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Resumo

Souza JF. Efeito da amoxicilina e do fluoreto no desenvolvimento do esmalte
dentério de ratos [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2013.

Resumo

O uso da amoxicilina durante a primeira infancia tem sido relacionado ao
desenvolvimento de defeitos de esmalte denominados Hipomineralizagdo Molar-Incisivo
(HMI). Ademais, ha relatos de possivel potencializacdo dos efeitos do fluoreto no
esmalte pela amoxicilina. Objetivo: A proposta do presente estudo foi avaliar o efeito da
amoxicilina, e da associacdo amoxicilina com fluoreto no desenvolvimento do esmalte
dentario de ratos. Metodologia: O experimento foi dividido em trés capitulos. Capitulo
1 - Quinze ratas prenhas (Rattus norvegicus, albinus, Holtzman) foram aleatoriamente
distribuidas em trés grupos que receberam, a cada 24 h, dose intragastrica de amoxicilina
100 mg/kg/dia (grupo GA100), amoxicilina 500 mg/kg/dia (grupo GA500) ou soro
fisiologico (grupo GS), a partir do 13° dia de prenhez. Ap6s o nascimento, doze filhotes
de cada grupo receberam o mesmo tratamento das respectivas maes durante os periodos
de 7 dias (n=6) e 12 dias (n=6) de vida. Ap6s a eutanasia, as cabecas dos ratos foram
removidas, fixadas e processadas para inclusdo em parafina. Os cortes frontais da cabeca
exibindo os primeiros molares superiores foram em parte corados com H&E e em parte
submetidos a reacdo imuno-histoquimica para deteccdo de amelogenina e
metaloproteinases da matriz-20 (MMP-20). Os cortes corados com H&E foram
utilizados para analise morfologica e mensuracdo da espessura da camada de esmalte. A
imunoexpressdo para amelogenina e MMP-20 foram avaliados por analise semi-
quantitativa (H-score). Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste Tukey com
nivel de significancia de 5%. Capitulo 2 - Quinze ratas prenhas (Rattus norvegicus,
albinus, Holtzman) foram aleatoriamente distribuidas em trés grupos, que receberam,
amoxicilina 100 mg/kg/dia (grupo GA100), amoxicilina 500 mg/kg/dia (grupo GA500)
ou soro fisiolégico (grupo GS), conforme descrito no capitulo 1. Ap6s o nascimento, dez
filhotes por grupo receberam o mesmo tratamento do 1° ao 40° dia de vida. Aos 40 dias,
0s animais sofreram eutanasia, os incisivos e molares foram extraidos, e submetidos as
analise do contetdo de célcio, pelo método de titulagio com EDTA, de fosforo por

método colorimétrico usando espectrofotdmetro. E a densidade eletronica do esmalte nos
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primeiros molares foi analisada pela tomografia micro-computadorizada (XRM).
Capitulo 3 - Quarenta ratos foram distribuidos, aleatoriamente, em quatro grupos,
expostos ao fluoreto na agua (100 ppm (mg F/L) ou a administracdo intragastrica de
amoxicilina (500 mg/Kg peso), segundo as combina¢des: grupo controle (GS); grupo
amoxicilina (GA), grupo fluoreto (GF) e grupo amoxicilina com fluoreto (GA+F). Apos
60 dias, amostras de plasma e uma tibia foram coletados e analisados quanto a
concentracdo de fluoreto por meio de eletrodo de ion seletivo. Os incisivos foram
submetidos a quantificacdo do grau de fluorose (por um software de analise de imagens,
Dental fluorosis by Image Analysis — DFIA), a analise de conteddo de célcio, pelo
método de titulacdo com EDTA, de fosforo por método colorimétrico usando
espectrofotdmetro, e determinacdes da espessura do esmalte e de sua microdureza.
Resultados: Capitulo 1 - Aos 7 dias, diversas estruturas vacuolares foram observadas na
porcdo citoplasmatica distal dos ameloblastos dos ratos dos grupos GA100 e GA500;
além disso, a espessura do esmalte foi significantemente menor nos grupos GA100 e
GA500 quando comparado ao GS (p<0,001). Em contraposicdo, diferencas
estatisticamente significantes ndo foram observadas entre 0s grupos no periodo de 12
dias (p=0,111). Diferencas entre o0s grupos também ndo foram observadas na
intensidade de imunomarcacao exibida pelos ameloblastos a anti-amelogenina (p=0,818)
e a anti-MMP-20 (p=0,855). Capitulo 2 - N&o foram observadas diferencas
estatisticamente significante no contetdo de calcio (p=0,180), fosforo (p=0,054) e
densidade eletrénica (p=0,150) entre os grupos. Capitulo 3 - Observou-se que a
espessura do esmalte (p=0,228) e a concentracdo de calcio (p=0,592) e fésforo (p=0,409)
nos incisivos ndo diferiram estatisticamente entre os grupos. No entanto, a concentragdo
de fluoreto nos tecidos dentario, 6sseo e plasma foi maior nos grupos expostos em GF e
GA+F (p<0.001). A analise fotogréafica pelo indice DFIA e a microdureza mostraram
diferencas significativas entre os grupos (p<0.001), sendo que GF apresentou maior
severidade de hipomineralizacdo do esmalte, seguido por GA+F e GA. Houve um
aumento linear na dureza do esmalte quando nas profundidades de 10 um a 30 pm,
sendo esse aumento entre 4 a 5 KHN por um de profundidade nos GA+F e GF, e entre a
7 a 8 KHN por um nos grupos GA e GS. Os achados desse estudo mostraram que 0S
animais expostos cronicamente ao fluoreto desenvolveram hipomineralizacdo de

esmalte, e a associagdo da amoxicilina ndo potencializou a severidade da
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hipomineralizacdo. Conclusdo: Capitulo 1 - Conclui-se que a amoxicilina pode provocar
alteracGes durante a amelogénese, as alteragfes foram observadas no estagio secretor da
matriz do esmalte, sugerindo atraso na aposicdo de matriz do esmalte. Capitulo 2 -
Conclui-se que a amoxicilina ndo influenciou o contetdo mineral dos incisivos e
molares de ratos. Capitulo 3 - Concluimos que a amoxicilina ndo influenciou o

desenvolvimento do esmalte, bem como néo potencializou o efeito do fluoreto.

Palavras-Chave: Amelogénese, Amoxicilina, Fluoreto de sodio.
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Abstract

Souza JF. Effect of amoxicillin and fluoride on enamel development in rat teeth
[Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

Abstract

Background: Amoxicillin use in early childhood has been associated with molar-
incisor hypomineralization. Moreover, it has been supposed an association between
amoxicillin and fluoride on enamel defects. Aim. This study aimed to evaluate in vivo
the effect of amoxicillin and amoxicillin associated with fluoride on the enamel
development of rat tooth. Materials and Methods: The research was divided into three
studies. Chapter 1 — Fifteen pregnant Holtzman rats (Rattus norvegicus albinus) were
divided randomly into three groups to receive saline (SG), 100 mg/kg/day
amoxicillin (A100G), or 500 mg/kg/day amoxicillin (A500G), intragastrically, from
days 13 to 22 of pregnancy. Twelve offsprings per group got the same dose until day
12. After 7 and 12 days, the specimens were fixed and embedded in paraffin. In the HE-
stained sections, the thickness of enamel matrix of upper molar germs was evaluated.
Moreover, detection of amelogenin on day 7 and matrix metalloproteinase 20 (MMP -
20) on day 12 by immunohistochemistry were carried out. Chapter 2 - Fifteen rats
(Rattus norvegicus, Albinus,Holtzman) were randomly divided into three groups to
receive saline (SG), 100 mg/kg/day amoxicillin (A100G), or 500 mg/kg/day
amoxicillin (A500G), as described in Chapter 1. Ten offspring per group received the
same dose until day 40. The animals were euthanized on day 40. A total of 60 upper
incisors and 60 upper first molars from 30 animals were dissected. Calcium (Ca)
determination was performed by the compleximetric titration method and phosphorus
(Pi) determination by colorimetric analysis using a spectrophotometer at 680 nm. A total
of 30 lower first molars from 15 animals were analyzed under X-ray microtomography
(XMT). Chapter 3 - Forty rats were, randomly, divided into four groups exposed to
fluoride in water (100 ppm (mg F/L) or intragastric administration of amoxicillin (500
mg /kg body weight), according to the combinations: control group (SG); amoxicillin
group (AG), fluoride group (FG) and amoxicillin with fluoride group (A+FG.) After 60
days, the animals were euthanized. The concentrations of fluoride in the plasma, tibia
and incisors of the rats were determined. The incisors were also analysed by the fluorosis

severity (by software image analysis, Dental fluorosis by Image analysis - DFIA),
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calcium content by compleximetric titration method and phosphorus content by
colorimetric method, enamel thickness, and its hardness. Results: Chapter 1 - A100G
and A500G groups showed lower thickness of the enamel matrix than GS (p<0.001) on
day 7, but not on day 12 (p=0.111). On day 7, the treated groups showed morphological
changes in ameloblasts, represented by vacuoles. The amelogenin (p=0.818) and MMP-
20 (p=0.855) immunostaining intensity did not differ among groups. Chapter 2 - There
were no statistically significant differences in Ca content (p=0.180), Pi content
(p=0.054), or XMT electron density (p=0.150) among the groups. Chapter 3 - The
thickness of the enamel (p=0.228), Ca content (p= 0.592) and Pi content (p=0.409) were
not statistically different among the groups. However, the concentration of fluoride in
the tooth, bone, and plasma was higher in the FG and A+FG (p< 0.001) than AG and
SG. The DFIA index and microhardness showed significant differences among groups
(p<0.001), and FG presented greater severity hypomineralization enamel than SG,
followed by A+FG and AG. The hardness increased linearly in the 10 um a 30 pum
depths, being from 4 to 5 KHN per mm in depth in the AG and A+FG, and from 7 to 8
KHN mm in depth in the AG and SG. The findings of this study showed that animals
chronically exposed to fluoride developed enamel hypomineralization, and the
association of amoxicillin had no role in the hypomineralization severity. Conclusion:
Chapter 1 - Amoxicillin can cause changes only during secretory stage, suggesting a
delay in ameloblasts differentiation. Chapter 2 — Amoxicillin did not affect the mineral
content and electron density of rat teeth. Chapter 3 — Amoxicillin did not influence the

development of the enamel, and did not potentiate the effect of fluoride .

Key words: Amelogenesis, Amoxicillin, Sodium Fluoride.
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#— Numero

% — Porcentagem

° GL — Gay Lussac: quantidade em mililitros de &lcool absoluto contida em 100
mililitros de mistura hidro-alcodlica.

< — Menor

> — Maior

BSA - Bovine Serum Albumins

Ca— Ciélcio

CA - Coeficiente angular

CDTA — Acido ciclohexilendinitrilo tretra acético
cm — Centimetro

cm?® ou cc — Centimetro clbico

DFIA - Dental Fluorosis by Image Analysis
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E.U.A — Estados Unidos da América
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F — Fluoreto

g — Grama

h — Hora

H&E — Coloragdo com hematoxilina de Carazzi e eosina
KHN — Knoop Hardness Number

Kg — Quilograma

KV — Quilovolt

M — Molar

mA — Miliampere

mg — Miligrama

mL — Mililitro

nm — nanometro



Lista de Siglas, Simbolos e Abreviaturas

°C - Grau Célsios

p — Probabilidade estatistica

pH — potencial hidrogenidnico ou potencial de hidrogénio

Pi — Fosforo inorganico

ppm — Parte por milhdo

R — Coeficiente de correlacgdo linear

s — Segundo

TISAB Il — Total lonic Strength Adjustment Buffer (tampdo acetado a 1,0 M, pH 5,0
com NaCla1,0Me 0,4% CDTA)

Tris- HCI — Solucdo tampdo a base de tris(hidroximetil)Jaminometano e acido
cloridrico

Mg — Micrograma

pm — Micrometro

UM — Micromolar



Sumaédrio

SUMARIO
1 INEFOAUGAD .ooeeiiiiiiiiiiie et 26
2 PrOPOSIGAD . . uuuitiiiiiie it 32
3 CAPITUIO Lo ————— 34
4 CAPITUIO 2. ————— 60
5 Capitulo 3. ————————————————— 77
6 Consideragies fiNAIS........coooviiiiiiiiiiiiiire e 100
RETEIENCIAS . ..ciiiiiiiiiiee e 102

F AN 1) (o 1 TP 106



o

DA R IR N - T 4 St = R e e
S e el s e R T R N R
- o, e P Oy Ry S A T g T

- . 4 - . e

e

‘\\ | \f\.,.\. \_\ \._..\ 'l ~

o e ‘ .._..... Vi *.




Introducgao 26

1 Introducéo

A formacdo do esmalte dentério € regulada por uma sequéncia de interacGes
indutivas e reciprocas entre células epiteliais e ectomesenquimais (Arana-Chaves et
al.?, 2004; Smith et al.**, 1995; Thesleff et al.*’, 2001) sendo um processo dinamico,
no qual a biomineralizagio ocorre em uma matriz organica continuamente secretada,
e orientada pelos ameloblastos, os quais apresentam multiplas funcdes, atuando na
sintese protéica, secrecdo, transporte idnico, e degradacdo das proteinas (Fincham et
al.'®, 1999; Kachburian, Arana®, 2002; Nanci et al.**, 1998; Smith et al.**, 1998).

Classicamente, o0 processo da amelogénese é dividido em varios estagios de
atividade do ameloblasto, denominados pré-secrecdo, secrecdo e maturacdo (Nanci et
al.*?, 2008; Reith®’, 1970). Durante o estagio secretor, os ameloblastos tornam-se
celulas, morfologicamente, cilindricas, seus nicleos e mitocéndrias polarizam-se no
sentido proximal, e a por¢éo distal assume um aspecto cdnico, o processo de Tomes.
Nesse estagio ocorre a secrecao e organizacao estrutural da matriz organica (Nanci et
al.*?, 2008; Smith et al.**, 1998) cujas principais constituintes sio as amelogéninas,
responsaveis pela formacdo da estrutura e espessura normal do esmalte dentario
(Fincham et al.’®, 1999; Nanci et al.*®, 1998). As proteinas ameloblastina e
enamelina representam cerca de 5% e 2%, respectivamente, promovem e guiam a
formacéo dos cristais (Fincham et al.*®, 1999; Smith et al.*!, 1998). Uma vez que a
espessura do esmalte se completa, os ameloblastos passam por um curto estagio de
transicdo para o processo de maturacao, no qual sofrem reorganizacgao das organelas
citoplasmaticas para 0 estagio de maturacdo. No estdgio de maturacdo, 0s
ameloblastos exibem diferentes caracteristicas estruturais de acordo com sua
atividade, alternando as bordas distais em superficies lisas e pregueadas, permitindo
a degradacéo da matriz proteica e aumento em largura dos cristais (Reith®’, 1970;
Nanci®, 2008). Neste periodo, as enamelisinas ou metaloproteinases da matriz-20
(MMP-20) sdo essenciais para 0 processamento pos-secretor e a degradacao protéica,
contribuindo para crescimento em largura dos cristais, e consequentemente,

garantindo o aumento da dureza do esmalte (Simmer, Hu*®, 2002).
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A amelogénese é geneticamente controlada, mas susceptivel as influéncias de
fatores sistémicos, ambientais ou hereditarios (Alaluusua®, 2010; Suckling*, 1989).
Experimentos em animais mostram que Vérias substancias como fluoreto, cobalto,
chumbo, bifosfanatos, tetraciclinas entre outras podem alterar a amelogénese
(Alaluusua®, 2010; Alaluusua et al.?, 1996; Leite et al.?®, 2011; Massa et al.*;
Neiman, Eisenman®, 1975: Westergaard®, 1980). Dentre as alteracdes na
amelogénese, maior atencdo tem sido dada ao atraso da secrecdo da matriz,
alteracBGes do processamento da matriz protéica, inibicdo da nucleacdo dos cristais,
atraso na remocéo da matriz, e maturacdo do esmalte (Aoba e Fejerskov®, 2002;
Simmer e Hu*, 2002; Suckling®®, 1989), culminando em defeitos permanentemente

registrados no esmalte.

A cronologia de desenvolvimento dentario obedece a uma sequencia definida.
Os primeiros molares permanentes iniciam seu desenvolvimento durante o quarto
més de gestacdo, e durante o primeiro ano de vida é completada a deposicdo de
matriz de esmalte no terco oclusal da coroa, e assim, a maturacdo é iniciada
(Alaluusua®, 2010; Suga®’, 1989). A maturacdo é um longo processo, estendendo-se
pelos trés primeiros anos de vida da crianga, tornando a estrutura do esmalte
susceptivel a influéncias de fatores externos. As caracteristicas e a localizacdo destas
alteracGes podem fornecer indicios sobre o tempo e a natureza dos fatores
etiologicos, os quais podem ser hereditarios como na Amelogénese Imperfeita,
adquiridos como na Fluorose dentaria, e os de causa desconhecida como a
Hipomineralizacdo Molar-Incisivo  (Alaluusua!, 2010; Weerheijm*, 2004;
Weerheijm et al.*?, 2001).

A presenca de alta concentragdo do fluoreto durante a amelogénese pode
interferir na formacdo do esmalte. Essa influéncia é dependente do tempo da
exposicao, concentracdo da dose e nivel de fluoreto no plasma sanguineo (Bronckers
1.Y:

Catani et al.!

et a , 2010). As hipoOteses mais aceitas sobre a patogenia da
Fluorose estdo relacionadas a retencdo de proteinas durante a fase de maturacdo da
matriz do esmalte, a alteracdo na atividade proteolitica dessas proteinas, bem como

as alteracBes no crescimento dos cristais. Consequentemente, a porosidade do
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esmalte é aumentada, com subsequentes mudancas épticas e fisicas da superficie do

tecido (Bronckers et al.'’

, 2009). Clinicamente, a Fluorose é representada por
opacidade branca que varia de finas estriagdes até esmalte inteiramente

esbranquicado com manchas escurecidas, e depressées (da Cunha et al.?, 2006).

Dentre os defeitos de esmalte, a Hipomineralizagdo Molar-Incisivo (HMI)
tem sido foco de investigacBes. O termo refere-se a hipomineralizacdo que acomete
assimetricamente, 0s primeiros molares permanentes e estd associada,
frequentemente, a defeitos em incisivos (Weerheijm et al.®’, 2001). Estudos
epidemiolégicos mostram dados de prevaléncia da HMI variando entre 2,8% a 44%
em diversas partes do mundo (da Costa-Silva, et al.*, 2010; Jasulaityte et al.>, 2007;
Jeremias et al.?*, 2013; Soviero et al.**, 2009; Weerheijm et al.**, 2001; Whatling e
Fearne>*, 2008).

Macroscopicamente, o esmalte afetado pela HMI apresenta opacidades que
variam do branco ao amarelo-acastanhado com bordas bem definidas com o esmalte
normal. Em casos mais severos, ha perda da estrutura logo ap6s a erupg¢do dentaria,
deixando a dentina desprotegida, o que resulta em sensibilidade e em rapido
desenvolvimento de leses cariosas (Jalevik, Klingberg?®, 2012; Jeremias et al.?,
2013; Souza et al.*®, 2011; Weerheijm*°, 2004). Esses dentes apresentam necessidade
de frequente retratamentos devido a deficiente adesdo aos materiais restauradores no
esmalte alterado (Alaluusua®, 2010; Balmer et al.? , 2005; Cho et al.'?, 2008; Jalevik
et al.*!, 2001; Leppaniemi et al.?, 2001; Muratbegovic et al.**, 2007; Preusser et
al.*®, 2007; Weerheijm et al.*°, 2003).

N&do ha dados conclusivos sobre a etiologia da HMI. A assimetria dessa
alteracdo sugere que os ameloblastos sejam afetados por fatores sistémicos ou
ambientais durante a amelogénese (Alaluusua’, 2010; Souza et al.*?, 2012). Dentre as
causas consideradas, a literatura relata problemas respiratorios, complicagcbes no
periodo pré-natal, baixo peso ao nascimento, desordem metabdlica de célcio e

fosfato, uso de amoxicilina, bem como doencas de infancia associadas a febre alta
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(Alaluusua®, 2010; Arrow et al.®, 2009; Crombie et al.™, 2008; Jalevik et al.?2, 2000;
Souza et al.*?, 2012; Souza et al.**, 2013; Whatling, Fearne®*, 2008).

O uso da amoxicilina durante a primeira infancia tem sido associado aos
defeitos de esmalte (Hong et al.*’, 2004; Hong et al.'®, 2005; Hong et al.'®, 2011;
Laisi et al.””, 2009; Sahlberg et al.®, 2013; Souza et al.*, 2012; Whatling, Fearne*,
2008). Souza et al.”* (2012); Laisi et al. * (2009); Whatling, Fearne® (2008)
observaram, em estudos retrospectivos, que criancas portadoras de HMI usavam
amoxicilina com mais frequéncia do que criangas sem HMI. Laisi et al.*° (2009)
observaram, em cultura de ameloblastos, que a alta concentragdo do medicamento
resultou em alteracdo nos padrées de amelogénese. Kumazawa et al.*® (2012)
observaram in vivo alteracdo na mineralizacdo dentinédria apds a exposicdo a alta

concentracdo de amoxicilina.

Ademais, estudos mostram que o uso de amoxicilina associado ao fluoreto
tem aumentado o risco aos defeitos de esmalte (Hong et al.'’, 2004; Hong et al.,",
2011; Hong et al.’, 2005). Em cultura de germes, Sahlberg et al. ® (2013)
observaram que a exposicao a altas doses de amoxicilina potencializou o efeito da
exposicdo ao fluoreto, resultando em alteragdes morfoldgicas nos ameloblastos e
diminuicdo da matriz do esmalte. Em estudo coorte prospectivo, Hong et al. *® (2011)
acompanharam 357 criancas expostas ao fluoreto, a partir do nascimento até 13 anos
de idade, e observaram que o uso da amoxicilina durante os 20-24 primeiros meses
de vida aumentou significantemente o risco aos defeitos de esmalte.

A amoxicilina € uma penicilina semi-sintética e pertence a classe das
aminopenicilinas, apresenta amplo espectro de a¢do, sendo o antibidtico de primeira
escolha no tratamento de infeccBes na primeira infancia (Bergus et al.”, 1996; Bergus
et al.®, 2001). Sua absorcao pelo trato gastrointestinal atinge 75 a 90% da dose oral,
sendo amplamente distribuida nos liquidos corporais, como saliva, leite, e placenta
(Rang et al.®?, 2011).

O efeito crénico do fluoreto no desenvolvimento de fluorose dental €
conhecido, porém o papel de outros agentes com possivel efeito na amelogénese,

como a amoxicilina, ndo tem sido estudado in vivo. Embora tem sido sugerido que a
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amoxicilina possa potencializar o efeito do fluoreto no desenvolvimento do esmalte,
ainda ndo ha estudos conclusivos. Diante do exposto, torna-se oportuno investigar o
efeito da amoxicilina e da associacdo amoxicilina com fluoreto no desenvolvimento
do esmalte dentario de ratos, em doses estimadas para 0 metabolismo do animal, que

simulam a exposicéo clinica a essas substancias.
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2 Proposicéo

A proposigdo do estudo foi avaliar o efeito da amoxicilina e da associagio
amoxicilina e fluoreto no desenvolvimento do esmalte dentério de ratos, assim como
na estrutura do esmalte. Para isso, foram realizadas trés pesquisas cientificas,

intituladas como:

Capitulo I. Imunoexpressdo para amelogenina e MMP-20 durante a

amelogénese de molares de ratos expostos a amoxicilina

Capitulo 1I. Efeito da amoxicilina nas propriedades fisico-quimicas do

esmalte dentario de ratos

Capitulo 1ll. Efeito da amoxicilina associada ao fluoreto na estrutura
dentéaria de ratos
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Resumo

O uso da amoxicilina durante a primeira infancia tem sido relacionado ao
desenvolvimento de defeitos de esmalte denominados Hipomineralizacdo Molar-
Incisivo (HMI). Porém, ndo h& evidéncia in vivo sobre o possivel efeito desse
farmaco na amelogénese. Objetivo: A proposta do presente estudo foi avaliar o
desenvolvimento do esmalte dentario de ratos tratados com amoxicilina. Material e
Método: Quinze ratas prenhas (Rattus norvegicus, albinus, Holtzman) foram
aleatoriamente distribuidas em trés grupos que receberam, a cada 24 h, dose
intragastrica de amoxicilina 100 mg/kg/dia (grupo GAZ100), amoxicilina 500
mg/kg/dia (grupo GA500) ou soro fisioldgico (grupo GS), diariamente, a partir do
13° dia de prenhez. Apés o nascimento, doze filhotes de cada grupo receberam o
mesmo tratamento das respectivas maes durante os periodos de 7 dias (n=6) e 12 dias
(n=6) de vida. Apos a eutanasia, as cabecas dos ratos foram removidas, fixadas e
processadas para inclusdo em parafina. Cortes frontais da cabega exibindo o0s
primeiros molares superiores foram corados com H&E e submetidos a reagdo imuno-
histoquimica para deteccdo de amelogenina e metaloproteinases da matriz-20 (MMP-
20). Os cortes corados com H&E foram utilizados para andlise morfolégica e
mensuracdo da espessura da camada de esmalte. A imunoexpressao para
amelogenina e MMP-20 foram avaliados por analise semi-quantitativa (H-score). Os
dados foram analisados estatisticamente pelo teste Tukey com nivel de significancia
de 5%. Resultados: Aos 7 dias, diversas estruturas vacuolares foram observadas na
porcao citoplasmatica distal dos ameloblastos dos ratos dos grupos GA100 e GA500;
além disso, a espessura do esmalte foi significantemente menor nos grupos GA100 e
GA500 quando comparado ao GS (p<0,001). Em contraposicdo, diferencas
estatisticamente significantes ndo foram observadas entre os grupos no periodo de 12
dias (p=0,111). Diferencas entre os grupos também ndo foram observadas na
intensidade de imunomarcacdo exibida pelos ameloblastos a anti-amelogenina
(p=0,818) e a anti-MMP-20 (p=0,855). Conclusdo: Nossos resultados sugerem que a
amoxicilina possivelmente atrasou a inducdo e/ou a diferenciacdo dos ameloblastos
explicando, pelo menos em parte, a significante redugdo na espessura do esmalte
observada aos 7 dias.

Palavras-Chave: Proteinas do esmalte dentario, Amelogénese, Amoxicilina,
Hipoplasia do esmalte dentario.
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Introducéo

A formacdo do esmalte dentério é regulada por uma sequéncia de interagdes
indutivas e reciprocas entre células epiteliais e ectomesenquimais > %. Durante a
amelogénese, a biomineralizacdo ocorre em uma matriz organica secretada pelos
ameloblastos, os quais apresentam multiplas fungdes, atuando na sintese protéica,
secrecéo, transporte iénico e degradacdo protéica ¥ . Assim, o ameloblasto exibe
diferentes caracteristicas morfoldgicas de acordo com sua atividade funcional, sendo
reconhecidos cinco estagios distintos: morfogenético, diferenciacdo, secretor,
maturacdo e protetor *> ®*. Durante o estagio secretor, os ameloblastos pré-secretores
tornam-se células cilindricas, seus ndcleos e mitocéndrias polarizam-se no sentido
proximal, e a porcdo distal assume um aspecto conico, o processo de Tomes; nesse
estagio ocorre a secrecdo e organizacdo estrutural da matriz orgénica do esmalte.
Uma vez que a espessura do esmalte se completa, os ameloblastos passam por um
curto estagio de transicdo para 0 processo de maturacdo, nesse estagio oS
ameloblastos sofrem reorganizacdo das organelas citoplasmaticas para o estagio de
maturacdo. No estagio de maturacdo, os ameloblastos sofrem diferenciacdo e
atividade de modulacdo, alternando as bordas distais em superficies rugosas e lisas,
atuando, respectivamente, na degradacdo da matriz proteica e no transporte de ions

para a matriz, culminando no aumento do contetido mineral *° .

As amelogeninas que representam mais de 90% do total de proteinas no
esmalte sdo consideradas criticas para a formacdo da estrutura do esmalte dentério,
requeridas para compor um arcabouco para a deposicdo do fosfato de célcio e
formacao dos cristais de hidroxiapatita; além disso, tem sido atribuido a essa proteina
um papel modulador no crescimento da estrutura dos cristais do esmalte ** !, Além
das amelogeninas, ameloblastina e enamelina representam, respectivamente, cerca de
5 % e 2 % das proteinas do esmalte, tém sido também associadas com a formacéo
dos cristais do esmalte ®®. As enamelisinas ou metaloproteinases da matriz-20
(MMP-20) séo essenciais para o0 processamento pds-secretor e a degradacao protéica

durante o periodo de maturacdo do esmalte, contribuindo para crescimento em
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largura dos cristais, e consequentemente, garantindo o aumento da dureza do esmalte
68

A amelogénese é geneticamente controlada, mas susceptivel as
influéncias de fatores sistémicos, ambientais, locais e mecanicos. Dentre os defeitos
de esmalte, a Hipomineralizagdio Molar-Incisivo (HMI) refere-se a
hipomineralizagdo que acomete, assimetricamente, 0s primeiros molares
permanentes e esta associada, frequentemente, a defeitos em incisivos ®. Estudos
epidemiolégicos mostram dados de prevaléncia da HMI que varia entre 2,8% a 44%

em diversas partes do mundo 2143 44 7789

O esmalte afetado pela HMI apresenta opacidades que variam do branco ao
amarelo-acastanhado com bordas bem definidas do esmalte normal. Em casos mais
severos, ha perda da estrutura do esmalte logo ap6s a erupcao dentaria, favorecendo
a sensibilidade e o rapido desenvolvimento de lesdes cariosas ** ** ™ 84 A assimetria
dessa alterag@o sugere que os ameloblastos sejam afetados por fatores sistémicos ou
ambientais durante a amelogénese % . Dentre as possiveis causas consideradas, est&o
os problemas respiratérios, complicacbes no periodo pré-natal, baixo peso ao
nascimento, desordem metabolica de célcio e fosfato, bem como, doengas de infancia
associadas & febre alta 2 92041 74.76.89

A amoxicilina quando administrada na primeira infancia tem sido associado
aos defeitos de esmalte principalmente, & Hipomineralizacdo Molar-Incisivo 3" %
65 748 A amoxicilina é uma penicilina semi-sintética e pertence a classe das
aminopenicilinas, apresenta amplo espectro de ac¢ao, sendo o antibiético de primeira
escolha no tratamento de infeccBes na primeira infancia ** *°. Sua absorcéo pelo trato
gastrointestinal atinge 75 a 90% da dose oral, é amplamente distribuida nos liquidos
corporais, como saliva, leite e placenta ®2. Estudos in vitro tém demonstrado que
altas concentracdes de amoxicilina causam alteracdes nos padrdes de amelogénese **
% Além disso, alteragBes na mineralizagdo da dentina foram observadas em ratos
tratados com amoxicilina *.

Assim, ndo ha estudos in vivo que descrevam os efeitos da exposicao cronica

da amoxicilina no desenvolvimento do esmalte de ratos. Diante do exposto, 0
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proposito do presente estudo foi investigar se a amoxicilina interfere na estrutura dos
ameloblastos, bem como na imunoexpressao das proteinas amelogeninas e MMP-20,
proteinas que exercem um papel importante na secrecdo e maturacdo do esmalte, em

molares de ratos.

Material e Método

Animais

O presente estudo foi submetido a Comissio de Etica no Uso de Animais
da Faculdade de Odontologia — FOAr-UNESP (CEUA - Proc. n° 34/2010) que
aprovou a sua realizagéo.

Foram utilizadas 15 ratas (Rattus norvegicus, albinus, Holtzman), com 2-3
meses de idade, pesando aproximadamente 250 g. As ratas foram mantidas no
biotério da FOAr com temperatura (23+1°C) e umidade relativa (55+5%)
controladas, iluminacéo artificial por ldmpada fluorescente com foto periodos de 12h
claro e 12 h escuro, com racdo granulada e agua ad libitum.

Apo6s 5 dias de adaptacdo, as ratas foram colocadas para o acasalamento ao
final da tarde, apés aproximadamente 12 h, realizou-se o lavado vaginal para
verificar se espermatozoides estavam presentes e, dessa maneira, comprovacao da
prenhez (dia zero). O lavado aspirado foi analisado em microscépio de luz a fresco e

ap6s coloracdo pelo método de Shorr, de acordo com Marcondes et al.>” (2002).

Procedimentos experimentais

As ratas prenhas foram colocadas em gaiolas individuais de polipropileno e
distribuidas aleatoriamente em 3 grupos, com 5 ratas cada. Os grupos foram
identificados e receberam por via intragastrica (gavagem), diariamente:

Grupo sham (GS) - soro fisiolégico estéril, em volume correspondente ao
administrado aos grupos GA500 e GA100.
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Grupo A100 (GA100) — amoxicilina (Eurofarma genéricos, Sao Paulo, SP,
Brasil) na concentracdo de 100 mg/kg de peso corporeo.

Grupo A500 (GA500) — amoxicilina na concentracdo de 500mg/kg de peso
corporeo.

Os tratamentos seguiram a partir do 13° dia até o 22° dia de prenhez. Apés o
nascimento, os filhotes de cada prole, a partir do 1° dia até o 12° dia de idade
receberam 0 mesmo tratamento das respectivas mées. A administracdo de
amoxicilina a partir do 13° dia de prenhez foi realizada, pois este corresponde ao
inicio de formacdo de germe do primeiro molar de ratos; enquanto que no 12° dia de
idade, correspondente ao estdgio de mineralizacdo e maturacdo do esmalte do
primeiro molar ®, os quais estéo em fase eruptiva de penetracdo de mucosa *°.

Apo6s 7 e 12 dias, 6 ratos de cada grupo para cada periodo experimental
sofreram eutanasia com sobredose de Cloridrato de Cetamina a 10% (Cetamin®-
Syntec do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) associado ao Cloridrato de Xilazina a 2%
(Xilazin®- Syntec do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Apds a eutanasia, 0s ratos

foram decapitados e as cabecas, imediatamente, imersas na solucdo fixadora.
Processamento Histoldgico

As cabecas dos ratos com 7 e 12 dias de idade foram imediatamente
mergulhadas em solugdo de 4% de formaldeido (preparado a partir do
paraformaldeido) tamponada com 0,1M de fosfato de sodio e pH ajustado em 7,2.
ApoOs 48 h de fixacdo, as cabecas foram descalcificados em solucdo a 7% de EDTA
(&cido etilenodiamino tetracético dissodico), contendo 0,5% de formaldeido, e
tamponada com fosfato de sédio 0,1 M e pH ajustado para 7,2; 0s espécimes
permaneceram na solucdo de EDTA por 3 a 7 dias, dependendo do estagio do estagio
de desenvolvimento dos germes dentérios. Subsequentemente, os espécimes foram
desidratados em concentrac@es crescentes de etanol, a partir da solucdo 30° GL, até o
etanol absoluto, diafanizados em xilol e, apos a infiltracdo em parafina a 58-60°C,

foram incluidos em parafina, de maneira a possibilitar a obtencéo de cortes frontais.
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Cortes seriados com 5um de espessura foram obtidos com auxilio de um
micrétomo (Thermo Microm, modelo HM 325, Massachusetts, EUA ) com navalhas
de aco descartaveis (Leica 818, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Foram
obtidos, aproximadamente, 60 cortes de cada cabega contendo a porcao central dos
germes dos primeiros molares superiores. Os cortes foram obtidos paralelamente ao
longo eixo dos molares em desenvolvimento. Trés cortes foram aderidos a cada
lamina de vidro, totalizando cerca de 20 laminas. Alguns cortes foram corados com
hematoxilina de Carazzi/eosina (H&E) e alguns aderidos a laminas silanizadas foram

submetidos as reagbes imuno-histoquimicas.

Analise Morfol6gica e mensuracéo da espessura do esmalte

Os cortes corados com H&E foram utilizados para a analise morfoldgica,
onde os seguintes parametros foram observados: estagio de desenvolvimento dos
germes de primeiros molares superiores, espessura da matriz do esmalte, arranjo e
morfologia dos ameloblastos.

A fim de avaliar se a amoxicilina promove alguma alteracdo na secre¢do dos
ameloblastos, a espessura do esmalte dos germes de primeiros molares superiores em
desenvolvimento nos periodos de 7 e 12 dias de idade foi mensurada, com o auxilio
de um microscopio de luz (BX51, Olympus, Toquio, Japdo) e um sistema de andlise
de imagens (Image Pro-Express 6.0, Olympus, Téquio, Japdo). Com a objetiva de
40x, imagens da regido de ponta de cuspide dos molares foram capturadas com
auxilio de uma camera digital (Olympus DP-71, Toéquio, Japdo) acoplada ao
microscopio. Foram selecionados 3 cortes, com intervalo minimo de 60 um, dos
germes dentérios dos primeiros molares superiores dos 6 ratos de cada grupo, nos
periodos de 7 e 12 dias de idade. Com auxilio do sistema de analise de imagem, a
distancia entre o limite amelo-dentinario e a porcao distal da camada de ameloblastos
foi mensurada; em cada corte, realizou-se 3 medidas obtendo-se, portanto, uma
média por corte. Ap6s a medida dos 3 cortes de cada germe dentério obteve-se uma

média para cada animal.
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Deteccdo imuno-histoquimica de amelogenina e metaloproteinase da
matriz-20 (MMP-20)

Considerando os estagios de formacdo e mineralizacdo do esmalte, a deteccdo
de amelogenina foi avaliada nos germes dentarios dos ratos de 7 dias, enquanto que a
deteccdo de MMP-20 foi avaliada nos germes dentarios dos ratos de 12 dias de

idade, em todos 0s grupos.

Apo6s a desparafinizacdo e hidratacdo, os cortes foram mergulhados em
tampdo citrato de sdédio 0,001M (pH 6,0) e submetidos, durante 30 minutos, ao
tratamento no microondas a temperatura de 90-94°C, para recuperacdo antigénica.
Apo6s o resfriamento e inativacdo da peroxidase enddégena com peroxido de
hidrogénio a 5%, os cortes foram incubados com o anticorpo primario anti-
amelogenina (Abcam, Califérnia, EUA) de camundongo produzido em coelho
diluido em BSA (titulagdo 1:500) ou incubados com anti-MMP-20 de rato produzido
em coelho (Rheabiotech, Sdo Paulo, Brasil) diluido em BSA (titulacdo 1:500)
durante 16 h, a temperatura de 4°C. Subseqlientemente as lavagens com tampao
TRIS-HCI 0,05M (pH 7,2), os cortes foram incubados com anticorpo secundario
biotinilado anti-lgG de camundongo/rato/cabra biotinilado (Kit Dako LSAB+
System-HRP, Dako, Califérnia, EUA) por 30 minutos, a temperatura ambiente. Apos
lavagem em tampdo Tris-HCI, os cortes foram incubados com o complexo
estreptavidina-peroxidase durante 30 minutos. Subseqglientemente as lavagens, a
atividade da peroxidase foi revelada com solucéo de 3.3-diaminobenzidina (Betazoid
DAB Chromogen Kit — Biocare Medical, Califérnia, EUA) durante 2-3 minutos; 0s
cortes foram entdo contracorados com hematoxilina de Carazzi e montados em meio
resinoso (Permount, Fisher Scientific, Nova Jersey, EUA). No controle negativo, 0s
anticorpos primarios (anti-amelogenina e anti-MMP-20) foram omitidos; nesta etapa,

os cortes foram incubados com soro ndo imune.

A fim de verificar possiveis diferencas no padrdo da imunoexpressao de
amelogenina e MMP-20 pelos ameloblastos, realizou-se uma andlise quantitativa

considerando a intensidade da imunomarcacdo. Em cada animal, foram utilizados
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quatro cortes, com distancia minima de 60 um, submetidos as reagdes para deteccao

de amelogenina e MMP-20.

A analise da intensidade de marcacdo nos ameloblastos pela anti-amelogenina
foi realizada em duas regides: a regido do terco cervical da face vestibular e/ou
palatina da coroa do germe dentario e a regido de cuspide. Na andlise da intensidade
de marcacdo dos ameloblastos para MMP-20, considerou-se 3 regides distintas:
regido de cuspide, regides média e cervical das face vestibular e/ou palatina da coroa
do germe dentério.

A intensidade de marcacdo das proteinas foi categorizada, em cada regido, em
escores (1) fraco, (2) moderado e (3) forte; esta analise foi realizada por um
examinador calibrado (kappa 0,80). Analise semi-quantatitiva foi realizada utilizando
0 H-score, Y Pi(i+1), onde i representa a intensidade da marcacdo (1, 2ou 3) e Piéa

porcentagem das areas marcadas em cada categoria **.
Tratamento estatistico dos dados

As avaliacGes dos trés grupos experimentais deste estudo, quanto a espessura
da matriz do esmalte, escores de intensidade de marcacdo de amelogenina e escores
de intensidade de marcacdo de MMP-20 foram realizadas por andlises de variancia.
Essas analises foram complementadas por comparacfes mdaltiplas pelo teste de
Tukey, por meio do software Statistica versdo 8.0 (StatSoft Inc, Oklahoma, EUA).
Adotou-se o nivel de significancia de 5% para a tomada de decis&o.

Resultados

Analises Morfoldgica e Morfométrica

Os cortes frontais das cabegas de ratos com 7 dias revelaram os germes
dentérios dos primeiros molares superiores contendo camadas de matriz de dentina e
matriz de esmalte em formacdo por quase toda a extensdo da coroa dentaria; as

camadas de dentina e esmalte apresentaram-se evidentemente mais espessadas nas
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pontas de cuspides dos molares (Fig. 1A). Os ameloblastos, exibindo formato
cilindrico e nacleo situado na por¢do proximal do citoplasma, dispunham-se em uma
camada Unica de células adjacentes a superficie da matriz do esmalte (Figs. 1A, 2C e
3A). A papila dentaria em diferenciacdo exibiu odontoblastos na sua periferia,
justapostos a superficie da matriz organica de dentina, ou seja, a pré-dentina. Na
porcao cervical da coroa dentaria em formacdo, o esmalte estava representado por
uma delgada camada de matriz organica justaposta a camada de matriz de dentina.
Em continuidade aos ameloblastos, os epitélios interno e externo do érgdo epitelial
do esmalte estendiam-se constituindo a alca cervical e delimitando, parcialmente, a
papila dentaria (Fig. 1A). Aos 7 dias, 0s germes dentarios de ratos tratados com
amoxicilina (GA100 e GA500) mostraram caracteristicas gerais semelhantes as
descritas para o grupo controle. No entanto, nos animais dos grupos GA100 e
GAb500, a camada do esmalte estava, aparentemente, delgada em relagdo aos molares
do grupo controle (Figs. 2A-2E). Além disso, estruturas com aspecto semelhante ao
de vacuolos foram, frequentemente, observadas na porcdo proximal do citoplasma
dos ameloblastos dos molares dos animais tratados com amoxicilina (Figs. 3B e 3C).

Aos 12 dias, os germes dos primeiros molares dos grupos controle e
amoxicilina (GA100 e GA500) apresentaram um evidente espessamento das
camadas de esmalte e dentina em comparacdo aos germes dentarios dos ratos de 7
dias (Compare a Fig. 1A com a Fig. 1B e Figs. 2F-2J com Figs. 2A-2E). Neste
periodo, o inicio da formacdo da dentina radicular, constituida por uma camada
delgada de matriz organica, foi observado nos germes dos molares (Figs. 1B, 2F e
2G). Os ameloblastos revestindo o esmalte dentério apresentaram formato cubico
evidenciando, portanto, uma reducdo no seu tamanho. Além disso, nas pontas de
cuspides dos molares foi possivel observar somente remanescentes da matriz
aciddfila do esmalte, preenchendo o espaco delimitado pela camada de ameloblastos
(Figs.1B e 2H-2J). A camada do esmalte apresentou espessura, aparentemente,
semelhante nos animais dos grupos controle e tratados com amoxicilina (Figs. 2H-
2J).



Figuras 1A e 1B — Fotomicrografias de cortes frontais de cabega de ratos mostrando germes dentérios
de 1° molar superior de ratos com 7 (1A) e 12 (1B) dias do grupo controle (GS). Fig. 1A — germe
dentério em fase de formag&o de coroa exibe uma camada de matriz organica do esmalte (Me) por
toda extensdo do 6rgdo epitelial do esmalte (OE); uma continua camada de ameloblastos (A)
cilindricos e polarizados sdo observados em intima justaposicdo a matriz do esmalte (Me).
Odontoblastos (Od) sdo observados na periferia da papila dentéria em diferenciacéo (Pd), adjacentes a
superficie da dentina (D). Ac, ac¢a cervical; Fd, foliculo dentério; To, trabéculas Osseas. Barra: 150
pm Fig. 1B — germe dentério em fase de formag&o de raiz. Uma continua camada de ameloblastos (A)
exibindo formato clbico reveste a camada de espessura varidvel do esmalte (Me); note na por¢do mais
cervical da coroa, o término do esmalte (seta) e inicio da formagdo da dentina radicular (DR). Na
regido de cuspide (asteriscos), o espaco do esmalte apresenta-se parcialmente preenchido com a
matriz do esmalte (Me). D, denting; Od, camada de odontoblastos, Pd, papila dentaria em

desenvolvimento; Fd, foliculo dentério; To, trabéculas dsseas. Barra: 150 um.






Figuras 2A-2J — Fotomicrografias de cortes frontais de cabega de ratos mostrando germes dentérios
de 1° molar superior de ratos com 7 (2A-2E) e 12 (2F-27) dias tratados com solugdo fisiol6gica (GS),
100 mg (GA100) ou 500 mg (GA500) de amoxicilina. Figuras 2A (GA100) e 2B (GA500) — germes
dentérios em fase de formag&o de coroa (ratos de 7 dias). Uma camada continua de ameloblastos (A),
exibindo formato cilindrico, reveste a superficie da matriz do esmalte (Me). Na periferia da papila
dentéria em diferenciacdo (Pd) sdo observados odontoblastos (Od) adjacente a superficie da dentina
em formagdo (D). To, trabéculas Gsseas. Barra: 60um. Figuras 2C (GS), 2D (GA100) e 2E (GA500)
— Detalhe da regido de cuspide de molares de ratos com 7 dias, mostrando ameloblastos (A) com
formato cilindrico e niicleo situado no porgao citoplasmética proximal da célula (setas). A espessura
da matriz do esmalte (Me) apresenta-se reduzida nas cuspides dos molares dos grupos GA100 (Fig.
2D) e GA500 (Fig. 2E) em comparagdo ao grupo GS (Fig. 2C). Od, odontoblastos; To, trabéculas
0Osseas. Barra: 30 um.

Figuras 2F (GA100) e 2G (GA500) — germes dentarios de ratos de 12 dias apresentando o 1° molar
em fase de formac&o de raiz. A matriz do esmalte (Me) com espessura variavel nas diferentes regides
da coroa apresenta-se revestida por ameloblastos de formato cibico (A). Uma camada fina de dentina
em formag&o é observada no terco cervical da raiz (DR). Od, odontoblastos na periferia da papila
dentéria em diferenciagdo (Pd). Barra: 60 pm.

Figuras 2H (GS), 21 (GA100) e 2] (GA500) — Detalhe da regi&o de cuspide de molares de ratos com
12 dias, mostrando o0 espaco do esmalte com remanescentes da matriz do esmalte (Me). Os

ameloblastos (A) com formato cubico delimitam o espaco do esmalte. Barra: 30 um.






Figuras 3A-3C — Fotomicrografias mostrando ameloblastos (A) naregi&o de cuspide aos 7 dias. Figs.
3A (GY), 3B (GA100) e 3C (GA500) — ameloblastos (A) com formato cilindrico e nlcleos situados
na por¢ao citoplasmética proximal. Estruturas esféricas com tamanho variado com aspecto semelhante
a vacuolos (setas) sdo observadas na porcdo citoplasmética distal dos ameloblastos (A) nos germes
dentérios dos ratos tratados com amoxicilina (Figs. 3B e 3C). Me, matriz do esmalte; PT, processo de

Tomes. Barra: 6 pm.
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A andlise quantitativa da espessura do esmalte na regido de cuspide revelou uma
reducdo significante (p<0,001) nos molares dos ratos dos grupos GA100 e GA500
em comparagdo ao grupo controle, no periodo de 7 dias (Compare a Fig. 2C com a
Fig. 2D e Fig. 2E; Fig. 4). Um significante aumento na espessura do esmalte foi
verificado no periodo de 12 dias, em todos os grupos. No entanto, diferencas
estatisticamente significantes ndo foram detectadas entre os grupos (p=0,111) nos
germes dos molares de ratos de 12 dias (Figs. 2H-2J; Fig. 4).
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Figura 4 — Médias amostrais (colunas) e intervalos de confianca de 95% para as
médias (barras verticais) de espessura da matriz do esmalte de germes de molares aos
7 e 12 dias.

Nota: Médias acompanhadas de letras iguais ndo sdo significativamente diferentes
pelo teste de Tukey (p>0,05).

Imuno-histoquimica para deteccdo de Amelogenina e MMP-20

A reacdo imuno-histoquimica para deteccdo de amelogenina realizada nos
cortes frontais de molares de ratos com 7 dias revelou imunomarcagéo no citoplasma
dos ameloblastos e na matriz do esmalte (Figs. 5A-5C). Embora toda a extenséo da
camada de ameloblastos foi imunopositiva a amelogenina, um padrao distinto de
imunomarcacao foi observado nas diferentes regides, ou seja, na regido de cuspide e

regido cervical da coroa dos molares em desenvolvimento. Na regido cervical da
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coroa dos molares, a intensidade da imunomarcagdo para amelogenina foi,
frequentemente, maior quando comparado ao da regido de cuspide. Além disso, 0s
valores obtidos para intensidade de imunomarcacdo anti-amelogenina, nas duas
regibes analisadas, foram maiores no GS em comparagdo aos grupos GA100 e
GAb500. No entanto, diferengas estatisticamente significantes ndo foram detectadas
entre as duas regides, nos diferentes grupos (Tabela 1).

Tabela 1 — Médias (DP) de escores de Intensidade de marcacdo de Amelogenina.

Grupo Regibes

Cuspide Cervical
GS 308 (82) *° 325 (55) °
GA100 225(32) *° 285 (49) °
GA500 275 (55) ° 300 (65) °

Nota: Médias acompanhadas de letras iguais ndo sdo significativamente diferentes pela anova: p>0,05.

Os cortes submetidos a reacao imuno-histoquimica para deteccdo de MMP-20
realizada nos molares de ratos de 12 dias exibiram ameloblastos e a matriz do
esmalte imunomarcados (Figs. 6A-6D). Embora diferencas estatisticas ndo foram
detectadas entre as regides e grupos analisados, a analise dos valores obtidos com o
H-score revelou que os ameloblastos na regido média da coroa dos molares
apresentou menor intensidade da imunopositividade a MMP-20 em relacdo as demais
regides, nos grupos GS e GA100; no grupo GA500, os valores obtidos nas regides

média e cervical das coroas dos molares foram semelhantes (Tabela 2).

Tabela 2 — Médias (DP) de escores de Intensidade de marcacdo de MMP-20.

Grupo Regibes

Cuspide Média Cervical
GS 292 (58) *° 258 (38) * 283 (61) °
GA100 300 (45) ° 250 (45) * 292 (74) *®
GA500 283 (52) ° 258 (66) * 258 (20) °

Nota: Médias acompanhadas de letras iguais ndo sdo significativamente diferentes pela anova ou teste
de Tukey: p>0,05 (as diferencas ocorreram na horizontal).



Figuras 5A-5C — Fotomicrografias de corte frontal de cabega de rato mostrando germe dentério de 1°
molar de rato com 7 dias do grupo controle (GS) submetido a reagdo imuno-histoquimica anti-
amelogenina e contracorado com hematoxilina. Fig. 5A - A camada de ameloblastos (A) exibe uma
evidente imunopositiva (em castanho) por toda a sua extensdo. Fig. 5B — na regido de cuspide do
molar, area demarcada em 5A, alguns granulos imunomarcados (setas) sdo observados dispersos na
porcdo distal dos ameloblastos (A). Fig. 5C — naregido de cervical do molar, &rea demarcada em 5A,
os ameloblastos (A) exibem evidente imunomarcagdo citoplasmatica. Me, matriz de esmalte; D,
dentina; Od, odontoblastos; Pd, papila dentéria em diferenciacdo; Ac, Alca cervical. Barras: 150 um
(5A) e 15um (5B e 5C).

Figuras 6A-6D — Fotomicrografias de corte frontal de cabeca de rato mostrando germe dentério de 1°
molar de rato com 12 dias do grupo controle (GS) submetido a reagdo imuno-histoquimica anti-MMP-
20 e contracorado com hematoxilina. Fig. 6A — toda extensdo da camada de ameloblastos (A)
apresenta imunopositividade &8 MMP-20; a matriz do esmalte exibe fraca e heterogeneamente positiva
aMMP-20. As Figs. 6B-6D mostram as regides de cuspide (Fig. 6B), média (Fig. 6C) e cervical (Fig.
6D) demarcadas em 6A. Evidente imunomarcagdo citoplasmatica (em castanho) é observada nos
ameloblastos nas diferentes regides do molar em desenvolvimento. Me, matriz de esmalte; D, denting;
Od, odontoblastos; Pd, papila dentéria em diferenciagdo. Barras: 150 um (5A), 15 um (5B) e 15 um
(6C e 6D).
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Discussao

Né&o ha dados conclusivos sobre os fatores etioldgicos da Hipomineralizacdo
Molar-Incisivo (HMI) % 1138508889 Eqtdos tém associado o uso de amoxicilina
com a presenca de HMI em humanos ** ° ™ 7689 porém nio ha evidéncias se o
defeito de esmalte esta associado a doenca infecciosa ou a febre ou ao tratamento
com amoxicilina, ou a ambos > ",

Pouco é conhecido sobre a patogenia da HMI, se esta relacionado a secrecao
da matriz proteica e/ou maturacao dessa matriz, tornado obscuro o distarbio ocorrido
no ameloblasto. Sabe-se que dentes afetados pela HMI apresentam o esmalte com
espessura normal, porém poroso e susceptivel a fratura; ha evidéncias de que o
esmalte apresenta reducéo de 20% do contetido mineral % % *2. Tem sido relatado
também que o esmalte com HMI contém maior concentracdo de proteinas oriundas
do fluido oral e sangue, porém as proteinas tipicas do esmalte ndo apresentam
alterac6es significantes *°.

O conhecimento dos fatores envolvidos na patogenia da HMI é essencial
para prevencdo dessas lesbes, dado o sucesso ocorrido na prevencdo dos defeitos de
esmalte induzidos pela tetraciclina e fluoreto " ®. O modelo animal tém sido
utilizado para investigar o efeito de fatores sistémicos e ambientais no
desenvolvimento do esmalte dentario, uma vez que o esmalte é uma estrutura que
ndo sofre processo remodelacdo semelhantemente ao tecido dsseo; portanto, o
disturbio promovido por determinados agentes podem permanecer registrados a
estrutura do esmalte > *" *® ®  Ademais, os germes de molares de ratos permitem
estudar de varios estagios da amelogénese em um mesmo corte, possibilitando a
correlacdo desses estagios com os eventos da amelogénese que ocorrem em humanos
*8 Até 0 momento, o presente estudo é o primeiro a avaliar in vivo o efeito da
exposi¢do cronica da amoxicilina no desenvolvimento do esmalte dentario de ratos.

As doses de 100 mg/kg e 500 mg/kg de amoxicilina por dia foram estimadas
simulando a exposi¢do da crianga & amoxicilina nos primeiros anos de vida, de
acordo com a Academia Americana de Pediatria °. Como metabolismo do rato e

humano ndo sao similares, houve a necessidade de doses mais altas de amoxicilina
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para analisar efeito da amoxicilina no desenvolvimento do esmalte dentario em ratos,
como aquelas observadas nos estudos prévios que avaliaram o efeito de substancias
como fluoreto, macrolideos e outros fatores na amelogénese " %3,

Os nossos resultados mostraram que a espessura do esmalte foi
significantemente reduzida aos 7 dias, indicando que a amoxicilina deve interferir
com o inicio da amelogénese, promovendo um atraso na diferenciacdo dos
ameloblastos ou no processo de sintese da matriz protéica. Neste periodo o0s
ameloblastos em estagio de secrecdo, com formato cilindrico alto, nucleo eliptico e
polarizado, apresentaram na sua porcao citoplasmatica distal estruturas com tamanho
variado e aspecto semelhante aos vacutolos, sugerindo uma possivel interferéncia da
amoxicilina na sintese e secrecdo das proteinas do esmalte. Estas alteragdes foram
observadas em ambos os grupos (ratos tratados com 100 mg/kg ou 500 mg/kg de
amoxicilina) e, portanto, ndo foram dose dependente. Alteragcdes semelhantes foram
descritas com a adicdo de 2,0 a 3,6 mg/mL de amoxicilina ou amoxicilina associada
ao fluoreto (12 UM ou 15 uM NaF) ao meio de cultura contendo germes de molares
de camundongos, essas alteracbes foram associadas a um efeito inibitorio da
amoxicilina na diferenciacéo dos ameloblastos ®. De fato, diferencas significantes na
espessura do esmalte ndo foram detectadas entre os grupos tratados e controle nos
ratos com 12 dias. Assim € possivel que a menor espessura de esmalte encontrada
aos 7 dias possa ser resultado de um atraso no processo de diferenciacdo dos
ameloblastos a partir das células do epitélio interno do 6rgdo do esmalte.

Alteracdes na funcdo do ameloblastos sdo responsaveis por alteracdo na
composi¢do organica da matriz ou diminuicao do contetido inorgénico ®. Apesar das
alteracdes observadas aos 7 dias, diferencas no padrdo de imunoexpressao da
amelogenina pelos ameloblastos ndo foram observadas. As amelogeninas s&o as
principais proteinas secretadas na fase de secrecdo da matriz protéica, essenciais para
a deposicdo e crescimento dos cristais de hidroxiapatita ** 3 °. Acredita-se que
moléculas de amelogeninas formem nanosferas que constituem um arranjo estrutural
complexo que desempenha um papel modulador na deposi¢do e orientacdo dos
cristais de hidroxiapatita *!. Assim, considerando que alteracdes significantes na

imunoexpressdo para amelogenina ndo foram observadas nos molares de ratos
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tratados com amoxicilina, é concebivel sugerir que a amoxicilina ndo tenha
provocado alteragdes na mineralizacdo do esmalte e, consequentemente, ndo induziu
a HMI em ratos. No entanto, ha evidéncias de que o processo de mineralizacdo do
esmalte depende de enzimas, dentre elas a MMP-20, que degradam proteinas do
esmalte a fim de possibilitar a sua mineralizacao * * % 7073,

A andlise da imunoexpressdo da MMP-20 na camada de ameloblastos nos
primeiros molares de ratos de 12 dias, periodo final de secrecdo e inicio de
maturacdo do esmalte, ndo revelou diferencas significantes entre os grupos tratados e
controle. Portanto, estes resultados reforcam a ideia de que a amoxicilina nédo
promove distlrbios no processo de mineralizagdo e/ou maturacdo do esmalte. Esses
dados sugerem que a exposi¢do crénica a amoxicilina tenha influéncia em fases
especificas da amelogénese; é possivel que a amoxicilina promova uma interferéncia
na diferenciacdo dos ameloblastos como previamente relatado por Sahlberg et al.®®
(2013). Embora o mecanismo de acdo da amoxicilina na amelogénese ainda néo seja
conhecido #°* % E possivel que a amoxicilina interfira na deposic&o e mineralizagdo
da matriz de dentina que exerce um papel indutor sobre os pré-ameloblastos em
diferenciacéo . Ratos tratados com 3,0 g de amoxicilina apresentaram molares com
areas extensas de dentina hipomineralizada indicando, portanto, que a amoxicilina
pode promover distlrbios no processo de mineralizacio da dentina *.

Estudos em animais relatam a interferéncia de outros fatores na
amelogénese, como o0s hormonais, nutricionais, sistémicos, genéticos e ambientais ™
17, 47,53, 58, 65 83, 88 Egeps fatores externos influenciam os ameloblastos e a
amelogénese, diferentemente, dependendo dos estagios do ciclo de vida do
ameloblasto, resultando em diferentes tipos de defeitos. Bronckers et al.'” (2009)
descreveram a susceptibilidade dos ameloblastos ao fluoreto nos diferentes periodos
da amelogénese, salientando que no estdgio morfogenético, os ameloblastos sdo
resistentes ao fluoreto; em contraposicdo, os pré-ameloblastos sdo susceptiveis as
doses moderadas de fluoreto, resultando em alteracdo na estrutura celular e reducéo
sintese protéica. No estagio secretor, a cronica exposicdo ao fluoreto também reduziu
a espessura do esmalte em aproximadamente 10% "> %!, Dentre os fatores estudados e

sua patogenia, € conhecido que o fluoreto causa hipomineralizada pois interfere na
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retencdo de proteinas como as ameloblastinas e as enamelinas durante a fase de
maturacdo da matriz do esmalte, provoca alteracdo na atividade proteolitica dessas
proteinas, e alteracdo crescimento dos cristais ** *'.

O uso de macrolideo durante a amelogénese, em ratos, provocou aumento
de picnose nos ameloblastos em estagio de transicdo (secretor/maturacdo), e areas
pontuais com alteracdes degenerativas nos ameloblastos durante a maturacdo. Em
analise microradiografica, revelaram areas hipomineralizadas na superficie do
esmalte indicando um possivel efeito inibitério do farmaco no processo de
diferenciacdo no estagio secretor-maturacdo do ameloblasto *. Alteracdes estruturais
nos ameloblastos e na matriz de esmalte foram também reportadas em consequéncia
ao tratamento com tetraciclina; ameloblastos exibindo picnose, granulos de autofagia
e auséncia de processo de Tomes estavam frequentemente associados a uma matriz
do esmalte irregular e com espessura diminuida em algumas éreas &,

De acordo com os dados observados, conclui-se que a amoxicilina interferiu
nos estagios iniciais da amelogénese, provocando reducdo da matriz do esmalte e
alteragdes morfoldgicas nos ameloblastos. N&o ha evidéncia sobre o mecanismo de
acdo desse farmaco na amelogénese, dentre as hipo6teses estudadas, acredita-se que a
amoxicilina provoca atraso na diferenciacdo dos ameloblastos em células secretoras.
E possivel que a amoxicilina possa atrasar o processo de mineralizacéo da dentina *®
e consequentemente atrasar a diferenciacdo dos ameloblastos. Estudos experimentais
sd0 necessarios para evidenciar o mecanismo de acdo da amoxicilina em

ameloblastos, incluindo anélise ultraestrutural de experimentos in vitro.
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