo do 4° dia pos-natal, o EGF foi localizado na papila dentaria, odontoblastos,
ameloblastos secretores e reticulo estrelado (Tabela 9 e Figura 10), estando estes
achados, em concordancia com os estudos referidos acima, bem como, com os de
Wise et al.®® (1992). Porém ao compararmos os dois grupos, foram encontradas
diferencas na imunoexpressdo do EGF e na morfologia do germe dentario nesse
periodo. No grupo controle foi observada marcacao forte, nos odontoblastos e
ameloblastos secretores (Figura 12a), entretanto, no grupo tratado a marcacgao
nestas mesmas estruturas foi moderada (Figura 12b). Esses resultados sugerem
fortemente que a exposicdo materna ao alcool interferiu com o papel do EGF
durante a formacdo do esmalte do 1° molar inferior de ratos, provavelmente

causando reducgdo na espessura da matriz do esmalte, a qual pode ser melhor
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visualizada na regidao do vértice da futura cuspide do germe dentario, no 4° dia
pds-natal (Figuras 10a e b). Tanikawa & Bawden®® (1999) estudando molares de
ratos no 5° dia pods-natal, localizaram sitios de ligagdo para o EGF nos
ameloblastos pré-secretores, ameloblastos secretores e odontoblastos. Cobo et
al.’? (1992) mostraram, no mesmo periodo, uma moderada marcacdo nos
ameloblastos e odontoblastos, porém forte da dentina. Topham et al.”>" (1987,
1988) notaram que o EGF induz rapida diferenciagdo e aumento na sintese
protéica dos ameloblastos e odontoblastos. Sendo assim, de acordo com esses
estudos, o EGF esta envolvido na diferenciacdo dos pré-ameloblastos,
ameloblastos e na indugao da matriz do esmalte e da dentina.

Podemos deduzir, a partir do nosso estudo, que o tamanho do germe
dentario foi reduzido no grupo tratado, quando comparado ao grupo controle, o
que foi evidenciado pela diminuicdo na altura da cuspide lingual da coroa do
germe dentario (Figuras 10a e b). Assim, nossos achados confirmam os
resultados de Guerrero et al®® (1996), que observaram reducdo na
imunoexpressdo do EGF nos ameloblastos e no foliculo dentario dos 1° molares
inferiores de camundongos tratados com alcool e que os germes dentarios deste
grupo eram morfometricamente menores, quando comparado ao grupo controle.

Com relagédo ao reticulo estrelado, no 4° dia pds-natal, os resultados
mostraram moderada intensidade de marcagdo para o EGF, tanto no grupo
controle, quanto no tratado (Tabela 9). Lin & Wise®® (1993) verificaram que células
do reticulo estrelado, de molares de ratos ao 6° dia pds-natal, quando cultivadas
na presenca do EGF, apresentavam um aumento na expressao do mRNA do
TGF-B1 e na sintese deste fator de crescimento, o que estaria relacionado com os
eventos iniciais da erupgéo dentaria. A imunohistoquimica mostrou, que a maioria
das células do reticulo estrelado apresentava, em sua superficie, o receptor do
EGF com intensidade de marcacdo variando entre moderada e forte. Esta
heterogeneidade de marcacgdo também foi observada, in vivo, por Wise et al.®
(1992). Segundo este trabalho apenas algumas células mostraram moderada
marcacao para o EGF e EGFR.
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Em adicdo a marcacédo nas ceélulas do 6rgao do esmalte e de acordo
com prévios estudos, (Cho et al.®, 1988; Cobo et al.'?, 1992; Davideau et al.®,
1995) ndés observamos marcagao positiva para o EGF nas células osteogénicas do
osso alveolar (Figura 12a). A presenga de marcagédo nestas células sugere um
papel do EGF sobre a formagdo 6ssea (Davideau et al.®, 1995). Sendo assim a
reducao na imunomarcacgao do EGF nas células osteogénicas, observada por nos
no grupo tratado (Figura 12b), poderia evidenciar o efeito inibitorio da ingestao
materna de alcool, também sobre a formacéo do osso alveolar.

Segundo Katchburian & Arana® (1999) o estagio de maturagdo do
esmalte ¢é caracterizado pela existéncia de dois tipos morfologicos de
ameloblastos, os de superficie distal lisa e os de superficie distal estriada. A
presenga simultdnea desses dois grupos de ameloblastos e sua alternancia é
responsavel pelos eventos ciclicos de remogao de elementos organicos e o influxo
de ions para a matriz.

No 92 dia pos-natal, consideramos todos os ameloblastos do estagio de
maturacdo como ameloblastos maduros. Estes ndo foram separados em dois
grupos, visto que a morfologia dessas células ndo permitiu que afirmassemos com
total certeza quais ameloblastos eram de superficie lisa ou de superficie estriada.

Sendo assim, no grupo controle, os ameloblastos maduros
apresentaram-se com forte intensidade de marcacdo. Ja a camada papilar
adjacente a regido basal destes ameloblastos mostrou intensidade fraca de
marcacao para o EGF (Figura 16a). Estes resultados também foram encontrados
por Wise et al.?® (1992), os quais estudaram a imunoexpressédo do EGF e EGFR,
em molares de ratos no 9° dia pds-natal verificando, que os ameloblastos maduros
apresentavam intensidade de marcacdo mais forte para o EGF do que para o
EGFR. Assim os autores acreditam, que o EGF localizado nestas células poderia
estar tendo um papel na maturacdo do esmalte e, também exercendo um efeito
paracrino sobre as células do foliculo dentario durante o momento da fase pré-
eruptiva do germe dentario. Pasetto et al*®*’. (2003a, 2003b) verificaram, em

incisivos de ratos adultos, moderada intensidade de marcagao do EGF na camada
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papilar e forte nos ameloblastos maduros. Talvez a diferenca em relacdo a
intensidade de marcagao na camada papilar entre o nosso estudo e o feito por
Pasetto et al. (2003), se deva ao tipo de denti¢&o utilizada (molar vs incisivo).

Davideau et al.'® (1995) observaram alta concentracdo de EGFR nos
osteoblastos e em alguns ostedcitos durante o processo de mineralizagdo do
tecido 6sseo da mandibula de fetos humanos e de ratos. Outras células,
totalmente diferenciadas, tais como as células epiteliais dos tubulos contorcidos do
rim (Warden,”® 1993) e ameloblastos no estagio de maturagdo (Martineau-Doizé et
al*?, 1991), também apresentaram marcacéo forte para o EGFR. Estas células
estdo envolvidas com trocas idnicas, as quais sdo moduladas pelo EGF. Sendo
assim, os autores concluiram, que o EGF contribui para a mineralizagdo do
esmalte e o0sso.

Em nossa pesquisa, encontramos diferengas, entre os grupos, na
intensidade de marcagdao do EGF, nos ameloblastos maduros e na camada
papilar. No grupo tratado observamos, que a ingestdo materna de alcool parece
ter afetado mais os ameloblastos maduros, ja que estes apresentaram marcagao
ausente quando comparados a marcagao forte no grupo controle ao 9° dia pds
natal. Na camada papilar ndo houve marcag¢ao no grupo tratado, enquanto que o
grupo controle apresentou fraca marcagao (Figruras 16a e b).

A intensidade dos efeitos do alcool sobre as células durante a formagao
dos tecidos parece nao ser semelhante em todas elas. Os ameloblastos em fase
de maturagado do esmalte, sao células, que parecem ter um metabolismo bastante
complexo. Segundo Luo & Miller*' (1998) a sensibilidade diferencial das células ao
alcool esta relacionada com a resposta celular aos fatores de crescimento, durante
determinadas fungdes. As células que sido ativamente reguladas pelo EGF e
portanto, em intensa atividade metabdlica sdo as mais suscetiveis durante o
periodo de exposi¢cao materna ao alcool. Sendo assim podemos considerar, que
os ameloblastos maduros foram as células mais dependentes do EGF o que pode
explicar o fato de terem sido mais afetadas pelo alcool ingerido na gestacao. Estes

autores acreditam, que a interferéncia do alcool com a acdo dos fatores de
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crescimento pode ocorrer: 1) na produgao do fator de crescimento (ligante) 2) na
expressao do receptor e/ou 3) no processo de transducédo do sinal da superficie
celular para o citosol e finalmente para o nlcleo. Wang et al.”” (1991) mostraram
que o alcool reduziu a ligacdo do EGF ao seu receptor na membrana plasmatica
das células da mucosa bucal de ratos, via modificagdo na estrutura do receptor,
consequentemente, inibindo a atividade de tirosinoquinase do receptor e
continuagao da “cascata” de sinais que vao induzir a uma determinada resposta
celular. O’'Rourke et al.** (1997), estudando figado de ratos expostos cronicamente
ao alcool verificaram que a ligacdo do EGF ao seu receptor estava reduzida,
porém o conteudo dos receptores na superficie da membrana estava normal. Isto
significou que o alcool promoveu um acumulo de receptores inativos na superficie
dos hepatdcitos.

Nossos resultados demonstraram que o alcoolismo na gestagéao,
reduziu a imunoexpressdo do EGF no germe dentéario do 1° molar inferior durante
todos os estagios da amelogénese estudados. Entretanto, ndo podemos afirmar,
se essa alteracdo causada pela ingestdo materna de alcool foi em nivel da
producdo do EGF (ligante) ou na expressédo do EGFR. Estudos futuros com
metodologia especifica para quantificagdo do mRNA do EGF e do EGFR poderéao
complementar os resultados obtidos nesta pesquisa, visando o esclarecimento de
como o alcoolismo materno atua sobre a reducdo do EGF durante o periodo da
amelogénese.

Entretanto, em vista do exposto acreditamos que nosso trabalho vem
contribuir para a elucidagdo do mecanismo de acéo do alcool sobre a formacéo do
dente, especificamente sobre a amelogénese podendo ser extrapolado para a
formagdo de outros 6rgaos, tais como, glandula submandibular, rim, pulméo e
pele. A exemplo do dente, a formacao desses 6rgaos, também é dependente de
interacdes epitélio-mesénquima, as quais sdo mediadas, entre outros, pelo Fator

de Crescimento Epidermal (EGF).
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7. CONCLUSOES

Dentro das condi¢cbes experimentais deste trabalho, com base nos

resultados obtidos, concluiu-se que:

1 — O consumo materno de alcool, reduziu o ganho de peso das ratas
somente durante a gestagdo, entretanto sem alterar a efetividade da mesma e

interferiu com o desenvolvimento dos filhotes, aos 0, 4° e 9° dias pds-natal.

2 — O alcool interferiu com a expressdo do EGF durante os estagios
iniciais da dentinogénese e amelogénese e na secreg¢ao e maturagdo do esmalte,

provavelmente causando alteracdo também em suas formacgoes.

3 — Os efeitos da exposicdo materna ao alcool, foram mais acentuados
sobre a imunoexpressdo do EGF nas células do epitélio interno do 6rgao do
esmalte e pré-ameloblastos, no 0 dia pés-natal, e também nos ameloblastos em

maturagao, no 9°dia pds-natal.
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ANEXO

Tabela 10

Média e desvio padrao do peso corpoéreo (g) de ratas adultas jovens dos grupos
controle e tratado em cada semana do periodo de pré-gestacgéao.

Controle Tratado
(n=10) (n=18)
14-1% 185,78+11,66 186,60+13,71
22 -5% 190,50+8,07 199,56+13,73*
32-10% 193,61£10,06 206,51+13,51*
42 - 15% 194,14+12,00 203,55+14,38
52-20% 215,02+17,69 207,77£13,85
62 -25% 219,32+18,73 212,86x15,09
Tabela 11

Média e desvio padrao do peso corporeo (g) de ratas adultas jovens dos grupos
controle e tratado em cada semana do periodo de gestacéo.

Controle Tratado
(n=6) (n=10)
12-25% 244 95421,70 217,21+£17,41%*
228 _25% 264,48423,11 231,46+24,94*
32.-25% 310,984+30,72 263,53+18,99*
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