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RESUMO

A csa € a principal droga imunossupressora, usada na prevencdo
da rejeicdo de enxertos em transplantes alogénicos. Aumento gengival é
um dos efeitos colaterais da ¢sa, e o principal na boca. O objetivo deste
trabalho foi avatiar 0 aumento gengival de ratos tratados diariamente com
10 mg/kg de peso corporal de csa, durante 60 dias, por via subcutanea,
assim como a regressdo  do aumento gengival apds a interrupgéo do
tratamento. Também fol verificado os efeitos da dieta cariogénica e
xgrostomia no aumento Qengival. Todos os ratos tratados com csa
desenvolveram aumento gengival, com aumento da espessura do epitélio
bucal, da altura e largura do tecido conjuntivo, e da densidade volumétrica
de fibroblastos e fibras colagenas. A dieta cariogénica e a xerostomia ndo
modificaram as caracteristicas da gengiva dos ratos normais e dos tratados
com csa. Cinco a 90 dias apds a interrupgéo do tratamento com ¢sa, houve
diminuicdo progressiva do volume gengival e da densidade de fibras e
fibroblastos. A diminuicdo foi mais acentuada nos periodos iniciais (10

dias), mas mesmo apos 80 dias ndo retornou aos valores normais.
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INTRODUCAO

Os aumentos gengivais podem ser de natureza hereditaria,
inflamatoria, hormonal, neopldsica, idiopatica ou decorrente do efeito
colateral de drogas como a fenitoina, bloqueadores do canal de célcio e
ciclosporina (SEYMOUR, 1993).

A csa originalimente chamada de csa-A € uma droga
imuneossupressora, usada principalmente para inibir a rejeicdo de orgéos
em transpiantes alogénicos (BOREL et al., 1988; CALNE et al., 1979
STARZL et al., 1980}, agindo preferenciaimente ao nivel de linfocitos T,
inibindo a sintese de Il 2, tendo efeitos minimos na imunidade humoral
{WIESINGERE & BOREL, 1883). Entretanto a csa produz efeitos colaterais
indesejavels, como nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, tremor, hipertenséo,
ansmia e aumento gengival (SEYMOUR & JACOBS, 1992). A incidéncia do
aumento gengival em humanos varia de 6 a 81% (RATEITSHAK-PLUS et
al,1983; BENETT & CHRISTIAN, 1985, SEYMQUR et al, 1987,
SEYMOUR & JACOBS,1992). O aumento gengival induzido pela csa esta
associado a dosagem e consequente concentracdo plasmatica da droga
{SOMACARRERA et al., 1984; DALY ,1992; SEYMOUR & JACOBS,1592;
FU et al, 1995), placa bacteriana (TYLDESLEY & ROTTER, 1984;
DELILIERS et al., 1986; DALEY et al., 1988; McGAW et al., 1988, ROSS et
al., 1989; SOMACARRERA, 1994), e concentracdio da c¢sa na saliva
(McGAW et al., 1987, SEYMOUR et al, 1987). A csa induz aumento
gengival, por mecanismos ainda ndo estabelecidos. De acordo com alguns
autores o aumento gengival estad associado a proliferacéo de fibroblastos,
sintese de colageno ou a combinacdo desses fatores (MCGAW et al,
1988), e acantose epitelial { PIZANTY et al, 1988, 1989, WOUNDIMU et al.,
1995).



Os objetivos desse trabalho foram:

1- Veerificar morforetricamente as caracteristicas do epitélio e tecido
conjuntive gengival aumentado.

2-Determinar & densidade volumétrica de fibroblastos, fibras
coldgenas nas gengivas livres de ratos normais e tratados com csa.

3-Determinar a densidade volumeétrica de fibroblastos, fibras
colagenas, assim como a morfometria do epitélio e conjuntive gengival
apos a interrupgdo do tratamento com csa.

4- Verificar os efeitos da dieta cariogénica e xerostomia nc aumenio

gengival causado pela csa em ratos.



REVISAO DA LITERATURA

I-AUMENTO GENGIVAL

O aumento gengival representa um aumento do volume gengival
com maior quantidade de tecido conjuntivo e epitélio espessado como
resposta, & uma variedade de fatores etiolGgicos, locais ou sistémicos
{GRANT et al, 1988). Os aumentos gengivais podem ser de natureza
familial, hereditaria, inflamatdria, hormonal, neoplasica ou devido a acéo de

drogas (ROSTOCK et al., 1986).

H-AUMENTO GENGIVAL INDUZIDO POR DROGAS

QO aumento gengival induzido por drogas foi relatado inicialmente
por KIMBALL (1939), como uma complica¢do durante o tratamenrto com
difenil hidantoina ou fenitoina.

Outras drogas também induzem o crescimento gengival como:
biogqueadores do canal de caicio, especialmente a nifedipina e drogas
imunossupressoras como a csa ( ANGELOPQULOS, 1975; SYRJANEN &
SYRJANEN, 1979; RATEITSCHAK-PLUS et al., 1983, WYSOCK! et al,,
1983, RAMON et al.,, 1984; ROSTOCK et al., 1986, DONGARI et al., 1993).

Vérios estudos foram feitos, tanto em humanos como em animais de



laboratdério na tentativa de avaliar a influéncia destas drogas no

desenvolvimento do aumento gengival (SEYMOUR, 1883)

Hl- FENITOINA

A fenitoina (dilantin sédico), é utilizada no fratamento da epilepsia e
também usada em pacientes com traumatismos cranianos, sindrome de
Reye, disrritimias ventriculares, tratamento das neuralgias, como do
trigemio (LOEB, 1991}

Além da fenitoina, outros anticonvulsivantes, como os barbittricos
(fenobarbital, mefobarbital), primidone e &cido volpréico (depakene),
podem causar aumento gengival (PANUSKA et al., 1961, GREENBERG et
al., 1977, SYRJANEN, 1979; CIANCIO et al., 1989).

A fenitoina provoca depressdo do sistema nervoso central, atuando
no cortex motor, sem efeito significante na regido senserial (PINCUS et
al.. 1970). Sabe-se atualmente que a fenitoina age principalmente a nivel
de membrana neural, através da supressdo da bomba de sddio potassio
{PINCUS et al. , 1970). A fenitoina favorece o aumento na razac enire
sodio extra e intracelular, estabilizando a propagac&o do impulso nervoso,
a nivel da membrana neural, diminuindo a hiperexcitabilidade que afeta os
neurdnios do cortex motor (NEIDLE et al. , 1991).

Os efeitos colaterais mais comuns no tratamento com fenitoina séo:

sedacdo, ataxia, tonteira, disturbios motores, algumas alteragbes no
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comportamento, hepatotoxicidade , anemia megaloblastica e hirsutismo,
hiperplasia gengival e teratogenicidade (NEIDLE et al. , 1991).

Nem todos 0s pacientes que fazem uso dessa droga desenvolvem o
aumento gengival, com a incidéncia variando entre 0 a 84,5%
{ANGELOSPOULOS, 1975; HASSELL et al., 1990). Segundo DOOLEY &
VASAN (1889) o aumento tecidual ocorre somente quando os dentes
estdo presentes, porém, existem alguns relatos que podem ocofrer em
pacientes desdentados (DALLAS, 1963; DREYER & THOMAS, 1978,
DARLING et al,, 1986, POPPEL E COLLINS, 1987, BREDFELDT,1992).

0 aumento gengival causado pela fenitoina pode tambem ser
observado em animais experimentais como o furdo (KING & GIMSON,
1947 HALL et al., 1982), gato (ISHIKAWA & GLICKMAN, 1961; HASSEL et
al., 1982), macaco (STAPLE et al., 1978), porcos { CARREL et al., 1983) , e
ratos ( NASCIMENTO et al., 1985). Clinicamente o0 crescimento gengival
em humanos comeca a ser notado 2 a 3 meses apds a administracdo inicial
da fenitoina e alcanga o volume maximo em 12 a 18 meses (LIVINGTON,
1970). Afeta incialmente papilas interdentais, local onde a presenca da
placa bacteriana @ mais intensa, aumentando rapidamente, envolvendo
toda gengiva marginal. O aumento gengival causado pela fenitoina é mais
acentuado na face vestibular dos dentes inferiores. Nos casos mais
severos pode haver recobrimento de toda a coroa dos dentes. O tecido

gengival apresenta-se resiliente com superficie rugosa e lobulada, com
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coloragdo normal ou ligeiramente palida (ANGELOPQULOS, 1975;
YAMADA et al., 1977 ; BUTTLER et al., 1987).
As caracteristicas histoldgicas basicas do aumento gengival
causado pela fenitoina inclue aumento na proliferagido de fibroblastos, e
aumento na concentragdo de fibras colagenas e elasticas (BUTTLER et al.
. 1987). O epitélio € acantdtico com longas proiongacdes em direcéo ao
conjuntivo (ANGELOPOULOS, 1975). E aventada a hipdtese do aumento
gengival estar relacionado com o nivel sérico da fenitoina, pois, a
severidade do aumento gengival tende a aumentar quando o nivel de
fenitoina é alto nos tecidos gengivais (CONARD et al, 1974; LITTLE et al.,
1975).

O mecanismo da a¢do da fenitoina sobre o tecido gengival ainda &
incerto. A fenitoina pode_agir estimulando a multiplicacao de fibroblastos,
aumentando a producdo de colageno ou diminuindo a producdo de
colagenase, ou ainda a combinacio de todos esses fatores (GOULTSCHIN
& SHOSHAN, 1980; HALL & SQUIER, 1982).

MANDALINISH (1983), dafeﬁde a idéia de que no crescimento
gengival ha formacéo de substancias inibidoras das enzimas colagenases,
responsaveis pela degradacdo do coldgeno. Além dessa acdes, a fenitoina
tem mosirado também elevar 0 acumulo de glicosaminoglicanos em
culturas de fibroblastos gengivais (KANTOR & HASSEL, 1983). Foi

proposto que © aumento de atividade de sintese de colageno e



i}
glicosaminoglicanos pelos fibroblastos | nos crescimentos gengivais
induzidos pela fenitoina, podem ser geneticamente determinados, isto &,
pode existir diferentes populacbes de fibroblastos, onde algumas séo
capazes de alta sintese de colageno. (HASSEL & GILBERT, 19883;
KANTOR & HASSEL, 1993). Segundo HASSEL & GILBERT (1983) a
presenca de um estimulo, como por exemplo, a inflamacgdo, favorece a
sensibilidade a fenitoina, com subsequente aumento na producio de
colageno.

Grande importancia tem sido dada a placa dentaria para 0
desenvolvimento do aumento gengival no homem | ja que é responsavel
pela inflamacgéo cronica gengival (ANGELOPOULOS, 1975, STAPLE et al,,
1978). Alguns autores conseguiram provocar crescimento gengival em
ratos tratados com fenitoina ufilizando técnicas que visavam acumular
placa bacteriana e intensificar a inflamagdo gengival, tais como preparos
cavitérios (YAMADA et al, 1977), amarria com fios de sutura
{NASCIMENTO et al., 1985) e inoculacdo de Streptococus sobrinus
(Mé)R!SAKi et al. , 1990). Além desses dados, outras observagdes clinicas
sugerem a associacéo do crescimento gengival com a placa bacteriana:

a) o crescimento afeta inicialmente papilas interdentais, locat onde a
presenca da placa bacteriana € mais intensa.

by ausencia de crescimento em pacientes desdentados e que

recebem tratamento com fenitoina.
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c) a porcentagem do aumento gengival é maior em pacientes que,
sob tratamento, apresentam ma higiene bucal (BUTTLER et al., 1987).

Apesar da deposicao da placa dentaria na superficie dos dentes
ser considerada fator essencial para a iniciagéo do crescimento gengival
induzido pela fenitoina (STAPLE et al, 1978), os experimentos de
MORISAKI (1990), indicaram que enquanto ¢ acumulo de placa faz
aumentar o crescimenio gengival, ele ndo & um pré requisito para a
inducio dessa patologia.

Acredita-se também que a placa dentaria além de promover uma
resposta inflamatdria no tecido gengival , também serve como local de
retencao de fenitoina (ou talvez um dos seus metabdlitos) vinda da saliva
(NOACH et al., 1958), bem como do fluido gengival, expondo & gengiva a
estes produtos, e deflagrando dessa forma o crescimento desse tecido
(HASSEL et al,, 1978).

NZo estdo bem determinados 0$ mecanismos patogénicos do
crescimento gengival induzido pela fenitoina (MORISAK!, 1990). Alguns
autores acreditam que a fenitoina possa agir sobre o tecido gengival
estimulando tanto a multiplicaggdo de fibroblastos gengivais como ©
aumento da sintese de colageno (HASSEL et al. , 1977; REBUCK et al. |
1982). |

Ao exame histopatolégico da gengiva de ratos tratados com fenitoina

mais ligadura com fio de sutura, pode-se observar o epitélio juncional
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irregular com ulceragbes e espacgos contendo polimorfonucleares e o
epitélio sulcular, com atividade proliferativa da camada basal , formando
projecées epiteliais para dentro do conjuntivo, no qual se observa acimulio
de leucocitos e fibras colagenas envolvendo as areas de inflamacéo
gengival (NASCIMENTO et al. ,1985). Em humanos observa-se tecido
conjuntive altamente fibrosado, acompanhado de exudato inflamatério
perivascular discreto ou mais acentuado na regido de epitélio juncional
( ANGELOPOQULOS et al., 1975).

A idade do paciente também tem sido associado ao crescimento
gengival induzido pela fenitoing, que € mais evidente em criancas e adultos
jovens (HASSELL, 1981). Em ratos, conseguiu-s¢ um aumento mais
significativo em ratos com trés dias de idade do gque em ratos adultos

(CONARD et al., 1972).

V- BLOQUEADORES DOS CANAIS DE CALCIO

As drogas bloqueadoras dos canais de calcio comumente usadas
sao:. amlodiping, felodipina, isiadipina, hidroclorito  nicardiping,
hidrocloritrobepridil,  hidrocloritro  diltiazem, nifedipina, verapamil,
nimodiping, nisoldipina, oxodipina, nitrendipina {(WANER et al., 1988,
BROWN et al., 1920, DONGARI et al., 1993). Essas drogas sdo usadas no
tratafnentc das anginas, taquicardia e aumento da pressdo arterial (LOEB,

1991).
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Os bloqueadores de canal de céicio agem inibindo a entrada de ions
caicio do meio extracelular para o interior das células musculares lisas e
cardiacas, diminuindo a contracdo das células musculares lisas, levando a
uma vasodilatacdo, ou diminuicdo da contracdo no caso de células
musculares cardiacas (LUCAS et al., 1985).

Dos blogueadores de canal de calcio, o mais descritc como
causador de aumento gengival € a nifedipina (LEDERMAN et al., 1984,
RAMON et al., 1984, VAN DER WALL et al, 1985; LUCAS et al., 1985;
JONES, 1986; ; BARAK et al., 1987; BARCLAY et al., 1982; DONGARI ét
al., 1993). Além da nifedipina, outras drogas como a nitrendipina { HEIJL &
SUNDIN, 1988; BROWN et al., 1990), oxodipina (WANER et al., 1988,
NYSKA et al., 1990) , felodipina (LOMBARDI et al., 1990) e a amilodipina
(SEYMOUR et al., 1984), também podem causar aumento gengivai.

A incidéncia do aumento gengival em pacientes tratados pela
nifedipina gira em torno de 15 a 21% (BARAK et al., 1987, BARCLAY et
al., 1992). Em pacientes submetidos 3 transplante renal, € comum associar
a nifeciipina com a csa, para a prevengao da hipertensdo (FEEHALLY et al.,
1987) ¢ da rejeicdo do orgao fransplantado (CALNE, 1980, MORRIS,
1981), respectivamente. Nesses casos a prevaiéncia do aumento gengival
é maior do que comparado ao grupo de pacientes tratados sO com

nifedipina (THOMASON et al., 1993; LUNDERGAN ,1989).
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Clinicamente os aumentos gengivais causados pela nifedipina séo
semelhantes aqueles encontrados pela fenitoina. Associa-se ¢ aumento
gengival causado pela nifedipina com o0 acumulc de placa
bacteriana,calculo supra ou subgengival e consequentemente inflamacao
gengival {(BARCLAY et al., 1992). Ainda n&o foram encontradas relagdes
gntre maior ou menor dosagem de nifediping, isto é, maior ou menor
concentracdo da droga no sangue e aumento gengival (BARCLAY et al,,
1992},

Tem-se aventado algumas hipbteses para explicar o mecanismo de
acéo da nifedipina sobre o crescimento de fibroblastos e concentragéo de
matriz extracelular nos aumentos gengivais causado pela nifedipina:

a) presenca de algum potente metabdlito da nifedipina, que
induziria esse aumento.

b} estimulacdo da producdo de iL 2 pelas células T ou aumento do
metabolismo dos hormdnios androgenos (testosterona) pelos fibroblastos
gengivais (DONGARI et al., 1993), pois o metabolismo da testosterona
ocorre extensivamente nas gengivas sadias de homens e muiheres. Na
presenca de nifedipina ou csa, ha aumento da formacéo de 5 alfa -DHT
(dinidrotestosterona), um andrégeno biologicamente ativo, que estimula a
atividade de biosintese de colageno (SOORIYMOORTHY et ai., 1990).

A preexisténcia de inflamagéo gengival pode facilitar 0 aumento

gengival, portanto, uma efetiva higiene oral faz parte da possivel
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prevencéio do aumento gengival (LEDERMAN et al., 1984; NISHIKAWA et
al., 1891). Se a administragdo da nifedipina for suspensa, o aumento
gengival pode sofrer regressdo dentro de 1 semana (LEDERMAN et al,
1884). Se a administragdo da droga nao for interrompida, o aumento
gengival causado pela nifedipina pode ser removido cirurgicamente, com

possibilidade de reincidéncia da lesdo (NISHIKAWA et al., 1891).

V- CICLOSPORINA

A csa & um polipeptideo ciclico hidrofdbico contendo 11 aminoécidas
de férmula C62 H111 C12, peso molecular 1202.6, descrito na década de
setenta, a partir de espécies dos fungos Trichoderma polysporum e
Cylindrocarpo lucidum (MILPIED,1988; LAUPACIS, 1981).Comerciaimente,
a csa é produzida a partir da cultura do fungo Tolypociadium inflatum gams
(BOREL et al., 1976). A csa é largamente utilizada na profilaxia e
tfratamento da rejeicao de érgacs em transplantes alogénicos (BOREL et
al., 1888; CALNE et al,, 1981; STARZL et al., 1980), aprovado pela "FCGOD
AND DRUG ADMINISTRATION” (STEINMULLER, 1985). Em alguns
modelos de animais experimentais, um curtoc tempo de administracdo da
droga permite uma sobrevivéncia prolongada do 6rgdo transplantado
{GREEN & ALLISON, 1978; REITZ et al., 1881, MORRIS, 1984).

Homoenxertos de pele, medula Ossea, pancreas, coragdo, figado,

rins, pulmlo, ovéarios, nervos periféricos, células musculares lisas e
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intestino delgado tém tido sucesso em animais experimentais
imunossuprimidos pela csa. A sobrevivéncia do enxerto & reagdo primaria
{aguda) podem ser prolongadas, e mesmo a rejeicdo sobre barreiras
severas de histocompatibilidade como xenoenxerios, podem ser
prevenidas ou retardadas em ratos, coelhos e cles, tratados com csa
(GREEN |, 1981).

Em humanos a ¢sa, tem side usada em transplantes, obtendo
excelentes resultados quando comparadc com & imuUNoSSUpPressao
convencional. Em transplantes de rim, a sobrevida pode ser aumentada
em 25%, e de figado em 50% (STARZL et al,, 1983). Bons resultados tém
sido conseguidos, para transplantes do coracdo associado a pulmao,
porém, a csa ndo tem mostrado grande eficacia, para fransplantes de
pancreas e medula 6ssea (OYER et al.,1983; SUTHERLAND et al., 1983).

Atualmente a csa é também utilizada no tratamento de doencas
autoimunes como o8 pénfigos vulgar e bolhoso (BARTHELEMY et al,
1993; THIVOLET et al.,, 1985), penfigdide cicafricial ocular (PALESTINE et
al., 1984), liquen plano oral (uso topico) (EISEN et al., 1990); sindrome de
Behget (NUSSENBLATT et al, 1985), lupus eritematoso sistémico
(FEUTREN et al, 1986); diabete tipo | (STILLER et al., 1883), aririte
reumatdide (MULLER & HEQRMAN, 1979); psoriase (ELLIS et al., 1986),
iguitiose vulgar (VELTHIUS & JESSERUN, 1985), alopecia areata

(PARODI & REBORA, 1987), além de micoses fungdides (JENSEN et al,
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1987), doenga de Crohn (ALLISON et al, 1984). esquistosomose
(BUEDING et al, 1981), maldria (THOMMEN -SCOTT, 1981); esclerose
muitipla (MERTIN et al., 1980), poliomiosites (BENDTZEN et al., 1984}
dermatomiosite aguda (ZABEL et al., 1984), colite ulcerativa (GUPTA et al.,

1984} e sarcoidose pulmonar (REBUCK et al., 1984).
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Fig. | - Estrutura guimica da csa

V.1- CICLOSPORINA-G

A ciclosporina G (csg) € um andlogo natural da csa, também
derivada a partir do fungo Tolypocladium inflafum gams, e estrutura similar

a csa-A. E um polipeptideo ciclico onde o residuo do 4cido aifa amino
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butirico na posi¢do do carbono 2 é substituido por norvalina (TRABER, et
al., 1982; PETCHER et al., 1976). Possui peso molecular 1217. A csa-G
como a csa-A, tem forte atividade imunossupressora (HIESTAND et al.,
1985, McKENNA et al, 1989; JEFFERY, 1991; MASRI, 1882), inibindo
reagles imunes em animais experimentais como:

- producdo de anticorpos em resposta a inocuiacac de hemdacias de
camsiro em camundongos.

- hipersensibilidade retardada em cobaias e camundongos

- prevengao da rejeicdo a enxerfos em ratos e camundongos co'm
doses semelhantes a csa-A (HIESTAND et al., 1985).

Semelhante a ¢sa, a csg, esta sendo usada experimentalmente para
o tratamento de diversas doengas autoimunes como encefalomielite
alérgica experimental, miastenia gravis alérgica experimental, poliartrite
induzida por adjuvant de Freund completo, lupus eritematoso sistémico. Ao
contrario da csa-A, a csg ndo causa nefrotoxicidade (HIESTAND et al.,

1985).

V.2- (VAL 2)DH- CICLOSPORINA

A {val-2 )DH ciclosporina € produzida a partir da hidrogenagéo

catalitica dos metabdlitos do fungo Tolypocladium inflatum gams (TRABER
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et al., 1977). E um polipeptideo com peso molecular 1217. Estruturalmente
se diferencia da csa por;

A- 0 aminoacido do carbono 9 carece de dupla ligacéo.

B- o acido L alfa amincbutirico na posicdo do carbono 2 ¢
substituido pela L-valina.

Sua acdo ainda ndo esta bem estabelecida. Experimentaimente o
espectro de atividade imunossupressora ¢ bastante distinto da csa, porque
através de dados experimentais ndo prolongou a sobrevivéncia de

enxertos.

V.3- MECANISMO DE AGAO DA CSA

Embora os eventos moleculares ainda n&o sejam bem
compreendidos, evidéncias indicam gue a csa bloqueia um estagio inicial
na ativagdo dos linfocitos T, em resposta & aloantigenos. Numa reacéo
imunolégica frente a um orgdo transplantado, os linfocitos T iniciam e
mantém a imunidade mediada por células e anticorpos. Os macréfagos
ativados por antigenos, produzem a IL 1, estirmulando os linfécitos T helper
na sintese da IL 2, que por sua vez, promovem a proliferacio de linfécitos
T citotdxicos sensibilizado, e produgdo de y interferon (TOWPIK et al,
1985). A csa tanto “in vivo” quanto “in vitro”, atua sobre os linfocitos T

imunocompetentes, sendo altamente especifica para estas células (BOREL
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et al, 1977; LILLEHOJ et al., 1984; HELIN et al, 1984; BENNETT &
NORMAN, 1986). A csa atua inibindo a produgdo do fator proliferativo
solivel, a IL 2, pelas células T-auxiliares ativadas, e sugere-se também
que atue na inibigéo de IL-1, produzidas pelos macrofagos (KAHAN et al |

1983; LILLEHOJ et al., 1984; ELLIOT et al., 1984; TOWPIC et al., 1985).

it:%:n AN ®"
HEN -
wee (B = 1:<>@/%
\ ;:FN :

CSA I‘-”.?}A @
@ W’*—--—l*@ aet NK
Fig.ll - Esquema mostrando provavel metanismo de acdo da csa sobre
linfocitos @ macréfagos. Inibe a hiberag@o de L 1 dos macrofago (célula
apresentadora de Ag) e lL 2 dos iinfécitos auxiliar (Th), reduzindo
proliferacao e maturagéo dos linfécitos T citotdxicos (Tc), e a produgdo de vy

interferon, diminuindo a ativagdo das células natural Killer (NK).

Portanto, a csa atua em varios estagios da resposta imunoidgica a
um haloantigeno, inibindo seletivamente fungdes especificas dos linfocitos,

restringindo a expansao clonal ou ativacao funcional de linhagens celulares
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(LEONI et al., 1978). A csa interfere nos estagios iniciais do ciclo celular
{fase g0}, afetando a proliferacéio de células linféides no inicio da mitose
(BURCKHARDT & GUGGENHEIM, 1979; HESS et al., 1983,1988).
A csa é lipofilica, ligando-se a receptores na membrana das células
T. Nos linfocitos admite-se que a csa exerca sua propriedade
imunossupressora ligando-se a proteinas citoplasmaticas e nucleares. No
citoplasma celular, a csa se fixa a uma proteina chamada ciclofilina (16 KD)
e calmodulina {17 KD}. A calmodulina € envolvida na ativacdo dos linfocitos
T enquanto a funcdo da ciclofina é desconhecida, ambas as proteinas séo
céicio dependente (COLOMBANI et al,, 1985). No .uicleo celular, a ¢sa
interage com cromossomos especificos, interferindo  na transcricdo do
RNAmM para IL-2. Desta forma, s&o inibidos a producdo de L 2 pelos
linfocitos T auxiliar & do receptor para esta linfocina nos Iinfécit_os T
citotdxicos (STILLER et al, 1983). Recentes experimentos aventam a
hiptese de gque a csa além de inibir a producgio de L2 pelas células T,
pode também interferir na produgdo de ik 3, IL 4, IL5, IL6, IFN-gama, TNF-
alfa, TNF-beta e fator estimulador de coldnias de macréfagos {DUNKIN et
al., 1978; TOCCI et al,, 1989, RYFFEL et al., 1989). Tem-se usado csa em
casos de psoriase, acreditando-se que inibe receptores de IL 8 nos
queratinécitos (SCHULS et a!;, 1993; KEMENY et al.,, 1994).
A acdo da csa é reversivel, ndo afetando as células indiferenciadas

da medula Ossea (STEINMULLER, 1985), Segundo BOREL {1976), a csa
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age tanto na resposta humoral como na celular, mas, sua agho &
preferencigimente sobre a imunidade celular. A ¢sa age indiretamente
sobre mondcitos, através da supressac de y interferon, do fator quimictatico
para macréfagos assim como fator inibidor de macrdfagos (HELIN st al,,
1884; GRANELLI - PIPPERNO et al., 1984). Segundo KALMAN & KLIMPEL
(1993), a csa impede a secregdo de v interferon, mas ndo afeta a sintese
de o interferon produzidos por leucécitos e § interferon produzidos pelos
fibroblastos. As doses de csa que suprimem fungdes da célula T, tém
pouco ou nenhum efeito sobre o sistema de células (DALEY & WYSOCKI,

1984).

V.4- VIAS DE ADMINISTRAGAO

Em humanos a c¢sa pode ser administrada na forma oral,
irtramuscular ou intravenosa, sendo a forma mais comum a administragao
oral. WASSEF et al., (1985) avaliaram o perfil farmacocinético da csa em
ratos, utilizando as diferentes vias de administracdo e concluiram que a
injecéo pela via subcutanea possui algumas vantagens sobre as demais. A
aplicagdo pela via subcutanea, nao requer anestesia, € melhor tolerada
pelo animal e permite que a droga atinja niveis plasmaticos adequados e

uniformes.
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V.5-POSOLOGIA

As concentragbes terapéuticas ideais da csa ainda ndo estio bem
determinadas. Devido a ampla variacdo interindividual dos niveis de ¢sa no
sangue, o monitoramento da dose administrada é importante, e pode ser
feito através de radioimuncensaio ou cromatografia {(GREEN, 1981;
BUONPANE, 1890). Para manter a imunossupressdo, a dose oral
necessaria ¢ de 10 a 20 mgl/kg de peso corporal/dia, istc &, uma
concentracdo sérica entre 100-400ng/ml. Segundo TOWPIC et al., (1985),
para uma imunossupressdo ideal, a dose de csa tem que ser ajustada
individuaimente. Geralmente a dose inicial gira em torno de 15 mg/kg de
peso corporal./dia  diminuindo gradualmente durante o primeirc més e
mantendo a dose de 5 a 10 mgl/kg de peso corporal/dia, no restante do

tratamento (WASSEF et al., 1985).

V.6-ABSORGAQ E METABOLISMO

Erh humanos apés a administracdo oral, a absor¢io da csa é
incompleta, sendo irregularmente absorvida no trato gastrointestinal
(GUERCK! et al., 1985). Os picos de concentracdo plasmatica séo obtidos
ap6s 3 a 4 horas, com meia vida de 17 a 40 horas (BEVERIDGE et al.,

1981). No sangue cerca de 50% da droga séo encontradas nos eritrécitos,
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40% no plasma e 10% nos leucocitos. No plasma aproximadamente 95%
estdo ligados a lipoproteinas (BUONPANE, 1880).

Em cdes, apbs a administracdo oral, o pico de concentracdo sérica,
medido através de cromatografia € de 10 ug/mi apds 2 a 4 horas, para
cada miligrama da dose administrada e em ratos é de 3 ug/ml apds 6-8
horas, o que corresponde a administragdo de 10 mg/kg de peso
corporai/dia, num rato de 100 g (RYFFEL 1982)

O metabolismo da ¢sa em animais como caes, coelhos e ratos &
semelhante ac homem. A c¢sa é metabolizada no figado, através do
citocromo P 450, um sistema de oxidases de funcdo mista (MAURER,
1885). O metabolismo da droga envolve N-dimetilacdo, hidroxilagéo e
ciclizacio. A csa € biotransformada em 14 metabdlitos, ndo havendo uma
via metabdlica unica (SEYMOUR & JACOBS | 1992). A excregdo dos
metabdlitos € principalmente pela bilis, portanto através das fezes,
somente 10% dos metabdlitos sdo excretados pela wring, e a meia vida
varia de 7,9 8 10,2 horas (RYFFEL,1982; KAHAN, 1989, BRYNSKOV et
al., 1992).

Cetoconazol inibe o metabolismo hepdtico elevando as
concentragbes de csa, resultando em nefrotoxicidade (FERGUSON et al.,
1982; CUNNIGHAM et al., 1983). Por outro lado a rifampicina, fencbarbital

& fenitoina podem reduzir a concentracdo plasmatica de csa e provocar
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rejeico do Orgdo transplantado (KEQWN et al.,1884; FREEMAN et al.,

1984; MODRY et al,, 1985).

V.7- EFEITOS COLATERAIS

E bem estabelecido que a csa produz efeitos colaterais indesejaveis
{SEYMOUR & JACOBS, 1992), sendo o rim e o figado os érgéos mais
comumente comprometidos (KLINTMALM et al., 1981:GRAFFENRIED et
al., 1986).

Em 100 pacientes transplantados renais, que receberam csa, vériog
efeitos colaterais foram descritos. A hepatotoxicidade foi observada em
33%, em 50% nefrotoxicidade , 15% tremores, 12% hirsutismo, 6%
hiperplasia gengival, 5% infecgbes renais e 2% depressdo da medula
ossea {OTA & BRADLEY, 1983).

De acordo com VATHSALA et &, (1990), de 704 pacientes
transplantados renais e imunossuprimides com csa, 12,8% apresentaram
proteindria, 30,2% rejeicdo cronica do transplante e 11,1%
gic;merulonefrite. Também s&o relatados hipertensdo , edema facial,
hepatite B, cirrose hepatica e diabete (RIED et al,, 1983, HUANG et al,,
1980; TRESHAM et al,, 1880; SUMRAM et al., 1991).

Ratos gue receberam 45 ou 80 mg/ kg/ dia de csa por 13 semanas,

apresentaram hirsutismo, diarréia , aumento gengival e diminuicdo de
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pesc. No exame hematoldgico, esses animais apresentaram neutropenia |
linfo-eosinofilia e anemia hipocromica (RYFFEL, 1982).

Séo controversos 0s estudos guanio a influéncia da csa sobre a
reacdo inflamatdria e processo de reparagéo. Segundo aiguns autores ha
inibicdc ou retardo destes processos, enquanto outros n&o confirmaram
essa observacbes (FISHEL, 1983; NEMLANDER et al., 1983). Por outro
fado, em recente estudo desenvolvido por nods, observou-se
desenvolvimento mais acentuado do tecido de granulacdo, traduzido na
aceleracdo da cicatrizacdo (SPOLIDORIO et al, 1991). Segundo
BARTOLD et al., (1989), esponjas de poliuretano impregnada com M.
tuberculosis, implantadas no dorso de ratos tratados com 10mg/kg de peso
corporalfdia de csa, mostrou reducdo do numero de neutréfilos e linfécitos,
indicando desenvolvimento mais acentuado do tecido de granulacdo,
traduzido pela maior atividade fibroblastica na formacdo do coldgeno,
acelerando a cicatrizacdo.

A nefrotoxidade é frequentemente observada, e, bem documents,
podendo ocorrer em até 90% dos pacientes que s8oc submetidos ao
tratamento com csa (SUTHERLAND et al, 1984; KAHAN, 1983). E
acompanhada por aumento do nivel plasmatico de creatinina, fosfatase
alcalina, e caracterizada por isquemia, degeneracdo e necrose dos tubulos
proximais (CALNE et al, 1879, HAMILTON et al, 1982, BENNETT &

PULLIAN, 1983; MIHATSCH et al., 1883). A nefrotoxicidade pode aparecer
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depois de 1 semana do inicio da fratamento com c¢sa como nefropatia
cronica (MORRIS et al., 1984). investigagBes sobre a nefrotoxicidade foi
feita em ratos, camundongos, coelhos, cdes e macacos (RYFFEL &
MIHATSCH, 1986, MASON, 1989). Essas investigagdes, mostraram que
apGs o tratamento com csa, ha uma mudanca na hemodinamica renal
(essencialmente vasoconstricdc  pré-glomelular);, disfuncdo  tubular
(fransporte de eletrdlitos e acido UGrico), estimulagdo do sistema
reninangiotensina e alteraco do metabolismo da prostaglandina (MASON
1988). A nefrotoxicidade pode estar relacionada com a dosagem e
consequentemente com o nivel sérico da droga no sangue { LAUPACIS et
al., 1981), podendo tanto os sinais quanto os sintomas, regrediram com a
diminuigdo da dose.

A hipertenso também & um achado clinico muito importarte em
pacientes imunossuprimidos pela csa, com incidéncia de 385% dos
pacientes que fazem uso dessa droga (HAMILTON et al., 1882).

A hepatotoxicidade foi primeiramente observada em animais,
principaimente em cdes e macacos submetidos a doses de 40 até 100
mo/kg de peso corporal/dia de csa por 4 semanas (CALNE et al,, 1979,
RYFFEL, 1982). Efeitos semethantes séo encontrados em humanos, sendo
caracterizados clinicamente pela elevagdo do nivel de bilirrubina e
fosfatase alcalina (LAUPACIS et al,, 1981), efeito esses reversiveis com a

diminuicdo da dosagem. A hepatotoxicidade ocorre com menor frequéncia
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que a nefrotoxicidade. A incidéncia de hepatotoxicidade em 66 pacientes
transplantados e imunossuprimidos pela csa foi de 19,7%, porcentagem
essa baixa em relacdo a nefrotoxicidade que foi de 50% (KLINTMALN et
al., 1981).

A ¢sa produz um quadro clinico caracteristico de neurctoxicidade,
incluindo convuisdo, fremor nas extremidades, parestesia, principaimente
na regido perioral (ATKINSON et al., 1984). Esses efeitos séo passageiros
resolvendo com O passar do tempo ou com a reducéo da dose (CALNE et
al. 1979) |

Trombose arierial glomerular tambem tem sido relatado em
pacientes que se submeteram ao transplante de medula éssea (SHULMAN
et al., 1981, VANRENTERGHEM et al,, 1985). A frombose também tem sido
observada em biopsias pés transplantes de pacientes imunossuprimidos
pela csa, e que sofreram rejeicao (NEILD et al., 1684).

Casos de linfoma sdo frequentemente observados em pacientes
tfransplantados que fazem uso da c¢sa (CALNE et al,, 1978, 1981). Talvez
essa neo'p!asia finfoproliferativa seja resultado da associagéo da c¢sa com a
infecc@o pelo virus Epstein Barr (NAGINGTON & GRAY, 1980, DUMMER
et al., 1984). Entretanto o potencial carcinogénico da ¢sa, precisa ser ainda
estudado (PENN, 1887). Segundo RYFFEL (1992), a incidéncia de
linffomas é de 0,9% em 15000 pacientes que se submeteram ao transplante

renal; 0,2% em 800 transplantes cardiacos; 0,9% em 550 fransplante de
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figado e 0,2% de 2300 transplantes de medula dssea, sendo um total de
0,3% de 19850 transplantes.

Qutra neoplasia que tem chamado a aten¢do € o Sarcoma de
Kaposi, que foi diagnosticado em pacientes transplantados e tratados com
csa (PENN, 1983; QUNIBI et al,1988).

Geralmente os pacientes que fazem uso de drogas
imunossupressoras como por exemplo azatioprina, estdo predispostos &
infecgbes oportunistas, incluindo infecgbes por bactérias, virus e fungos
(CALNE, 1980). Entretanto, pacientes que sdo tratados com csa, podem ter
menor propensdo a desenvolver infecgbes por fungo e bactérias (THE
CANADIAN MULTICENTRE TRANSPLANT STUDY GROUP, 1983). A
incidéncia é ainda menor em pacientes que fazem uso s6 da csa (CALNE,
1880), porém, infecgées virais sao citadas como complicagbes em
pacientes imunossuprimidos pela csa e tem despertado curiosidades,
principalmente com relacdo ao virus Epstein-Barr (EBV), e sua possivel
relagdo com a proliferacdo de linfomas (RYFFEL, 1992). Altas doses de
csa inicialmente usadas para imunoterapia a transplantes, pode inibir a
acéo de células T citotdxicas especificas contra EBV (CRAWFORD &
EDWARDS, 1981). Em camundongos tratados com O, 1, 4 ou 16 mg/kg de
peso corporal/dia, via oral por 78 semanas, infectados por virus EBV,
verificou-se que, com altas doses de csa (16 mylkg de pesc corporai/dia), a

incidéncia de linfomas aumentou (WILSON et al., 1983). Com relacdo a
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pele e seus anexos, 0 que mais chama atencdo nos pacientes que sao
tratados com csa € a hiperfricose (LAUPACIS et al, 1982). Também é
caracteristico o crescimento anormal das unhas (GLUCKMANN et al.,

1981) e casos de carcinoma espino celular { MORTIMER et al.,, 1983).

V.8-CSA E AUMENTO GENGIVAL

O que mais chama a ateng&o na odontologia quanto a utilizacdo da
csa é o aumento gengival (WYSOCKI et al., 1984, RATEISCHAK-PLUS et
al., 1983). A relacdo entre a csa @ 0 aumento gengival em humanos foi
relatado pela primeira vez na literatura odontolégica por RATEISCHAK-
PLUS &t al., (1983).

A relagdo entre csa e aumento gengival em humanos foi relatado no
inicic dos anos 80 guando avaliou-se & eficacia da csa em pacientes
submetidos a transplantes renais (STARZL et al., 1980; CALNE et al,
1981). Posteriormente avaliando-se a toxicidade da csa em animais
exp‘}erimentais como cies e ratos, verificou-se que em ratos submetidos ao
tratamento com 14, 45 e 90 mg/kg/dia de csa, via oral, por 13 semanas |,
apresentavam aumento gengival , o mesmo acontecendo com cdes que
receberam dose de 4bmg/kg/dia por 52 semanas (RYFFEL 1982).
Posteriormente foi reavaliado em c3es e gatos a toxicidade da c¢sa, e

dentre os achados verificou-se que cdes que eram fratados com 15 a 45
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mglkg/dia de csa-A por 45 semanas e gatos com 45 a 95 mg/kg/dia
apresentavam aumento gengival (RYFFEL, 1983).

A incidéncia do aumento gengival em humanos é varidvel girando
em tormno de 6 a 81% (RATEITSHAK-PLUS et al., 1983 ; BENETT &
CHRISTIAN, 1985, SEYMOUR et al,, 1987, SEYMOUR & JACOBS, 1992).
A idade & fator importante, pois, verificam-se que o aumento gengival é
maior em adultos jovens e criangas (TIPTON et al., 1991). Em alguns
pacientes mais sensiveis, a ¢sa, induz o aumento gengival em 3 meses
apds o inicio do tratamento (SEYMOUR et al., 1987), entretanto, alguns
¢casos ocorrem depois do primeirc més do inicio do iratamento
(TYLDESLEY & ROTTER, 1984).

O aumento gengival causado pela c¢sa, comega nas papilas
interdentais, principalmente na regigo vestibular de mandibula e maxila,
mais encontrado na regido de pré-molares e molares inferiores. O
crescimento pode evoluir numa massa extensa que recobre todas as
coroas dentais comprometendo a oclusao, a fala e a mastigacdo (RYFFEL
et al., 1982; SEYMOUR & JACOBS , 1992, DALEY & VISOCKI , 1984;
BARTOLD, 1987; SOMACARRERA et al., 1994, TYLDESLEY & ROTTER,
1984). O volume gengival aumenta progressivamente de 0,1mm em 1 més
para 1,04mm em & mese.s, estabilizando-se depois desse periodo

(SCMACARRERA et al., 1984).
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V.9-DOSE DE CSA E O AUMENTO GENGIVAL

ROSS et al. (1989), sugerem gque 0 aumento gengival se
desenvolva quando a concentracdo excede 170 a 200 ugiml de csa, ¢
segundo RYFFEL et al. (1883), e SOMACARRERA (1994), a associagao
do aumento gengival com a concentracdo plasmatica da droga é altamente
significativa. Tem-se observado gue 08 pacientes tratados com doses
acima de 10mg/kg/dia de csa, tém maior incidéncia de aumentos gengivais
(ADAMS et al., 1984; ROSTOCK et al ,1986).

Segundo DALY (1992), paciente que apresentava hepatite cronica
ativa, tratado com 10 mg/kg/dia, desenvolveu aumento gengival 5
semanas apos 0 inicio do tratamento. Apods a diminuicdo da dosagem
para 5 mg/kg/dia de ¢sa, houve remissdo completa da lesdo. Observacgies
semelhantes foram notadas por RYFFEL et al., (1983), onde cées, gatos e
ratos tratados com elevadas doses de csa e que apresentavam aumento
gengival,' tinham remissao da lesdo apds 6 semanas da interrupgdo do

fratamento,

V.10-PLACA BACTERIANA E AUMENTO GENGIVAL
0 aumento gengival pode estar associado com a presenca da placa
bacteriana, calculo supra ou sub gengival, restauracdes mal adaptadas,

aparelhos ortodonticos, proteses ou em paciente respirador bucal (DALEY
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& VISOCKI, 1984; CALNE et al., 1981; WYSOCK! et al,, 1883; MC GAW et
al., 1987, BARTOLD, 1987). Grande énfase tem sido aftribuida a placa
bacteriana e outros irritantes locais n¢ desenvolvimenio do aumento
gengival causado pela csa, mesmo porgue a placa bacteriana constitui um
fator eliclogico basico da doenca periodontal inflamatoria (JOHNSON,
1975; DELILIERS et al,, 1986; DALEY et al., 1986, MACGAW et al., 1988;
ROSS et al., 1989; SEYMOUR & SMITH, 1987; SOMACARRERA , 1994).
Em ratos, o desenvolvimento do aumento gengival causado pela csa foi
mais exuberante quando 0s animais eram submetidos ac tratamento cdm
dieta cariogénica e inoculados com Sirepfococcus sebrinus (KITAMURA et
al., 1991). Segundo DALY et al. (1992), o aumento gengival causado pela
csa pode regredir ndo 6 com a diminuicao da dose, mas, com o conirole
da higiene oral, remocéo da placa e calculo gengival,

Entretanto a correlag&o placa dentaria e aumento gengival, tambem
& questionada pois, tem sido mostrado que o controle 8 mesmo a remogao
da placa bacteriana ou caleulo gengival ndo inibe o desenvolvimento do
aumento gengival causado pela csa (SEYMOUR et al,, 1987). Segundo
FRISKOPP & KLINTMALM (1986), pacientes edentados e tratados com
£8a néco apresentam aumento volumetrico no rebordo alveolar, sugerindo-
se, que a placa dental n&o seja fator essencial e sim fator coadjuvante na
patogénese do aumento gengival provocado pela csa (SEYMOUR et al,,

1987). Por outro lado , segundo THOMASON et al. (1994), paciente
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edentado, transplantado renal, que era submetido & terapia
imunossupressiva com csa e nicardipina (derivado dihidropiridina, droga
blogueadora do canal de calcio), azatiopringa e predinizolona,
desenvolveram aumento volumeétrico no rebordo alveolar, semelhante a
hiperplasia papilar inflamatéria, a qual estd intimamente relacionada com
trauma da protese efou infeccdo fungica (ARENDORF & WALKER, 1987).
THOMASON et al. {1993), sugeriram que a lesdo acima descrita pode ser
exacerbada ou modificada pela csa e nifedipina. O aumento gengival pode
dificultar controle da placa bacteriana, persistindo o acumulo  de irritante
tocal e consequente inflamagdo (KING et al., 1993). Segundo McGaw et al.
(1987), a placa ou calculo dental, podem ter papel importante no
desenvolvimento do aumento gengival além daquele relacionado com a

inflamagé&o, atuando como reservatorio de csa

V.11-CONCENTRAGAO DE CSA NA SALIVA E AUMENTO GENGIVAL

O aumento gengival tem sido relacionado com a concentracdo
plasmatica e salivar da csa (MC GAW et al,, 1987, SEYMOUR et al.,1987).
Segundo NIEDERBERGER et al., (1983), a csa ndo pode ser detectada na
saliva, mas de acordo com COATES et al. (1988), a presenca da csa na
saliva pode ser detectada através de radioimunoensaio (RIA).

De acordo com MCGAW et al. (1887), a concentracdo de csa na

saliva total, isto &, saliva provenientes de todas as glandulas, de 30
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pacientes que submetidos & transplantes renais e imunossuprimidos
apenas com ¢sa, que apresentavam aumento gengival, foi
significantemente alta, havendo relacdo entre concentracdo e severidade
do aumento gengival. Os mesmos resultados ndo foram observados
quando coletavam-se saliva atraves de uma canula, das glandulas
parétidas ou submandibulares desses mesmos pacientes, ndo se
observando csa nessas salivas. Essa divergéncia dos resultados pode
estar na diferenca de técnica ao coletar saliva ou pelo fato de que a placa
bacteriana possa ser um reservatorio natural de csa, liberando a droga
para a saliva, em pacientes que fazem uso oral de csa,

A csa também pode ser detectada pelo método de cromatografia
liguida de alta pressdo, que & um método mais sensivel que o
radioimunoensacio (RIA), para a deteccio de csa no plasma ou na saliva
(SANGHVI et al., 1988). Esse teste foi realizado por KING et al.  {1993),
para medir a concentragdo de csa-A na saliva de 18 pacientes submetidos
a transplante renal . O autor verificou que houve uma inexpressiva

conceniracao de csa-A na saliva desses pacientes.

V.12-MICROSCOPIA DO AUMENTO GENGIVAL INDUZIDO PELA CSA
Mlcroscopicamente ¢ aumento gengival causado pela csa, em
humanos, exibe epitélio acantbtico e/ou espongiose, paraqueratinizagéo de

varidavel espessura e prolongamentos digitiformes para o conjuntivo. O
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tecido conjuntivo é fibroso, com vasos sanguinecs de pequeno calibre,
areas de degeneracdo mixomatosa, e regides de infiltrado mononuclear
(RATEICHAK - PLUSS et al, 1983) Apesar da abundancia de fibras
colagenas, s80 observados poucos fibroblastos (BARTOLD et al., 1987).
Resultados semelhantes foram descritos em outros estudos, variando
apenas a intensidade do infiltrado inflamatdrio ou aumento da densidade
numérica de fibroblastos (DELILIERS et al., 1986; ROSTOCK et al., 1986).
Caracieristicas similares foram enconfradas em ratos (KITAMURA et al,,
1991). Através de imunohistoguimica, tem-se descrito que no  tecido
conjuntivo de gengiva clinicamente normal de humanos, poucas células
mononucleares, sendo essas predominantemente linfdcitos T, alguns
mondcitos com auséncia de linfécitos B (FRISKOPP et al., 1986). O'VALLE
et al (1883), estudando imunohistoquimicamente a populacdo de
leucédcitos de 30 casos de aumento gengival induzido pela csa em
humanos, observou maior concentracdo de células inflamatdrias, de
linfécitos T (CD3), Linfécitos T helper (CD4) e linfécitos T supressor (CD8)
e macrofagos (CD6B). Nao foi estatisticamente significante a diferenca
entre a populacdo de linfécitos B (CD20) e a populagéo de células K
(CD18) e NK(CD 17).

A analise imunohistocfuimica do epitelio gengival humano, mostra
que células epiteliais, particularmente, células de Langerhans, podem ser

afetadas pela c¢sa (FURUE & KATZ, 1988). No aumento gengival ha
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acentuado aumento na populacdo de células de Langerhans na regifio
infraepitelial e imediatamente subjacente ao epitélio, proximo & érea
inflamada (SAVAGE et al, 1987). Segundo YAMALIK et al. (1891), as
céluias epiteliais dos aumentos gengivais causado pela csa em humanos, a
nivel de microscopia eletronica, apresentaram morfologia modificada,
principalmente dilatadas cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso.

Os fibroblastos a nivel de microscopia de luz podem se apresentar
com nucieo grande, vesicular e ovéide (WYSOCKI et al., 1983). Em cultura,
os fibroblastos derivados de gengiva normal ou de aumehto gengival
causado pela csa ndo tém demostrado diferencas morfolégicas, quando
observados em microscopia de contraste de fase (BARTOLD, 1987). Os
fibroblastos podem apresentar bandas de microfilamentos com nddulos
semi-periddicos, e membrana nuclear com prolongacdes digitiformes
{YAMASAK] et al, 1987). Fibroblastos com essas caracteristicas séo
chamados de miofibroblastos (GABBIANI et al., 1877), células essas que
estdo presentes em uma variedade de fumores como dermatofibroma
(KATENKAMP & STILLER |, 1875) e fibroma desmoplasticc osseo

(LEGACE et al., 1979).

V.14-EFEITOS DA CSA “IN VITRO”
"In Vitro" a csa pode influenciar diretamente o metabolismo de

colageno e a proliferacaoc celular, dependendo das cepas de fibroblastos e
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da dose de csa (ZEBROWSKY et al, 1986, COLEY et al, 1986).
Enfretanto, em algumas subpopulacdes de fibroblastos, a ¢sa ﬁarece naoc
exercer nenhuma atividade (COLEY et al., 1986).

Essas observacbes podem ser atribuidas a heterogeneidade de
subpopulacdes de fibroblastos intra e inter individuos (HASSEL & STANEK,
1983). Essas subpopulagbes sdo geneticamente diferentes em diversos
parametros: crescimento, producdo de colageno ¢ respostas & varios
agentes quimicos (HASSEL et al, 1976). Tem sido demostrada
subpopulagbes de fibroblastos fenotipicamente diferentss, incluindo
diferencas na resposta a outras drogas como a fenitcina (HASSEL &
GILBERT, 1983). A literatura atual inclui o fermo “responde” ou “ndo
responde “, para agueles pacientes que s&o tratados com csa, que podem
ou ndo desenvolver aumento gengival (SEYMOUR et al., 1993).

Diferengas entre subpopulagdes de fibroblastos tambem sdo
encontradas em varias patologias que tém como caracteristicas o aumento
de fibras colagenas como dermatofibroma (KATENKAMP & STILLER, 1875
, FiNNER et al., 1987). Ndo estd bem determinada a influéncia da csa
sobre fibroblastos gengivais e na sintese de matriz extracelular. Segundo
WYSOCKI et al., (1983), o aumento gengival causado pela csa é
acompanhado por aumento do numero de fibroblastos e da matriz
extracelular. Entretanto outros estudos ndo descrevem aumento do numero

de fibroblastos e sim, aumento da quantidade de matriz extracelular em
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gengiva de humanos ou ratos fratados com csa (ROSTOCK et al., 1986).
Segundo SEYMOUR & JACOBS (1992), por ndc haver auments do
numerc de ceélujas, a lesdo nao é chamada de hiperplasia verdadeira,
devendo ser chamada de aumento gengival causado pela csa.

McGAW et al. (1988), sugerem que o aumento gengival
causado pela csa pode ser resultado do aumento da proliferacéo celular,
aumento da atividade de sintese de matriz extracelular, decréscimo da
degradacdo dessa matriz ou uma combinacéo de todos esse fatores. Sabe-
se que os fibroblastos gengivais , além de sintetizar colageno, sintetizam
também colagenase e um inibidor tecidual de metaloproteinase (TIMP), que
proporcionam um equilibrio entre sintese e degradagéo do colageno, que
em lesdes fibrosas como aumento gengival , o equilibrio existente entre a
sintese e a degradagéo_ do colageno pode estar alterado, acumulando
axcessivamente essa proteina no espaco intersticial, por produgdo
reduzida de colagenase ou por aumenio da producéo de inibidor tecidual
de metaloproteinase (FULLMER et al., 1969; BIRKEDAL- HANSEN, 1975;

GOLUB et al., 1976, HEATH et al., 1982, TIPTON et al., 1991).

VI-MEDIDAS LINEARES AO MICROSCOPIO OPTICO (MORFOMETRIA)
A mensuracdo linear de estruturas microscopicas & ralativamente
simples. Podendo ser feita com _auxilio de réguas milimetradas diretamente

no microscopio Optico ou lupa esterecscopica. Também pode ser feita
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sobre imagens microscopicas projetadas com o auxilio de microprojetor,
desde que ¢ aumento seja conhecide (MANDARIN DE LACERDA, 1991),
ou através de programas especificos para informatica (FISHER & KLING,
1984).

BERGLUNCH et al. (1991), usou essa metodologia para mensurar
linearmente estruturas histoldgicas do periodonto de cies jovens e
aduitos. Para avaliar as dimensdes do epitélic bucal da gengiva , fixou-se
as regifes coronaria, media e apical. Para avaliar as dimensfes do tecido
conjuntivo, mediu-se a distancia entre a jungdo esmalte-cemento e 0
epitélio oral. FISCHER & KIING (1994), avaliou através da morfometria
feita com programa para informatica, as dimensdes lineares do epitélio
bucal e juncional em laminas coradas em HE. do aumento gengival
induzido pela csa, em furao. Para isto, foram feitas 3 medidas no epitélio

bucal e 1 medida no epitélio juncional,

VII-PRINCIPIOS DA ESTEREOLOGIA

| A maior parte dos estudos estereologicos obtém dados
diretamente da microscopia oOptica e eletronica. Como resultado s
composicdo quantitativa de tecidos e céiulas pode ser conhecida. isto tem
dado, nos dltimos anos, um impulso imporiante ao conhecimento
morfolégico com aplicacéo imediata no aprimoramento do diagndstico

patoldgico (FISHER et al., 1971). O objetivo da estereologia e determinar
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parametros quantitativos tridimensionais de estruturas anatbmicas a partir
de cortes bidimensionais (WEIBEL, 1969; ANDERSON & LOWE, 1980). A
analise estereometrica citada por HANS ELIAS em 1962, e por WEIBEL &
ELIAS (1967), tem como fundamento basico o teorema do geologista
DELESSE em 1948, cujo enunciado é;
“Numa rocha composta por varios minerais, a drea ocupada por qualquer
mineral, na superficie de um corte da rocha é proporcional ao volume do
mineral da rocha’. Em outras palavras, o enunciade acima estabelece que
a fracdo de volume ccupada por um objeto num continente é diretamente
proporcional a fracdo da area que 0 mesmo ocupa num plano seccional
medio pelo continente. O volume relativo significa que a relacéo de volume
& sempre uma porcentagem.

A determinacéo da densidade volumeétrica, em cortes histc:ic')gicos,
pode ser feita utilizando-se um sistema teste de pontos, que foi inicialmente
aplicado 2 histologia por CHALKEY (1943), considerada forma eficiente
para a determinacéo estereoméfrica em cortes histolégicos (WEIBEL,
1963; ANDERSON & DUNNIL, 1965). Contando-se 0 numero de pontos
sobre determinada estrutura a ser medida e dividindo-se pelo numero total
de pontos sobre o corte histoldgico, teremos a estimativa da densidade
volumeétrica do componenté considerado (MANDARIN DE LACERDA,
1892). O sistema teste 6 composto por um conjunto de linhas e pontos, que

deve ser superposto a imagem histologica para contagem estereolégica.
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Existem varios sistemas testes, propostos para variados fins. Os sistemas
testes, comumente, s&o desenhados com retas ou segmentos de retas,
apresentando arranjos geométricos triangular, quadrado ou hexagonal
(WEIBEL, 1969, ANDERSON & LOWE, 19980). Alguns sistemas testes,
apresentam arcos cicldides com distribuicdo de orienta¢do proporcional ao
seno do angulo do eixe vertical, que séo feitos com auxilio de desenho feito
por computador (BADDELEY et al, 1986, GUDERSEN et al., 1988a).
SCHROEDER & MUNZEL-PEDRAZZOLI (1973), aplicaram técnicas
estereclogicas no tecido conjuntivo gengival através de sua subdivisac em
2 porches, uma se localizando préximo ao sulco gengival, chamada de
tecido conjuntivo infiltrado (TCl), devido a predominancia de células
inflamatdrias, e outra porgdo denominada tecido conjuntive ndo infiltrado
(TCN), que predomina fibras colagenas e fibroblastos. HASSEL et al,
(1978), realizaram gquantificacdo de fibroblastos e fibras colagenas do
tecido conjuntivo do aumento gengival devido ao uso de dilantina em
comparagdo com o da gengiva clinicamente normal. N&o encontraram
diferengas significativas entre o aumento gengival e o tecido normal, sendo

esses de composicao semelhantes.
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MATERIAL E METODOS

- ANIMAIS

Foram utilizados 100 ratos (Ratus norvegicus albinus, wistar)
machos, jovens, com peso inicial de aproximadamente 50 g, alimentados

com agua e racfo “ad libitum”.

H- AUMENTO GENGIVAL
60 ratos foram distribuidos aleatoriamente em 6 grupos de 10 e

submetidos a diversos fratamentos como ilustra a tabela |,

TABELA | - Distribuic&o dos grupos de ratos { n = 10 ) submetidos {+) ou nao ()
aos tratamentos com csa, dieta cariogénica e xerostomia, Q grupo | foi
considerado controle,

GRUPO CSA DIETA CARIOGENICA XERQSTOMIA

n=10
i - - -
i + - _
1 + + -
v + - +
V - + -

Vi - - +




H-1 DILUICAO DA CSA

A c¢sa* recebida em ampolas para infusdo intravenosa, na
concentracao de 50 mg/ml, foi diluida com solucdo de Nacl a 0,9% na

concentragao final de 10 mg/mi .

-2 DIETA CARIOGENICA

A dieta cariogénica foi constituida por 58% de acucar refinado™,
30% de leite em pd integral™* e 14% de racao labina purina triturada. A
racao foi peneirada e misturada com o agucar e o leite em pé (QUERIDO et

al., 1971).

-3 XEROSTOMIA
A remocdo cirdrgica das glandulas salivares pardtida,
submandibular e sublingual foi feita como descrito por CHEYNE (1938). Os

animais foram anestesiados com hidrato de cloral na concentragdo de

* CSA - S8andoz do Brasil
** Acucar refinado Unifo
« | eite Infegral Ninho Nestlé
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400mg/kg de peso corporal injetado intraperitonialmente. Apos &
tricotomia da regido cervical e antissepsia com &lcool iodado, foi feita
iNCis80 na pele na porgdo cervical mediana, e o tecido subjacente
dissecado, evitando-se 0s grandes vasos. Inicialmente foi exposta a
glandula parétida, que se estende da regi&o massetérica até a altura da
clavicula, apresentando seu maior eixe na diregdo céfalo caudal.
Posteriormente as glandulas submandibulares foram expostas
simuitaneamente, visto que formam uma massa unica faciimente
distinguida dos linfonodos adjacentes. As glandulas foram removidas

cortandc-se o8 ductos e vasos, apss prévia ligadura com fio de algodéo.

H-4 TRATAMENTO COM CSA

A csa foi administrada na concentracdo de 10 mgl/kg de peso
corporal/ dia, por via subcutanea (WASSEF et al., 1985), durante 80 dias.
(Os animais controle foram injetados de forma similar com solugéo de Nacl

a 0,9%.

-5 OBSERVACOES MACROSCOPICAS E MICROSCOPICAS

Apds 60 dias de tratamento com ¢sa os animais foram sacrificados

por inalagdo excessiva de éter etilico e as mandibulas retiradas e
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analisadas macroscopicamente através de lupa estereoscdpica Zeiss. Apds
fixacgdo em formol a 10% durante 24 horas, as mandibulas foram
desmineralizadas em solugcdo de Morse { 50 mi de acido formico a 50% e
50 mi de citrato de sddio a 20%), e incluidas em parafina. Os cortes

seriados de 6 um no sentido vestibulo lingual foram corados com H.E. .

-6 MORFOMETRIA

As medidas morfométricas foram feitas nas gengivas marginais livres
vestibular e lingual, direita ¢ esquerda em todos os grupos utilizando-se
uma ocular milimetrada Ernst Lertz Wetzlar Germany 12,5x , e objetiva de
10x, a intervalos de 10 corles entre uma contagem e outra no seriamento

dos cortes { cerca de 60 um ).

De acordo com LISTGARTEN (1975) e BERGLUNCH et al. (1981),
foram estabelecidos pontos morfolégicos na gengiva marginal livre, As
mensuracées foram feitas a partir desses pontos, como ilustrado na figura

1. Os resultados foram expressos em um.
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Figura 1- Esquema da gengiva marginal livre do rato, mostrando 0s pontos de referéncia
usados para as medidas morfométricas do epitélio bucal e tecido conjuntivo.

C= altura do epitélio da crista gengival

1, 2 = epitélio bucal nas porgdes corondria e basal
h = altura do tecido conjuntivo na regifo média
a= fargura do tecido conjuntivo na regido média
b= largura do conjuntivo na regido basal

-7 ESTEREOMETRIA

Em cortes de 6 um da gengiva marginal dos 1° molares inferiores,
direito e esquerdo, de 5 ratos de cada grupo, foi feita a determinagio da
densidade volumetrica de fibroblastos (identificados como células
fusiformes ou estreladas, nucleo ovdide ou alongado), fibras colagenas, e
outras estruturas, que correspondiam a outros tipos celulares, vasos

sangliineos, nervos e espagos vazios. Como macroscopicamente o volume
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da gengiva vestibular € maior que a lingual, os dados dessas duas regides
foram analisados separadamente. A quantificagéo foi feita com auxilio de
ocular kpt 10X com reticulo de integracdo Il Zeiss de 25 pontos
guadriculados & objetiva de imerséo (100 x ). Foram contados 25 pontos
coincidentes sobres as estruturas histoldgicas em 16 cortes da gengiva
face vestibular e 16 cortes da gengiva face lingual (cada corte
correspondia & um campo), numa distancia de 10 cortes entre uma
contagem e outra, perfazendo um total de 400 pontos na gengiva face
vestibular & 400 pontos na gengiva face lingual em ambas as
hemimandibulas por animal. A determinacio da densidade de volume das
estruturas em analise, baseou-se no principio fundamental da estereologia
estabelecido por DELESSE (1848) e aplicados a histologia por WEIBEL
(1968),onde o volume relativo (%) foi calculado através da formuia :

Ppi= PifP  onde:

Ppi= densidade de volume das estruturas da area.
Pi = soma do nimero de pontos ceincidentes sobre cada estrutura.

P = numero total de pontos do reticulo, multiplicando-se o numero de

pontos do reticulo pelo numero de campos examinados.

Exemplo: A somatdria do namero de pontos que incidiram sobre
fibroblastos foi de 40 e o numero total de pontos contados na face
vestibular do lade direito foi de 400, tem-se entdo: Ppi= 40/400= 0,10 cu

10%.
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- REGRESSAQ DO AUMENTO GENGIVAL

iil.1- GRUPOS EXPERIMENTAIS

40 ratos foram distribuidos em 8 grupos de 5 animais, sendo que 7
grupos receberam 10mg/kg/dia de ¢sa durante 60 dias e 0 grupo controfe ¢
mesmo volume de solucdo de NaCl a 0,9%. Apds esse periodo foram
interrompidas as injecdes e os animais de cada grupo foram sacrificados
nos pericdos de 0,5,10,15,30,60 e 90 dias. Os do grupo controle, os gquais
pertenciam ao experimento anterior, foram mortos 80 dias apés o inicio do

experimeanto.

1i.2- OBSERVACOES MACROSCOPICAS E MICROSCOPICAS

A metodologia usada foi a mesma descrita no item 11-5 .

+

HL.3- MORFOMETRIA E ESTEREOMETRIA

As metodologias usadas foram as mesmas descrita nos itens 118 e Hi-7.
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Hi.4- QUANTIFICAGAO DA AREA DO EPITELIO, TECIDO CONJUNTIVO
E AREA TOTAL DA GENGIVA MARGINAL NA REGRESSAO DO

AUMENTO GENGIVAL.

Cortes de 6 um da gengiva marginal dos 1° molares inferiores direito
e esquerdo de 5 ratos de cada grupo estudado, foram submetidos a analise
guantitativa para a determinacéo da area do epitélio, tecido conjuntivo e
area total da gengiva marginal. A quantificacio foi feita com auxilio de um
computador, através de um programa analisador de imagens (MOCHA,
JANDEL SCIENTIFIC SAN RAFAEL , CA, USA ), acoplado a um
microscépio de luz DIASTAR ( CAMBRIDGE INSTRUMENTS, BUFFALQ,
NY, USA), com objetiva de 10x.. Foram medidas areas de 10 cortes da
gengiva da face vestibular, distantes um corte do outro aproximadamente
80 um (10 cortes), usando-se ambas hemimandibulas. Quantificacdo
semelthante foi feita na gengiva da face lingual. Os resultados foram

expressos em pixels e transformados em um.
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ANALISE ESTATISTICA

Para a avaliacdo estatistica do aumento gengival, o delineamento
estatistico utilizado foi 0 inteiramente ac acaso, em esquema fatorial, com o

seguinte modelo matematico:

Yik=m+ti+gj+ (ig)§j +e ik onde:
Yijk € a observacao referente & resposta obtida na k-ésima repeticdo do

tratamento i na j-ésima face gengival

m é um fator fixo, estimado pela meédia geral do experimento para a
variavel Y

ti é o efeito do tratamento i

gj € o efeito da face gengival |

{1g)ij & o efeito da interacdo do i-ésimo tratamento com j-ésima face de

gengiva
e ijk é o erro aleatdrio inerente a cada observacgéo Yiik

O esquema da analise de variancia e teste F foi o seguinte.

Causas de Variacdo G.L. S.Q. Q.M. F

Face vestibular e lingual i-1 SQ(G) V1 V1iV4

Tratamentos I -1 SQM) V2 V2NV4

GxT -1 -8QG X V3 V3iva
1) T)

Residuo IJK-1)  SQ(Res) V4

Total WK -1
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Foram testadas as hipoteses de nulidade (estatistica):
« as respostas foram iguais para as faces gengivais vestibular e lingual

« as respostas foram iguais para os seis grupos estudados

= as respostas foram diferentes para as faces gengivais vestibular e
lingual

» as respostas foram diferentes entre pelos menos dois grupos estudados

Quando a hipétese de nulidade para os tratamentos foi rejeitada (foram

acusadas diferengas), foi feilo o detathamento da analise através do teste

de Tukey, para detectar qual(is) tratamento(s) apresentou(aram)

a(s)diferencas significativas:
onde dms = diferenga minima significativa entre dois tratamentos

gx = valor tabelado, a um nivel o de significancia

Om Res= Quadrado médio do residuo { obtido na analise de

variancia)

Procedimento analogo foi feito para detathamento da analise quando
foram acusadas diferencas significativas para as interagdes de tratamentos

com faces gengivais.

Para o fator face vestibular e lingual, a detecgdo de diferencas
significativas pelo teste F ndo requer detalhamento, pois quando existem

86 dois tipos, as médias indicam a melhor e a pior resposta,
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Para a avaliagdo da diminuicdo do aumento gengival, apbs a
interrupcdo do tratamento com Ca, foram usados os mesmos testés
estatisticos descritos anteriormente, porém neste experimento havia dois
grupos de analise: qualitativo (grupo controle x grupo tratado com Ca) e
quantitativo (dias apds a suspens&o com Ca). Assim, quando a hipdtese de
nuiidade para tratamentos foi rejeitada, procedeu-se a um desdobramenio

dos graus de liberdade de tratamentos em dois contrastes:

Y 1= controle x grupo fratado com Ca (0 dias)
YZ2=entre os dias apds a suspensao da ¢sa
Quando ¢ segundo contraste apresentou significAncia pelo teste F,
procedeu-s¢ g uma analise de regresséo polinomial, para ajustar uma reta
ou curva que explicasse o comportamento dos dados, assim como detectar
se havia um ponto de maximo ou de minimo das variaveis em estudo apds

a Suspenséo com csa,
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RESULTADOS

FAUMENTO GENGIVAL

-1 ASPECTOS MACROSCOPICOS

As gengivas dos incisivos e molares, nas regides vestibular e lingual
dos ratos controle, dos {ratados com dieta cariogénica e dos xerostémicos,
tinham aspectos clinicos semethantes. A gengiva era résea, contornava a
porcdo cervical dos dentes, terminando, em forma afilada como borda de
faca, com papilas interdentais nitidas assumindo formas {riangulares.
Decorridos 60 dias do tratamento com csa, todos os ratos apresentaram
aumento da gengiva relativa a todos os dentes superiores e inferiores,
independentemente dos tratamentos adicionais. O aumento era mais
acentuado nas gengivas dos dentes inferiores, tanto na regido de incisivos
guanto na de molares. O aumento era semelhante nas hemimandibulas
direita e esquerda. Na mandibula e na maxila o aumento gengival foi mais
exuberante na face vestibular, formando massa homogénea cobrindo
guase toda coroa, comprometendo a delimifacdo das papilas interdentais e
contornos dentérios, Na face lingual o aumento gengival exibia aspectos
semelhantes, porem compromstende apenas o tergo médio da coroa dos
molares. Na regiéo de incisivos o aumente gengival foi mais exuberante na

regido vestibular, causando afastamento entre eles. O tecido hiperplasico
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era firme, roseo, ndo tendendo ac sangramento, portanto, sem sinais

clinicos de inflamacéo (Figuras 1 e 2},

i- 2 ASPECTOS MICROSCOPICOS

Nos ratos controle, nos submetidos ao iratamento com dieta
cariogénica e nos xerostdmicos, a gengiva da face vestibular e lingual do
primeiro molar inferior, apresentava-se com caracteristicas normais. Estava
recoberia por epildlic pavimentoso esiratificado gueratinizado, com a
interface entre o epitélic gengival oral e o conjuntivo subjacente composta
por peguenas cristas epiteliais para o interior do conjuntive densoc. O
epitélic sulcular era queratinizado, delgado, e penetfrando lateralmente em
direcic apical até o epitélio juncional, O epitélio juncional era formado por
2-3 camadas de células epiteliais achatadas, frouxamente arranjadas, nao
gueratinizadas, dispostas paralelamente a superficie do dente, e infiltrado
por alguns neutrdfilos. O conjuntive mostrava densos feixes de fibras
colagenas, entremeadas por delicadas estrufuras vasculares, e
fibroblastos estrelados ou fusiformes. Na regido mais apical, subjacente ao
gpitélio juncional, observava-se discreto infiltrado inflamatdrio de células

mononucleares.

0O aumento gengival da face vestibular ¢ lingual de tedos os ratos

tratados com csa, caracterizava-se por acantose do epitélio bucal, com

[FR R R A
gLl TRD s DEATRAL
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projecbes epiteliais mais pronunciadas para o conjuntivo, mais freglente
na regido da gengiva inserida. O sulco gengival era mais profundo,
decorrente do crescimento gengival, mas com aspectos de normalidade. O
tecido conjuntive era fibroso, com densos feixes de fibras colagenas
entremeados por fibroblastos fusiformes ou estrelados, e estruturas
vasculares. Subjacente a membrana basal do epitelic gengival oral, os
feixes de fibras colagenas s&o mais delgados ¢ se distribuem em varias
directes. Na regido mais apical, subjacente ao epitélio sulcular, os feixes
de fibras s80 mais delgadas, cujos fibroblastos parecem ser mais delgados
g fusiformes, dispondo-se paralelamente ao longo eixo das fibras. O
infitrade  inflamatoric subjacente ao epitélio juncional e sulcular

apresentava-se moderado em relacdc a gengiva normal (Figuras 9 a 12).
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-3 MORFOMETRIA DO EPITELIO E TECIDO CONJUNTIVO DA
GENGIVA DA FACE VESTIBULAR

As médias das medidas morfométricas da crista epitelial, epitélio
bucal, altura e larguras A e B do conjuntivo, foram semelhantes nos grupos
controle, dieta cariogenica e xerostdmico. O fratamento com csa associado
ou ndo a xerostomia ou diela cariogénica, aumentou significativamente as

dimensdes lineares, da gengiva vestibular (Tabelas1e 2 efiguras1e2).

Tabela 1- Médias das medidas morfométricas ( um + desvio padrio ) de estruturas da

gengiva da face vestibular dos 1% molares inferiores em relag80 aos varios

tratamentos.

kédias seguidas de letras iguais, nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey ac
nivel de 5%.

* Ver esquenta da figura 1 pg 49
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Figura 1- Grafico das medidas morfométricas (um), de estruturas da gengiva da face
vestibular da regido de 1°° molares inferiores em relag@o aos varios tratamentos.

Ver tabela 1.

| @ Controle

[ Dieta Cariogénica

[ Xerostoma

| Csa

@ Csa e Dieta
Cariogénica
[ Csa e Xerostomia

Crista Epitélio Altura Largura Largura
Epitelial Bucal A B

Tabela 2 - Média das medidas morfométricas ( um + desvio padrdo ) de estruturas das
gengivas da face vestibular dos 1°° molares inferiores agregando-se 0s grupos

controle e os grupos tratados com csa independentemente de xerostomia e

dieta cariogénica.

Grupos Crista* Epit. Bucal* Altura* Larg. A* Larg. B*

Controle 50,4+ 0,37 43,03+0,23 41411+0,16 172,71+0,21 149,75+0,36

Csa 139,16+0,20 100,94+0,12 899,28+0,27 321,81+0,87 302,7310,22

Csa/Contr. 2,76 2,34 217 1,86 2,02

* Ver esquema da figura 1 pg 49
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Figura 2 - Grafico das medidas morfométricas (um) de estruturas da gengiva da face

vestibular dos 1” molares inferiores agregando-se os grupos controle e os
grupos tratados com csa independentemente da xerostomia e dieta

cariogénica.

1000+

800 | ..... ok SSTOUShBLat

600 -

OControle
um: son——————= ) = AR BCsa
200 = MR |
U \_:. =k _i y AL |
Crista Epitélio Altura Largura Largura

Epitelial Bucal A B
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I-4 ESTEREOMETRIA DOS COMPONENTES DO TECIDO
CONJUNTIVO DA GENGIVA DA FACE VESTIBULAR

As tabelas 3 e 4, e as figuras 3 e 4 mostram os resultados da
estereometria para a avaliacdoc da densidade volumétrica (%) de
fibroblastos, fibras colagenas e outras estruturas da gengiva vestibular dos
primeiros molares inferiores, dos ratos submetidos aos varios tipos de
tratamento. As densidades volumétricas de fibroblastos, fibras colagenas e
outras estruturas foram semelhantes entre os grupos controle, dieta
cariogénica e xerostdomicos. As densidades volumétricas também foram
semelhantes nos ratos tratados com csa, independentemente dos
tratamentos adicionais. As densidades volumétricas de fibroblastos e fibras
colagenas foram significativamente maiores nos tratados , em relacdo
aqueles nédo tratados com csa, enquanto que, a densidade volumétrica de
outras estruturas foi menor. A relagdo entre a densidade de volume de
fibras colagenas e a densidade de volume de fibroblastos foi semelhante

entre os grupos tratados e ndo tratados com csa.
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Tabela 3 - Médias das densidades volumétricas (% + desvio padrio) de fibroblastos, fibras
colagenas e outras estruturas, da face vestibular da gengiva dos 1°° molares

inferiores, em relagdo aos varios tratamentos .

Tratamentos % de Fibroblastos % de Fibras Colégenas % de outras estruturas

Controle 11,82+ 0,55A 66,57+ 0,80C 21,60+ 0,67E

Dieta Cariogénica 11,57+ 0,89A 67,65+ 1,10C 20,77+ 0,81E

Xerostomia 11,40+ 0,71A 68,52+ 0,96C 20,27+ 0,90E

Csa 13,65+ 0,90B 7167+ 0,70D 1467+ 1,01F

Csa e Dieta 13,67+1,70B 73,67+ 1,18D 12,90+ 0,94F
Cariogénica

Csae 13,95+ 0,70B 71,20+ 0,95D 14,85+ 0,87F
Xerostomia

Médias seguidas de letras iguais nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5%.

Figura 3 - Grafico das densidades volumétricas (%) de fibroblastos, fibras colagenas e
outras estruturas, da face vestibular da gengiva dos 1 °° molares inferiores, em

relagéo aos varios tratamentos. *Ver tabela 3

= Controle

Hpjeta Cariogénica

O Xerostomia

OCsa

B Csa e Dieta Cariogénica
B Csa e Xerostomia

Fibroblastos Fibras Outras
Colagenas Estruturas
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Tabela 4- Média das densidades volumétricas ( % =+ desvio padrdo ) de fibroblastos,

fibras colagenas e outras estruturas, da gengiva face vestibular agregando-se

0s grupos controle e os tratados com c¢sa independentemente de xerostomia
e dieta cariogénica

Tratamentos %Fibroblastos % de Fibras % de fibras/ % de

% de outras
Colagenas fibroblastos estruturas
Conftrole 11,59+40,17 67,58+0,79 5,83 20,88+0,54
csa 13,7540,13 72,18+1,07 524 14,14+0,87
csa/ controle 1,18 1,06 0,67

Obs: A relagéo csa/controle corresponde a relagdo entre os grupos tratados e controle e %

de fibras/ % de fibroblastos corresponde a relagdo de fibras coldgenas/ fibroblastos dentro
de cada grupo.

Figura 4 - Gréafico da densidade volumétrica de fibroblastos, fibras colagenas e outras
estruturas, da face vestibular da gengiva de 1°° molares inferiores,

agregando-se 0s grupos controle e o0s grupos tratados com csa
independentemente da xerostomia ou dieta cariogénica.Ver tabela 4.
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. OControle

BECsa

Fibroblastos Fibras Outras
Colagenas Estruturas
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I-5 MORFOMETRIA DO EPITELIO E TECIDO CONJUNTIVO DA

GENGIVA DA FACE LINGUAL

As médias das medidas morfométricas da crista epitelial, epitélio

bucal, altura e larguras A e B do tecido conjuntivo da face lingual dos ratos

controle, dos submetidos a dieta cariogénica ou xerostomia, foram

estatisticamente semelhantes.

O mesmo foi observado entre 0s grupos
tratados com csa. As medidas morfomeétricas das gengivas, dos ratos
tratados com csa, foram significativamente maiores, em relacdo aos
grupos que ndo receberam csa (tabelas5e6 e graficos5e6 ).

Tabela 5- Médias das medidas morfométricas (um + desvio padrao) de estruturas da

gengiva da face lingual de 1% molares inferiores, em relagdo aos varios

tratamentos.

Tratamentos  Crista Epitelial*  Epitélio Bucal* Altura* Largura A* Largura B*
Controle 47 47+0,75A 40,45+0,55C 268,25+1,20E  156,33£0,67G 138,45+1,02|
Dieta 47,90 +1,30A 41,95+0,90C 267,95+0,94E 156,00+0,83G 138,10+1,00!

Cariogénica
Xerostomia 48,50 £0,50A 40,80+0,76C 267,30+1,15E  157,10+£1,18G 137,90+1,03!
Csa 98,66 £1,30B 92,3040,85D 521,70+1,01F 271,9540,95H 258,02+0,77J
Csa e Dietfa 98,35+0,86 B 92,10+1,20D 520,90+1,06F 270,75+1,10H 257,90+0,84J

Cariogénica
Csae 97,90+1,10B 91,80+1,09D 520,40+0,78 271,90+0,86H 257,750,91J

xerostomia

Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5 %.

*Ver esquema da figura 1 pg 49
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Figura 5 - Grafico das medidas morfométricas ( um ) de estruturas da gengiva da face
lingual, da regido de 1°° molares inferiores em relagdo aos varios tratamentos.

Ver tabela 5.
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Dieta Cariogénica
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100
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Epitelial

Epitélio
Bucal

Largura
A B

Tabela 6 - Médias das medidas morfométricas (um + desvio padrdo) de estruturas da

gengiva da face lingual dos 1% molares inferiores, agregando-se 0s grupos
controle e os grupos tratados com csa independentemente da xerostomia e

dieta cariogénica. Csa/Cont corresponde a relagdo entre os grupos tratados e

controle.
Tratamentos Crista Epitélio Altura* Largura A* Largura B*
Epitelial* Bucal*
Controle 47,95+0,42 41,06+0,64 267,83+0,39 156,47+0,46 138,15+0,22
csa 98,3040,31 92,06+0,20 521+0,53 271,53+0,55 257,89+0,11
Csa/Controle 2,0 2,24 1,94 1,73 1,86

*Ver esquema da figura 1 pg 49
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Figura 6 - Grafico das médias das medidas morfométricas (um) de estruturas das

um

600
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300 LLitiiniiiy
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100

gengivas da face lingual dos 1° molares inferiores agregando-se 0s grupos
controle e os grupos tratados com csa, independentemente de xerostomia e

dieta cariogénica. *Ver Tabela 6

O Controle

ECsa

Crista Epitélio Altura Largura Largura
Epitelial Bucal A B
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-6 ESTEREOMETRIA DOS COMPONENTES DO TECIDO CONJUNTIVO
DA GENGIVA DA FACE LINGUAL

As meédias da densidade volumétrica de fibroblastos, fibras
colagenas e outras estruturas, da face lingual dos ratos submetidos aos

diversos tipos de tratamento, estdo na tabela 7, 8 e figuras 7 e 8.

Assim como na gengiva vestibular a densidade volumétrica de
fibroblastos, fibras colagenas e outras estruturas, da face lingual entre os
ratos controle, e com os tratamentos adicionais foram semelhantes, o
mesmo acontecendo entre os grupos que receberam csa. A face lingual
das gengivas dos ratos tratados com csa, independente se submetidos a
dieta cariogénica ou xerostomicos, tiveram aumento significativo da
densidade volumétrica de fibroblastos e fibras colagenas. O mesmo néo
acontecendo com a densidade volumétrica das outras estruturas que

decresceram quando os ratos foram submetidos ao tratamento com csa.
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Tabela 7 - Médias das densidades volumétricas(%) de fibroblastos, fibras colagenas e outras
estruturas, da face lingual da gengiva dos 1°° molares inferiores, em relagéo aos

varios tratamentos.

Tratamentos % de Fibroblastos % de Fibras Colagenas % de Outras Estruturas
Controle 11,90+0,90A 67,60£0,90C 20,50+1,10E
Dieta Cariogénica 11,47+ 1,18 68,22+1,20C 20,30+1,15E
Xerostomia 11,50+0,98A 68,07+1,36C 20,42+1,18E
Csa 13,12+1,10B 71,75+£1,21D 15,1241 ,51F
Csa e Dieta 13,80+0,96B 74,32+0,98D 11,87+1,08F

Cariogénica

Csa e Xerostomia 14,05+1,11B 71,67+0,88D 14,27+0,97F

Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5%.
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Figura 7 - Médias da densidade volumétrica de fibroblastos, fibras colégenas e outras
estruturas da face lingual da gengiva dos 1°° molares inferiores, em relagdo
aos varios tratamentos. *Ver tabela 7

m Controle

O Dieta Cariogénica

| Xerostomia

ECsa

Ml Csa e Dieta Cariogénic:
@ Csa e Xerostomia

Fibroblastos Fibras Qutras
Colagenas Estruturas

Tabela 8 - Médias das medidas da densidade volumétrica(% + desvio padrdo) de
fibroblastos, fibras colagenas e outras estruturas, da face lingual da gengiva da
regido de 1°° molares inferiores, agregando-se 0s grupos controle e os grupos

tratados com csa, independentemente da xerostomia e dieta cariogénica.

Tratamentos % de % de Fibras % fibras/ % de % de Outras
Fibrobiastos Colagenas fibroblastos Estruturas
controle 11,62+0,19 67,96+0,26 584 20,40+0,08
csa 13,65+0,39 72,58+1,20 531 13,75+1.,37
csa/controle 117 1,06 0,67

Obs: Csal/controle corresponde a relagéo entre os grupos tratados e controle € % de fibras/

% de fibroblastos corresponde a relac@o de fibras colagenas/ fibroblastos dentro de cada

grupo.
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Figura 8 - Gréfico das meédias da densidade volumétrica de fibroblastos, fibras colagenas
€ outras estruturas, da face lingual da gengiva da regido de 1°° molares
inferiores agregando-se o0s grupos controle e os grupos tratados com csa

independentemente de xerostomia e dieta cariogénica. * Ver Tabela 8

OControle
mCsa

Fibroblastos Fibras Qutras
Colagenas Estruturas
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-7 COMPARACAO DOS DADOS MORFOMETRICOS E
ESTEREOMETRICOS ENTRE AS FACES VESTIBULAR E
LINGUAL

|-7a COMPARAGAO MORFOMETRICA

As medidas morfométricas da crista epitelial, epitélio bucal, altura e
larguras A e B da gengiva, face vestibular , dos grupos controles
analisados foram maiores que as da face lingual. O mesmo ocorreu entre
os grupos tratados com csa. Entretanto as proporgdes foram semelhantes(

tabelas 2 e 6).

I-7b  COMPARAGAO ESTEREOMETRICA

Para comparacdo das densidades volumétricas, foram usadas os
dados das tabelas 4 e 8 N3ao houve diferengas entre as densidades
volumétrica das varias estruturas avaliadas, entre a face vestibular e

lingual.
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II-REGRESSAO DO AUMENTO GENGIVAL

II-<1 ASPECTOS MACROSCOPICOS

Apbs a suspensao do tratamento com csa, o aumento gengival
regrediu com o passar do tempo, sendo ja evidente apds 5 dias. Apds 90
dias da interrupgéo do tratamento com csa, ainda havia pequeno aumento
gengival, mais evidente na face vestibular que na face lingual. A gengiva
mostrava contornos dentarios e delimitacdo das papilas interdentais
semelhantes ao normal, porém, aumentado de volume. A consisténcia

continuava firme, sem sinais de inflamagao (Figuras 1 a 8).

-2 ASPECTOS MICROSCOPICOS

Apesar da diminuicdo progressiva do volume gengival, os
aspectos microscopicos em todos os periodos (5 - 90 dias) foram
semelhantes. Exceto pelas dimensoes, era dificil caracterizar
microscopicamente a que periodo o espécime pertencia. Acantose estava
presente mesmo apos 90 dias, porém, em menores proporgbes quando
comparado com os periodos iniciais da regressdo do aumento gengival. O
tecido conjuntivo era semelhante em todos os periodos, na regresséo,
subjacente ao epitélio juncional continuava a apresentar infiltrado
inflamatério composto por células mononucleadas e polimorfonucleares

(Figuras 1 a 8).
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-3 QUANTIFICAGAO MORFOMETRICA DO EPITELIO E TECIDO

CONJUNTIVO DA GENGIVA DA FACE VESTIBULAR

As medidas morfométricas do epitélio e conjuntivo das gengivas

marginal vestibular da regressdo do aumento gengival estdo na tabela 9 e

grafico 9.

Tabela 9- Médias das medidas morfométrica (um + desvio padrdo), de estruturas da

gengiva da face vestibular da regido de 1%

molares inferiores, do grupo
controle e dos periodos de 0-90 dias ap6s a interrupgdo do tratamento com

csa.

Grupos Crista Epitelial* Epitélio Bucal* Altura™ Largura A* Largura B*
Controle 50,80+1,25 43,85+1,80 414,15+0,50 172,33+1,2  149,25+1,21
0 dias 139,44+1,30 100,93+1,70  899,55+1,21  321,80+1,1  302,45+1,13
5 dias 131,4240,90 91,6541,30 872,93+1,30 293,88+1,23 277,60+1,23
10 dias 131,8541,25 92,90+0,77 731,80+1,68 272,80+0,85 251,38+1,02
15 dias 116,43+0,90 92,25+0,95 580,88+1,09 244,05+1,48 215,20+1,60
30 dias 99,20+0,60 71,4041,56 535,68+1,9 214,7541,54 198,531+1,05
60 dias 64,90+1,30 51,27+1,10 503,0341,0 201,131,145 176,67+1,32
90 dias 63,97+1,20 46,98+1,73 476,0541,3  189,10+1,02 169,10+0,97

*Ver esquema da Figura 1 pg 49
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Grafico 9 - Médias das medidas morfométrica (um), de estruturas da gengiva da face
vestibular da regido de 1% molares inferiores, do grupo controle e dos
periodos de 0-90 dias apds a interrupgéo do tratamento com csa. Ver tabela
9.
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Como descrito anteriormente, apés 60 dias de tratamento com csa
os valores estavam bem maiores que os do conjuntivo. Apos a interrupcao
do tratamento com csa, os valores decresceram progressivamente, mas
mesmo apos 90 dias as dimensdes da face vestibular ndo voltaram aos do
grupo controle. Os valores das medidas das estruturas da gengiva

vestibular nesse periodo foram estatisticamente maiores que o controle.
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-4 QUANTIFICAGAO ESTEREOMETRICA DOS COMPONENTES DO

TECIDO CONJUNTIVO DA GENGIVA DA FACE VESTIBULAR

No decorrer da regressdo do aumento gengival, as densidades
volumétricas de fibroblastos decresceram e apos 10 dias os valores
obtidos foram estatisticamente semelhantes aqueles obtidos na gengiva
dos ratos normais. A densidade volumétrica de fibras colagenas
decresceram progressivamente, enquanto a densidade volumétrica de
outras estruturas aumentou.Tanto os valores da densidade volumétrica de
fibras colagenas quanto a densidade volumétrica de outras estruturas
foram significantemente diferentes dos valores obtidos em relagdo as

gengivas dos ratos normais (Tabela 11 e grafico 10).
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Tabela 11- Médias da densidade volumétrica (% + desvio padrdo) de fibroblastos, fibras

colagenas e outras estruturas, da gengiva da face vestibular, do grupo
controle e dos periodos de 0-90 dias apds a interrupgéo do tratamento com

csa.

Grupos % de Fibroblastos % de Fibras Colagenas % de Outras Estruturas
Controle 11,8240,55 66,57+0,80 21,60+0,68
0 dias 13,65+0,90 71,67+0,70 14,67+1,12
5 dias 13,4540,70 70,97+1,15 15,58+0,96
10 dias 12,60+0,50 70,27+0,91 17,12+0,50
15 dias 12,7240,66 69,62+0,70 17,90+0,68
30 dias 12,60 +0,60 69,75+1,20 17,65+0,71
60 dias 12,37+0,90 69,00+0,95 19,00+0,97
90 dias 12,42+0,58 68,09+0,76 19,55+0,83
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Grafico 10 - Médias da densidade volumétrica (%) de fibroblastos, fibras colagenas e
outras estruturas, da face vestibular, do grupo controle e dos periodos de 0-
90 dias apos a interrupgdo do tratamento com csa. Ver Tabela 11.
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-5 QUANTIFICAGAO MORFOMETRICA DO EPITELIO E DO TECIDO
CONJUNTIVO DA GENGIVA DA FACE LINGUAL

Na face lingual as medidas morfométricas da crista epitelial,
epitélio bucal, altura e larguras A e B, indicaram que entre houve um
aumento significante no periodo de 0 dias, ou seja, 60 dias apoés o inicio do
tratamento com csa, porém, reduziu progressivamente apos a interrupgcao
do tratamento. Apdés 90 dias da interrupgdo do tratamento com csa os

valores das medidas do epitélio bucal, altura e larguras A e B, foram
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estatisticamente maiores que os valores da face lingual dos ratos normais.

O mesmo ndo acontecendo com a crista epitelial, que voltou a ter valores

normais apos 60 dias da interrupg¢do do tratamento (Tabela 13 e grafico

)

Tabela 13- Médias das medidas morfométricas (um + desvio padréo), de estruturas da

gengiva da face lingual da regido de

1D5

molares inferiores do grupo controle e

dos periodos de 0 - 90 dias ap6s a interrupgdo do tratamento com csa.

Grupos Crista Epitélio Bucal* Altura* Largura A*  Largura B*
Epitelial*
controle 47 47+0,75 40,45+1,25 268,25+1,35  156,33+1,75 126,30+1,40
0 dias 98,56+1,30 92,30+1,75 521,70+1,35 271,95+1,60 258,02+1,70
5 dias 90,63+1,10 85,42+1,30 525,23+1,90  254,00+1,96 234,40+1,80
10 dias 88,20+1,90 85,73+1,58 518,60+1,78 230,20+1,20 211,08+1,17
15 dias 81,2041,76 82,18+1,00 501,50+1,15 214,68+1,16 187,58+1,26
30 dias  69,3041,50 61,45+1,25 368,33+1,20  201,46+1,90 159,85+1,88
60dias  4573+1,70 42,75+1,13 283,99+1,18  181,55£1,15 135,1041,16
90 dias  48,35+1,98 42,50+1,18 273,95+1,53  173,43+1,40 133,80+1,37

* Ver esquema da figura 1 pg 49
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Grafico 11 - Médias das medidas morfométricas, de estruturas da gengiva da face lingual,

do grupo controle e dos periodos de 0 - 90 dias ap6s a interrupgdo do
tratamento com csa. Ver Tabela 13.
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-6 QUANTIFICAGAO ESTEREOMETRICA DOS COMPONENTES DO

TECIDO CONJUNTIVO DA GENGIVA DA FACE LINGUAL

As densidades de volumeétrica de fibroblastos e fibras colagenas
aumentaram apo6s 60 dias de tratamento com csa. Apos a interrupgéo do
tratamento houve diminuicdo progressiva das densidades destas
estruturas, porém, a densidade volumétrica de fibroblastos voltou a ter
valores estatisticamente semelhantes as gengivas dos ratos normais 10

dias da interrup¢éo do tratamento, e a densidade volumétrica de fibras
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colagenas, 60 dias apds. A densidade volumétrica de “outras estruturas”,
diminuiu com o tratamento com csa, aumentando progressivamente apos a
interrupcdo do tratamento, obtendo valores estatisticamente semelhantes
as gengivas dos ratos normais apés 60 dias da interrupcdo do tratamento

com csa (Tabela 15 e Grafico 12).

Tabela 15- Médias das densidades volumétricas ( % + desvio padrao ) de fibroblastos,
fibras colagenas e outras estruturas, da gengiva da face lingual, do grupo
controle e dos periodos de 0-90 dias apds a interrupgdo do tratamento com
csa.

Grupos % de Fibroblastos % de Fibras Colagenas % de Outras Estruturas

Controle 11,80+0,70 67,60+0,90 20,50+1,10
0 dias 13,12+1,10 71,75+1,20 15,12+1,51
5 dias 13,2040,96 70,48+0,71 16,33+0,76
10 dias 12,57+1,30 69,7510,98 17,80+1,21
15 dias 12,65+1,10 70,60+1,40 16,76+1,12

30 dias 12,60+0,88 69,70+0,96 17,60+0,97
60 dias 12,00+0,91 69,50+1,15 19,13+1,40
90 dias 12,37+1,13 68,30+0,91 19,10+1,16
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Grafico 12 - Médias das densidades volumétricas de fibroblastos, fibras colagenas e outras

estruturas, da gengiva da face lingual, do grupo controle e dos periodos

de 0-90 dias apo0s a interrupgao do tratamento com csa. Ver Tabela 15.
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-7 COMPARAGAO DOS DADOS MORFOMETRICOS E
ESTEREOMETRICOS, ENTRE AS FACES VESTIBULAR E
LINGUAL, NA REGRESSAO DO AUMENTO GENGIVAL

-7a MORFOMETRIA DO EPITELIO E CONJUNTIVO DAS
ESTRUTURAS GENGIVAIS

As médias das medidas histométricas da crista epitelial, epitélio
bucal, altura e larguras A e B da face vestibular, foram significativamente
maiores em relagéo a face lingual, em todos os periodos da regressao do
aumento gengival, inclusive do grupo controle (Tabela 17).

Tabela 17- Médias das medidas morfométricas(um) de estruturas da gengiva da face

vestibular e lingual da regido de 1 molares inferiores do grupo controle e dos
periodos de 0 - 90 dias apos a interrupgao do tratamento com csa.

Crista Epitelial® Epitélio Bucal* Altura* Largura A* LarguraB*

Grupos Vest.  Lingual Vest. Lingual  Vest. Lingual Vest. Lingual  Vest.

Lingual

control 50,80a 47,47b 4335c 40,45d 414,15e 268,25f 17263g 156,33h 149 25i
Odias 139,44a 9866b 100,93c 9230d 89955e 521,70f 321,80g 271,85h 302 45i
5dias 131,42a 90,63b 91,65c 8542d 872,93e 52523f 203,88g 254,00h 277,60i
10dias 131,852 88,20b 92,80c 85,73d 580,88e 518,60f 272,80g 230,20h 251,38i
i5dias 116,43a 8120b 9225¢c 82,18d 631,80e 501,50f 244,059 214,68h 215,20i
30dias 9920a 6930b 71,40c 61,45d 53568e 368,33f 214,759 201,46h 198,53i
60dias 6490a 4573b 51,27c 42,75d 503,03e 283,99f 201,13g 181,55h 176,87i

90dias 6397a 4835b 46,88c 42,50d 476,05e 273,95f 189,54g 173,43h 168,10

126,30]
258,02
234,40
211,08
187,58
159,85j
135,10

133,80j

A comparacao é feita nas linhas, dentro de cada periodo e estrutura. Médias seguidas de
letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

*Ver Figura 1 da pg 49
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II-7b  ESTEREOMETRIA DOS COMPONENTES DO TECIDO
CONJUNTIVO

A densidade volumétrica de fibroblastos, fibras colagenas e outras
estruturas foram semelhantes entre as faces vestibular e lingual dentro de
todos os grupos analisados. No decorrer da regressdao do aumento
gengival, observou-se que a densidade volumétrica de fibroblastos fibras
colagenas decresceram tanto na face vestibular quanto na face lingual
(Tabela 18). Os valores apdés o 10° dia da interrup¢do do tratamento

praticamente ndo variaram, permanecendo proxima ao normal.

Tabela 18 - Médias das densidades volumétrica de fibroblastos, fibras colagenas e outras
estruturas, da face vestibular e lingual, do grupo controle e dos periodos de

0 - 90 dias ap6s a interrupgao do tratamento com csa.

Fibroblastos Fibras Colagenas Outras Estruturas
Grupos Vestibular Lingual Vestibular Lingual Vestibular Lingual
Controle 12,82a 11,90a 66,57b 67,60b 20,60c 19,50c
0 dias 13,66a 13,12a 7167b 71,75b 14,67c 15,12c
5 dias 13,45a 13,20a 70,97b 70,48b 15,58¢ 16,33c
10 dias 12,60a 12,57a 69,27b 69,75b 1712¢ 17,80c
15 dias 12,72a 12,65a 69,62b 70,60b 17,90c 16,76¢
30 dias 12,60 a 12,60a 69,75b 69,70b 17,65¢ 17,60c
60 dias 12,37a 12,00a 69,00b 68,50b 19,00c 19,13c
90 dias 12,42a 12,37a 68,09b 68,10b 19,55¢ 19,50d

A comparacao é feita nas linhas, dentro de cada periodo e estrutura. Médias seguidas de
letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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-8 QUANTIFICACAO DAS AREAS DO EPITELIO BUCAL, TECIDO
CONJUNTIVO E DA AREA TOTAL DAS GENGIVAS DAS FACES
VESTIBULAR E LINGUAL, NA REGRESSAO DO AUMENTO

GENGIVAL

lI-Ba FACE VESTIBULAR

Sessenta (60) dias apos o tratamento com csa as areas da gengiva
da face vestibular aumentaram em relagéo as do grupo controle, num total
de 3,34x. Com a interrupcdo do tratamento, os tecidos gengivais
decresceram progressivamente, nao voltando aos mesmos valores das
gengivas dos ratos controle mesmo apos 90 dias, ainda persistindo um
aumento de 1,07x (Tabela 19, Grafico 13 ). As médias das areas das
estruturas neste periodo foram estatisticamente maiores que os obtidos

nos ratos normais
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Tabela 19- Médias das areas (pmz) do epitélio bucal, do tecido conjuntivo e area total da
gengiva da face vestibular do grupo controle, do aumento gengival induzido
pela csa e nos varios periodos apos a interrupgao do tratamento.

Grupos Epitélio Bucal ~ Tecido conjuntivo Total trat/cont
Controle 28470 40420 68890
csa 86603 143950 230553 13,34x
5 dias 75819 130810 206629 12,99x
10 dias 60684 110010 160784 12,33
15 dias 37776 89360 127136 T ,84x
30 dias 40417 60420 100837 ™ ,46x
60 dias 35051 53100 88151 ,27x
90 dias 32020 41723 73743 ™.,07

Obs: Trat/cont indica a relagao entre os grupos tratados com csa e o0 grupo controle.

Grafico 13- Médias das areas do epitélio bucal, do tecido conjuntivo e total da gengiva da
face vestibular do grupo controle € do aumento gengival induzido pela csa e

nos varios periodos apos a interrupgao do tratamento. Ver Tabela 19.
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li-8b FACE LINGUAL

Apods 60 dias de tratamento com csa, os valores das medidas das
areas da gengiva dos ratos aumentaram cerca de 3,39x, diminuindo
progressivamente apés a interrupgéo do tratamento, e mesmo apés 90
dias, esses valores ndo chegaram a normalidade, permanecendo ainda
1,45x maior ( Tabela 20 e grafico 14 ). As médias das estruturas neste

periodo permaneceram estatisticamente maiores que o controle.

Tabela 20- Médias das areas (um?) do epitélio bucal, tecido conjuntivo e da area total da
gengiva da face lingual, do grupo controle, do aumento gengival induzido
pela csa e nos varios periodos apos a interrupgao do tratamento.

Grupos Epitélio Conjuntivo Total Trat/contr
Controle 13590 18537 32127
csa 50276 58707 108983 13,39
5 dias 45020 56497 101517 13,15
10 dias 44698 55285 99983 13,11
15 dias 39511 49415 88926 12,76
30 dias 30167 37361 67528 12,10
60 dias 24012 32958 56970 ™M,77
90 dias 20931 25766 46697 ™,45

Obs: Trat/contr indica a relagao entre os grupos tratados com csa e grupo controle
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Grafico 14- Médias das areas do epitélio bucal, tecido conjuntivo e da area total da
gengiva da face lingual, do grupo controle, do aumento gengival induzido pela

csa e nos varios periodos apos a interrupgéo do tratamento.
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ILUSTRAGOES MACROSCOPICAS

Fig. 1 - Aspecto macroscopico da gengiva da regido de molares inferiores de rato normal.
A gengiva € delgada, contorna a porgdo cervical dos dentes, e as papilas
interdentais sao nitidas exibindo formas triangulares.

Fig. 2 - Aspecto macroscopico da gengiva da regido de molares inferiores de rato 60 dias
ap6s o inicio do tratamento com csa, apresentando em toda sua extensio
aumento volumétrico da gengiva de forma homogénea cobrindo toda a face
vestibular, comprometendo a morfologia normal das papilas interdentais e

contornos dentarios.

Fig. 3 - Aspecto macroscopico da regiao de molares inferiores, mostrando diminuigao do
volume gengival 5 dias ap6s a interrupgao do tratamento com csa.

Fig. 4 - Aspecto macroscopico da gengiva de rato 10 dias ap6s a interrupgdo do
tratamento com csa. O aumento volumétrico ainda é evidente , apresentando
incipiente contorno dentario, na face vestibular dos molares inferiores.

Fig. 5- Aspecto macroscopico 15 dias apos a interrupcdo do tratamento com csa. O
volume gengival, ainda é semelhante ao periodo anterior.

Fig. 6- Aspecto macroscopico da regidao de molares inferiores, mostrando redugédo do
aumento gengival 30 dias apos a interrupgdo do tratamento com csa. O volume

gengival € menor em relacao aos periodos anteriores.

Fig. 7- Aspecto macroscopico do aumento gengival, regido de molares inferiores de rato,
60 dias apds a interrupgdo do tratamento com csa. As papilas interdentais e os
contornos dentarios sao mais nitidos.

Fig. 8- Aspecto macroscopico do aumento gengival, 90 dias apdés a interrupgdo do
tratamento com csa. A gengiva nas regides de 1° e 2° molar exibe aspecto de
normalidade, e na regido de 3° molar ainda € visivel aumento gengival.
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ILUSTRAGOES MICROSCOPICAS

Todos os cortes foram feitos no sentido vestibulo-lingual

Fig. 9- Gengiva marginal da face vestibular do molar de rato normal. O
epitélio gengival oral (o) apresenta interdigitagbes e o epitélio
sulcular (s), mostra fenda no sentido apical. O tecido conjuntivo (c),

é denso. H.E. aumento 80x .

Fig. 10- Detalhe da figura anterior. Observa-se tecido conjuntivo denso (c),

fibroblastos, epitélio juncional, sulcular e oral. H.E. aumento 210x.

Fig. 11- Face vestibular do aumento gengival 60 dias apés o tratamento
com csa. O epitélio gengival oral (0) esta mais espesso, com
interdigitacbes mais evidentes. O conjuntivo (c) € denso. H.E.

aumento de 80x.

Fig. 12- Maior aumento da figura anterior, mostrando epitélio oral
acantoético (o) e tecido conjuntivo denso (c), com grande namero de

fibroblastos (seta). H.E. aumento 80x.
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Fig. 13 - Face vestibular do aumento gengival, 5 dias ap6s a interrupcéo do
tratamento com csa. Nota-se diminuicdo do aumento em relagéo ao
periodo anterior. O epitélio gengival oral (0), apresenta-se
acantético, com poucas interdigitacées, e tecido conjuntivo denso

(c). H.E. aumento 80x.

Fig. 14 - Detalhe da figura anterior, mostrando parte do epitélio gengival
oral (0), e tecido conjuntivo densc com grande numero de

fibroblastos (seta ). H.E. aumento 210x.

Fig. 15 - Face Vestibular do aumento gengival, 10 dias apds a interrupgéo
do tratamento com csa. Nota-se diminuigdo do volume gengival,
em relagdo ao periodo anterior. O epitélio gengival oral (o),
acantotico, apresentando interdigitacbes para o conjuntivo (c).

H.E. aumento 80x.

Fig. 16- Maior aumento da figura anterior. Observa-se epitélio gengival oral
acantético ( o ), e tecido conjuntivo denso ( ¢ ). H.LE. aumento

210x.
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Fig. 17- Face vestibular do aumento gengival 15 dias ap6s a interrupgéo do

tratamento com csa. H.E aumento 80x.

Fig. 18- Maior aumento, mostrando epitélio gengival oral acantético (o) e

tecido conjuntivo denso (c). H.E aumento 210x.

Fig. 19- Face vestibular do aumento gengival 30 dias apds a interrupgao do
tratamento com csa, mostrando epitélio gengival oral (o) com

interdigitacdes e conjuntivo denso (c). H.E aumento 80x.

Fig. 20- Detalhe da figura anterior mostrando epitélio gengival oral
acantético (o) com interdigitagdes e conjuntivo denso (c) e

fibroblastos fusiformes e estrelados (setas). H.E aumento 210x.
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Fig. 21- Face vestibular do aumento gengival apés 60 dias da interrupgéo
do tratamento com csa. Nota-se epitélio gengival oral (o)

acantético e tecido conjuntivo denso (c). H.E aumento 80x.

Fig. 22- Detalhe da figura anterior mostrando epitélio gengival oral (o)
acantético, e tecido conjuntivo denso (¢) menos celularizados que

os periodos anteriores. H.E aumento 210x.

Fig. 23- Face vestibular do aumento gengival apés 90 dias da interrupgéo
do tratamento com csa. Nota-se diminuicdo da acantose do
epitélio gengival oral (0), e tecido conjuntivo denso pouco

celularizado (c). H.E aumento 80x.

Fig. 24- Maior aumento da figura anterior, mostrando epitélio gengival oral
(0), e tecido conjuntivo denso (c), menos celularizado que os

periodos anteriores. H.E aumento 210x.
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ILUSTRACOES ESQUEMATICAS
Figs. 26 a 32

Desenhos esquematicos dos cortes histolégicos da face vestibular
das gengivas do primeiro molar inferior de ratos, mostrando © aumento
gengival{ 0 dias ) e a sua ;'egr:'esséo, apoés 5, 10, 15, 30 e 90 dias da
interrupcao 50 tratamento c;am csa. A tabeié 21 mostra as medidas das
Hustragtes esquematicas da crista epitelial, epitélio bucal, altura e larguras
A e B, da gengiva de ratos. Essas medidas estdo baseadas nas originais
em pm tr§nsfqrmadas em cm.

Fig.25 e 32 - Controle

Fig.26- O dias( 60 dias do tratamento com csa)

Figs.27 a 31 - 5 a 90 dias da interrupcéo do tratamento

com csa.
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Tabela 21- Medidas das ilustragbes esquemndticas da orista epitelial, epitélio bucal, aliura
e larguras A e B, da regressio do aumento gengival. Essas medidas estéo

baseadas nas originais ( um} e transformadas em cm.

{rista Epitelial  Epitélio bueal Altura Largura A Largura B

Grupos  Vest.  Linguat Vest Lingual Vest Lingual Vest. Lingual Vest Lingusd
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DISCUSSAO

A associcagdo entre a terapia com csa e o aumento gengival foi
refatada nio inicio da decada de 80 (RATEISCHACK - PLUSS et al., 1983).
Experimentos subsequentes com animais confirmaram este efeito
indeseiavel { RYFFEL et al., 1983).

0O mecanismo de agdo do aumento gengival induzido pela c¢sa ainda
é incerto e conflitante, mas postula-se que seja devido a estimulacdo sobre
a populacéo de fibroblastos (ROSTOCK et al.,, 1986 ), aumento da sintese
de proteinas da matriz extracelular (PISANTY et al., 1988), ou inibicdo da
atividade de colagenase (TIPTON et al, 1989 ). McGAW et al, (1988),
sugerem que o aumento gengival causado pela csa pode ser resultado do
aumento da proliferagdo celular, aumento da atividade de sintese de matriz
extracelular, decréscimo da degradacgio dessa matriz ou uma combinacéo
de todos esses fatores, assim como o aumento da espessura do epitélio
gengival. Observacdes clinicas, sugerem que a incidéncia e severidade do
aumento gengival em pacientes tratados com ciclosporina parecem estar
associados a interacdo de varios fatores, como indice de placa bacteriana,
dosagem e duragdo da terapia imunossupressora, concentragfes teciduais
e plasmaticas da droga e seus metabdlitos, idade do paciente e talvez um

comprometimento sistémico subjacente { SEYMOUR & JACOBS, 1982).
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Sugere-se tambéem interag@o entre csa, hormdnios sexuais e fibroblastos
gengivais (DALEY et al., 1986, SOORIYAMOORTHY et al., 1990).

DOSAGEM E VIAS DE ADMINISTRAGAOC DA CICLOSPORINA

Neste trabalho a csa foi injetada diariamente no tecido subcutaneo
da regido dorsal, na concentracéo de 10 mg/kg de peso corporal, e todos
08 animais apresentaram aumento gengival Esta concentracdo foi
baseada no trabalho de WASSEF et al. (19858), que mosirou gue a dose
de 10 mg/kg de peso corporal/dia € bem tolerada pelo rato, mantendo urﬁa
concentracdc sérica constante. Também baseou-se no  trabatho
recentemente desenvolvido em nosso laboratorio, quando foi usade o
teste cuténeo de hipersensibilidade tardia provocado pelo DNCB (2.4
dinitroclorobenzeno), para a avaliacdo da resposta imunoldgica de ratos
imunossuprimidos pela ciclosporina. O teste foi realizado de acordo com
VADAS et al. (1875), e CORSINI et al. (1979). Os resultados obtidos
mostraram baixos indices de positividade as reagbes cutaneas no teste ao
DNCB efn ratos {ratados com ciclosporina, confirmando que a dose de 10
mg/ kg de peso corporal /dia, é imunossupressora e e bem tolerada peio
rato (SPOLIDORIO, 1981).

Em humanos adultos, a concentragdo da ciclosporina no sangue
para uma eficiente imunossupress@o, em transplantes renais, esté entre

300 e 700 ng/ml, que corresponde aproximadamente a 4,5 ¢ 10 mg/kg de
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peso corporal/dia (DELILIERS et al.,1988). No tratamento de diabetes a
csa & usada na dose de 70 - 204 ng/ml ou 1 - 3,6 mg/ kg de peso
corporal/dia. (DALEY et al, 1986). Em criangas submetidas a transplante
hepatico, a concentracdo plasmatica para uma eficiente imunossupressio
esta em torno de 192 ng/ml ou 3 mg/ kg de peso corporal/ dia (ROSS ef al,,
1986).

Em ratos, cdes e macacos, o nivel plasmatico da ciclosporina para
induzir a imunossupressao, deve estar entre 100 e 400 ng/mi (BOREL |
1989).

Para se estabelecer a dose imunossupressora efstiva para cada
individuo, o monitoramento sérico € importante, e pode ser feito através de
radioimunoensaic ou cromatografia liquida de alta presséo (GREEN 1281,
BUONPANE, 1990). Em animais de laboratorio a csa tem sido usada por
via intramuscular, oral, intraperitonial e subcuténea. Em ratos e cées, a
administrac8o oral resulta numa deficiente absorgdo, e inadequada
concentraco sérica para induzir imunossupresséo ( WASSEF,1985;
SEIREL et al, 1989). Com a administragio intraperitonial, obtem-se
elevados picos séricos de ciclosporina, induzindo muitas vezes
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (WASSEF et al., 1985). Na
concentracéo usada nesse trabalho ndo foram observados efeitos toxicos

da csa. N&o foi realizada a avaliacdo da concentragdo sérica da csa nos
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ratos, pois ndo dispunhamos do kit (SANDQZ), para a realizacdo do

ragdioimunoensaio.

AUMENTO GENGIVAL

Macroscopicamente ¢ gumento gengival induzido pela csa foi mais
proeminente na face vestibular dos dentes inferiores. A gengiva da face
lingual tinha volume menor. Observacbes semelhantes foram descritas em
humanos (SEYMMOUR & JACOBS, 1992), ratos (KITAMURA et al 1990.)
e cées (SEIBEL et al., 1989), porém, sdo relatos clinicos sem avaliacio
quantitativa. O aumento gengival em humanos se desenvolve apds 1a 3
meses do inicio do tratamento com c¢sa (TYLDESLEY & ROTTER, 1984
SEYMOUR et al,, 1987). Em cées, 0 desenvolvimento do aumento gengival
na regido de papila interdental ocorreu apdés 3 semanas do inicio do
tratamento com csa, estabelecendo-se a lesdo definitiva apos 6 semanas,
SEIBEL et al., (1989) observaram em caes imunossuprimidos com 10mg/kg
de peso 'corporalidia aumento gengival 14 dias apés o inicio do
tratamento. Neste trabatho, o aumento gengival estava estabelecido B
semanas apos o inicio do tratamento.

Varios relatos tém estabelecido a relagdo entre a dose e o nivel
sérico da ciclosporina com o aumento gengival (DALEY et al., 1986;

MCGAW et al., 1987; PERNU et al, 1992: SEYMOUR & SMITH, 1991,
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KING et al., 1983 ; ROSS et al., 1989). SEYMOUR et al. (1987) e DALEY
et al. {1980), sugerem agao de algum metabdlito da droga na inducgéo do
aumento gengival. Segundoc EARL et al. (1995), o aumento gengival
induzido pela ciclosporina pode ser 0 resuitado da interacdo entre a droga
elou seus metabdlitos com fibroblastos gengivais. A proliferagdo de
fibroblastos gengivais nao foi estimulada “in vitro® com csa na
concentracdo de 1000ng/ml por 72h. Entretanto, quando incubou-se
fibroblastos gengivais, na mesma concentracdo por 6 semanas, houve
estimulacdo significativa na proliferacdo fibroblastica. Estes dados indicam
a possivel agdo direta da csa sobre a proliferacdo de fibroblastos
gengivais, ¢ que explicaria parciaimente a etiologia do aumento gengivai
induzido pela csa (WILLER SHAUSEN-ZONNACHEN et al., 1992). De
acordo com ZEBROWSKY_ et al. (1986), a proliferacdo de fibroblastos
gengivais “in vitro”, varia com a concentracdo da ciclosporina, Segundo
COLEY et al. {1986), 250 ng/ml de ciclosporina n&o induz a proliferacio

de fibroblastos em cultura, o gque ccorre com 400 a 500ng/mi.

PLACA BACTERIANA E O AUMENTO GENGIVAL

Nao esta estabelecido o papel da placa bacteriana e consequente
inflamacao gengival na patogénese do aumento gengival induzido pela

ciclosporina. Em humanos, a associagéo do aumento gengival com a placa
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bacteriana tem sido citada na literatura por diversos autores( DALEY et al.
1986, MCGAW et al, 1987; TYLDESLEY & ROTTER 1984
SOMACARRERA et al., 1984). Ainda em humanos alguns autores
guestionam a influéncia da placa bacteriana no desenvolvimento do
aumento gengival, pois, verificam que com a remocdo da placa e calculo
gengival diminui-se o grau de inflamagéo gengival, mas n&o o aumento
induzido pela ciclosporing (DALEY, 1892 e SEYMOUR & SMITH, 1980).
McGAW et al. {1987), sugerem que a placa ou calculo dental, atuam como
reservatorio iocal de ciclosporina.

No presente estudo ndo se quantificou a placa bacteriana nos ratos
tratados com dieta cariogénica. A inducdo da placa bacteriana nos ratos
foi baseada no trabatho de JORGE et al (1991), que induziram placa
bacteriana em ratos jovens através da dieta cariogénica, concluinde que
asses animais tém um desenvolvimento sistémico semelhante ao grupo
controle, com aumento significativo de 8. mutans, e formagao marcante de
placa bacteriana apds 30 dias de tratamento. Esses resultados foram
inte;rpretados como decorréncia da presenca de sacarose na dieta, a qual
predispbe um aumento da microbiota da placa e consequente formagéo de
polimeros extracelulares pelos microorganismos. Resultados semelhantes
com dieta cariogénica foram descritos por RATEITSCHAK-PLUSS &

GUGGENHEIM, (1982).



111

No presente estudo a dieta cariogénica ndo modificou o aumento
gengival causado pela csa. Os aspectos microscopicos foram semelhantes
aos demais grupos, com discreto infilirado inflamatorio na regi&o mais
apicai, subjacente ao epitélio juncional, em alguns cortes histolégicos
observou-se infiltrado inflamatério mais exuberante, sempre na regido mais
apical subjacente ao epitélio juncional. Estes dados discordam de
KITAMURA et al. (1991), que observaram maior aumento gengival nos
ratos submetidos a dieta cariogénica, mas inoculados também com 8§,

sobrinus.
XEROSTOMIA E O AUMENTO GENGIVAL

Aventa-se a hipotese de que a concentragdo da ciclosporina na
saliva seja fator importante no desenvoivimento do aumento gengival em
humanos (McGAW et al., 1987, SEYMOUR et al., 1987). NIEDERBERGER
et al., (1993), demonstra que a ¢sa nao pode ser detectada na saliva, por
outro fado, COATES et al., (1988) ¢ SANGUI HVI, (1988) detectou csa na
saliva pelo método de radicimunoensaio(RIA), e pelo método de
cromatografia fiquida de alta presséo, técnica essa aplicada por KING et al
{1993), para medir a concenfragéo de csa de 18 pacientes submetidos a
transpiante renal, e encontrou inexpressiva concentragdo de csa na saliva

desses pacientes. No presente estudo, a sialoadenectomia, gue mostram
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permanente reducdo do fluxo salivar, néo alterou o aumento gengival
induzido pela ciclosporing, sugerindo que a concentragio de ¢sa na saliva
ndo é relevante no aumento gengival. A xerostomia poderia facilitar a
formagao de placa e induzir maior crescimento gengival, mas isto ndo foi
observado. Deve-se considerar que o aumento gengival causado pela ¢sa

foi bastante pronunciado, mesmo na auséncia de csa .

MORFOMETRIA DO EPITELIO E TECIDO CONJUNTIVO

Os trabalhos descrevendo os aumentos gengivais baseiam-se em
observacdes ndo quantitativas, tanto em humanos (SAVAGE et al., 1986,
YAMASAKI et al, 1987, PISANTY et al, 1987; BELLAZI et ai,, 1983
PIZZANTY et al, 1988, 1990), quantc em animais de
laboratorio(KITAMURA et al, 1990). Neste trabalho, pnmeiramente
analisou-se quantitativamente, através de medidas lineares, o epitélio e 0
tecido conjuntivo, das gengivas livre vestibular e lingual dos aumentos
gengivais, assim como da regressdo quando interrompeu-se a
administracdo de ciclosporina. As mensuragbes lineares dos cores
histopatolégicos é relativamente simples podendo ser feitas com auxilio de
réguas milimetradas (MANDARIN DE LACERDA, 1891}, ou através de

programas especificos para informatica (FISHER & KLINGE, 1894).
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Os resultados dessa andlise revelaram aumento significativo das
dimensGes do epitélio ( média de 2,5x na face vestibular e 2,0x na face
lingual), da altura do tecido conjuntivo( média de 2,17x na face vestibular e
1.84x na face lingual), da largura A { 1,86x na face vestibular e 1,73x na
face lingual ) e da largura B { 2,0x na face vestibular e 1,86x na face lingual
), 60 dias apds o inicio do tratamento com csa. Através desses valores
verificou-se que o epitélic aumentou mais que o conjuntivo tanto na face
vestibular quanto na face lingual. Também foram mensurados as areas
dessas estruturas e constatou-se que na face vestibular o epitélio bucél
aumentou 3,04 x e o tecido conjuntivo 3,56x, na face lingual o epitélio bucal
aurnentou 3,68x e o tecido conjuntivo 3,16x, isto &, o epitélic bucal na face
vestibular aumentou menos que o tecido conjuntivo e na face lingual o
epitélio aumentou mais que o conjuntivo. Nao foi aplicado teste estatistico
para medir a significancia entre os dados do epitélio bucal e tecido
conjuntivo, porém, constatou-se que através desses dois sistemas de
medidas houve contradigdo entre os dados., As mensuracfes lineares
acusaram aumento maior do epitélio em relacio ao conjuntivo tante na face
vestibular quanto na lingual, enquanto que as medidas das areas na face
vestibular indicaram que cresceu menos que o conjuntivo, Restricdes séo
feitas quando se usa medidas lineares na avaliagdo de estruturas
microscopicas. Nesse caso, mesmo estabelecendo pontos morfoidgicos

nas gengivas para tais avaliagfes, essas tem que ser precisas e invariavel,
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Neste trabalho esse fator foi estabelecido com cautela, com todas as
leituras seguindo as orientagfes dos pontos pré-estabelecidos, porém,
eventuaimente pode ter ocorrido variacdes de leitura devido a inclinagéo
do corte. A inclinagdo do corte é de extrema importancia e problematico
para a aplicaco desta tecnica, pois, o tecido gengival € anisotrépico, isto
8, ndo apresenta as mesmas caracteristicas em todas as direcfes, e nesse
casc € aconcethdvel seguir as premissas metodologicas de cortes de
orientacdo conhecida, chamados de cortes verticais e sobre esses aplicar a
estereometria usando um sistema {este pre-estabelecido, Neste trabalho
ndo foi aplicado esta técnica a qual possivelmente ilustraria com mais
preciso esses dados. O grau de retragdo e compresséo que os tecidos
sofrem com o processo de inclusao, gue normaimente exige desidratacéo
do material, também tem que ser levado em consideragio, porém,
trabalhos morfométricos comparativos podem dispensar o calculo de
retragéo tecidual. As medidas de areas s&o menos problematicas, porem
tem as mesmas restricbes citadas para as medidas lineares. FISHER &
KLINGE {1994), utilizaram medidas lineares para mensurar cortes
histoidgicos corados com H.E. do aumento gengival induzido pela csa em
furfio,cujos valores das medidas histométricas do epitélio bucal e epitélio
juncional, indicaram aumento em suas dimensdes. Esses mesmos autores
descrevem o epitélic do aumento gengival induzido pela ciclosporina, como

acantotico, com cristas epiteliais alongadas, interdigitando-se com o
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conjuntivo. No presente trabaiho foram observadas poucas cristas epiteliais
alongadas interdigitando-se para o conjuntivo, € quando observadas foram
mais expressivas na altura da gengiva inserida, diferenciando dos relatos
dos aumentos gengivais em humanos ( BARTOLD, 1887; PISANTY et al,,
1988), cdes (SEIBEL et al., 1989), furdo (FISCHER & KLINGER,1994).

Os relatos da regressdo do aumento gengival, em humanos e em
animais de laboratério, sdo de natureza clinica. DALY (1992), através de
observagBes clinicas em humanos e RYFFEL (1982), em cles e ratos,
relataram regress&o do aumento gengival quando da redugéo da dose de
ciclosporina administrada. Também foi descritc redugdo de volume,
associado a diminuicdo da placa bacteriana ou outros irrifantes locais
{(DALEY et al,, 1986; RATEITSCHAK-PLUSS et al., 1983; WYSOCKI et al
1883; PERNU et al., 1992). No presente trabalho foi evidente a diminuicio
de volume gengival macroscopicamente *2 microscopicamente, quando
suspendeu-se a administrag8o da ciclosporina. Através de mensuragtes
fineares , 5 dias apds a interrupgio do tratamento, observou-se gue a crista
epit;eiiai e o epitélio bucal dimuiram, o mesmo acontecendo com a altura e
largura do tecido conjuntivo, A diminuicao foi progressiva, mas resmo
apsGs 90 dias da interrupgao do tratamento, as dimensdes morfométricas
n&o voltaram a normalidade. Através dos dados da quantificagdo das areas

totais constatou-se gque a face lingual no total cresce igual a face
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vestibular, porem, decresce menos apds 90 dias da interrupgdo com o

fratamento com csa,

QUANTIFICAGAO ESTEREOMETRICA DOS COMPONENTES DO

TECIDO CONJUNTIVO

Quando se faz a avaliagdo da densidade volumétrica em
preparados histolégicos, ao nivel de microscopia de luz transmitida, as
esiruturas mais proeminentes (opacas) sao superestimadas, & o efeito
HOLMES. Quanto mais espesso o corte maior & o efeito HOLMES, que na
execucdo de métodos estereometricos deve ser considerado. Portanto, o
efgito Holmes & um erro sistematico associado a espessura do corte e ao
diametro do componente estudado (WEIBEL & ELIAS, 1967). A dimenséo
do erro depende da razdo entre o didmetro da estrutura examinada e a
espessura do corte. Segundo ANDERSON & LOWE (1980), o efeito
Holmes néo tem necessidade de ser aplicado em estudos comparativos da
mesma estrutura tecidual, desde que as espessuras dos cories sejam
constantes. Essas observacbes justificam a auséncia do calculo do erro
neste experimento, assim como, néo utilizagéo de cortes semifinos. Tem-se
gue levar em consideragio, entretanto, que cortes semifinos, aumentam a

resolucdo e conseguentemente a confiabilidade da analise estereolbgica
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(WEIBEL,1979). A estereciogia também requer cortes histoldgicos
isotrépicos, isto @, o tecido apresente as mesmas caracteristicas em todas
as direcGes, portanto, as mesmas consideracles citadas anteriormente

para a morfometria pode ser aplicada a estereometria,

A guantificagdo da popuiacio de fibrobiastos e matriz extracelular
do aumento gengival permanece obscuro, existindo poucos estudos e com
resuitados conflitantes (SEYMOUR & HEASMAN, 1992). Os dados obtidos
do aumento gengival induzido pela ciclosporina, revelaram que o tecido
conjuritivo da gengiva marginal apresenta maior densidade volumétrica de
fibroblastos { 1,18x na face vestibular @ 1,17x na face lingual), e de fibras
colagenas ( 1,06x na face vestibular e 1,06x na face lingual), guando
comparado com o grupo controle, Através destes resultados observou-se
que a proporgio entre a densidade volumétrica de fibroblastos dos
grupos tratados com csa em relagdo ao controle &€ semelhante entre as
faces vestibular e lingual. Por outro fado verificou-se também que a
propor¢ao entre a densidade volumétrica de fibras em relacio a densidade
volumétrica de fibroblastos no grupo controle foi de 583x & no grupo
tratado de 5,24x na face vestibular, € na lingual a proporgéc no grupo
controle foi de 5,84x e no tratado 5,31. Esses dados sugerem composicido
semelhante a do conjuntivo normal porém, com um ¢om um crescimento

continuo e descontrolado.



118

McGAW & Porter (1988), usaram metodologia semelhante, em
cortes ultrafinos do aumento gengival induzido pela ciclosporing em
humanos, e nao cbservaram aumento da densidade de fibroblastos, mas
cbservaram aumento de volume citoplasmatico dos fibroblastos. HASSEL
et al, (1978), analisaram através da estereometria o aumento gengival
induzido pela fenitoina em humanos, cujos resultados mostraram gue essa
lesdo ndo se traduz em hiperplasia dos fibroblastos. Concluiram que o
tecido gengival aumentado pela dilantina tinha uma composicéo
semelthante a do tecido normal, porém, com maior volume. Porérh
WISOCKI et al., (1983), fazendo analise subjetiva, isto &, sem o auxilio da
estereometria, de bidpsias do aumento gengival humano induzido pela
ciclosporina, descreveram aumento do numero de fibroblastos |
caracterizando a lesdc como hiperplasia verdadeira. Resultados
semelhantes foram descritos em aumento gengival induzido pela
cictosporing em ratos (KITAMURA et al,1991) e furdo (FISCHER &
KLINGE,1994).Mais recentemente, a analise estereométrica do tecido
conjuntive da fibromatose gengival hereditaria revelou aumento da
populacio de fibroblastos e da quantidade de fibras colagenas, quando
comparado com © tecido conjuntivo da gengiva clinicamente normal
(SALLUM, 1993). PISANTY et al, {1988,1989), sugerem que o aumento
gengival induzido pela csa, pode ser resultado de um actmulo de matriz

extracelular e acantose epitelial.
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Diversos estudos “in vitro” tém documentado a influéncia da
ciclosporina na estimulagdo e proliferacdo de subpopulagdes de
fibroblastos (ZEBROWSKY et al, 1986; COLEY et al, 1988). JAMES et

a3

al, (1995), anaiisaram “in vitro®, o efeito da ciclosporina nas
concentracbes de 1 a 10000 ng/ml, em 6 linhagens de fibroblastos
gengivais, verificando que a ciclosporina ndo teve acso significativa sobre
a proliferacdo de fibroblastos e sobre a sintese de proteinas da matriz
extracelular. £sses autores sugeriram que “in vive” a ciclosporing néo
influencia diretamente 0 metabolismo dos fibroblastos, atuando através de
vias indiretas, associadas a liberacdo de mediadores da inflamacgdo ou
produtos bacterianos. Enfatizaram que o aumento gengival induzido pela
ciclosporina, ocorre com maior frequéncia em regides onde ha maior indice
de placa bacteriana e consequente maior grau de inflamacao, reforgcando a
hipétese de que 0 aumento gengival induzido pela ¢sa, ocorra com maior
frequencia em locais onde a maior acumulo de placa bacteriana e
consequentemente maior grau de resposta inflamatéria, ¢ que nao foi
observado neste trabalho. De acordo com HASSEL (1982), usando gatos
para inducdo do aumento gengival pela fenitoina, sugeriu que a
hipercelularidade, da gengiva seria transitéria. Este autor sugere que o

maior numero de células do aumento gengival, apresenta-se em fungao do

estagio do desenvolvimenio da leséo.
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Nem todos os pacientes tratados com csa desenvolvem aumento

gengival, sugerindo heterogeneidade na resposta dos fibroblastos a csa

(TIPTON et al., 1991).

Pacientes que fazem uso da ciclosporina, mas que ndo desenvolvem
aumento gengival, podem ndo apresentar subpopulacbes de fibroblastos
geneticamente sensiveis a droga, os fibroblastos constituem uma
populacdo celular funcionalmente heterogenea, e a composigdo dos
tecidos resulta de uma mistura de subpopulagbes.Sugere-se que doencgas
do tecido conjuntivo resultem de uma sele¢8o de subpopulacdes
especificas de fibroblastos caracterizados por aspectos funcionais que
levam as modificagbes da matriz exiracelular, que podem ser refletidas
pelas manifestaces clinicas da doenga (HASSELL, 1991, McCULLOCH &
BORDIN, 1991). Neste trabalho todos os raios respondsram a ¢sa, com
aumentc da densidade volumétrica de fi;)robiastcs gengivais. Pode-se
sugerir gue fibroblastos das gengivas de ratos Wistar sdo geneticamente
sensiveis a acglo da ciclosporina. Além do aumento da densidade
volumétrica de fibroblastos detectou-se aumento da densidade volumétrica
de fibras colagenas, e diminuigdo de outras estruturas, que incluem
espacos em branco, vasos, nervos, células inflamatérias e células n&o
diagnosticaveis. Esses resultados discordam em parte, dos encontrados
por WONDIMU et al, (1895), gue usou a estergometria para avaliar

aumentos gengivais induzidos pela csa em humanos. Esses autores
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também constataram aumento da celularidade e aumento de matriz ndo
colagénica, mas diminuicdo de fibras colagenas.

Segundo TEN CATE (1973), a remodelaciio do tecido conjuntivo
envolve um equilibrio entre sintese e degradacéo de colageno. O acumuio
de colageno pode resultar do estimulo da sintese efou diminuicBo da
degradacéo. Constatou-se através da microscopia seletrdnica gue
fibroblastos do aumento gengival induzido pela ciclosporina apresentam
aumento do volume citoplasmatico, do reticulo endoplasmatico rugoso e
complexo de Golgi, sugerindo maior atividade de sintese de colageno
(McGAW et al., 1988). Por outro lado HASSEL et al., (1988), analisando
varias linhagens de fibroblastos humanos, incubados com dilanting,
verificaram variag8o da resposia de sintese proteica. De acordo com
TIPTON et al., (1991),0 aumento da sintese de colageno, a baixa producdo
de colagenase ou aumento da producdo de inibidor tecidual da
metaloproteinase (Timp), pode levar a diminuicdo da atividade
colagenclitica, levando a exacerbada deposi¢do de colageno. Sugere-se
portanto que para 0s casos dos aumentos gengivais induzido por drogas
exista deficiencia na produgdo da enzima ou na fungdo da mesma,
ZEBROWSKY et al., { 1988) relatam que a csa nao exerce efeito sobre a
atividade colagenolitica de. fibroblastos gengivais humanos normais,
sugerindo que a atividade colagenoclitica ndo desempenha papel

significativo nos aumentos gengivais induzidos por drogas. Porém TIPTON
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et al., (1991), relatam que o efeito da csa sobre a atividade colagenolitica
aparentemente depende do doador da amostra, da presenca de
subpopulagbes celulares susceptiveis e da concentraclo da droga.

Entretanto, fibroblastos de gengiva normal e de portadores de
fibromatose gengival hereditaria comportaram-se em cultura de forma
semelhante em relagdo a proliferagcéo celular, quando incubados com
diferentes concentractes de csa { NAVARRO et al., 1995).Ha portanto
muitas controvérsias quanto a resposta de fibroblastos gengivais quando
estimulados pela csa.

Em resumo, tanto a dieta cariogénica quanto a xerostomia nio
influenciaram no desenvolvimento do aumento gengival quando os ratos
foram fratados com csa. O aumento gengival nesse caso parece estar
relacionado com a dose e duracgo do tratamento, uma vez que
interrompendo o tratamento houve regressdo da lesdo, apesar de que
mesmo apds 90 dias tanto clinicamente guanto morfométricamente néo
voltaram aos aspectos do grupo controle. Microscopicamente, o aumento
gengival apresentou aumento das dimensdes do epitélio e conjuntivo. O
aumento do tecido conjuntivo parece estar associado com o aumento da

densidade volumétrica de fibroblastos e fibras colagenas.
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CONCLUSOES

Com base nos resuitados obtidos e dentro das condigdes experimentais

deste trabalho, pode-se concluir que:

1~ Todos os ratos tratados com csa (10 mg/kg/dia) durante 60 dias
desenvolveram aumento de volume gengival. Macroscopicamente o
aumento foi mais acentuado na face vestibular dos molares inferiores.

2- A dieta cariogénica e a xerostomia nd&o modificaram ¢ aumento de
volume gengival causado pela csa e as caracteristicas da gengiva
normal.

3- O aumento gengival induzido pela csa apresentou aumento das

dimensdes do epitélio bucal, altura e largura do tecido conjuntivo.

ELN
1

O aumento gengival induzido pela csa apresentou maior densidade
volumétrica de fibroblastos, fibras colagenas em relacdo a gengiva
normai.

5- Com a interrupcdo do tratamento com ¢sa houve diminuigdo progressiva
do aumerdo gengival, ndc apresentando, as caracteristicas normais
mesmo apos 90 dias.

8- Com a interrupcéo do tratamento com csa a densidade volumétrica de

fibroblastos voltou a ter valores de normalidade apos 10 dias, enguanio

que a densidade volumeétrica de fibras colagenas continuou com valores

acima dos normais mesmo apds 90 dias.
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SUMMARY

Cycloporin is a selective immunosuppressant, used in organ transplants to
prevent graft rejection. Csa can cause various side effects including
gingival overgrowih. The aim of this work was 10 evaluate the gingival
overgrowth of rats treated daily with 10mg/kg of body weight of csa, during
60 days, subcutaneocsly, as well as the regression of gingival overgrowth
after the interruption of treatment. The efects of a cariogenic diet and
xerostomia were also considered. All rats treated with csa developed
gingival overgrowth, with increased thickness of the epithelium, height and
wideness of the connective fissue. The density of fibroblasts and collagen
fibers, also increased. The cariogenic diet and xerostomia did not modify
the characteristics of the gingiva of either normal and csa treated rats. 5 to
90 days after the interruption of treatment with cyclosporin, there was a
progressive reduction of the gingival volume and of collagen fibers and
fibroblasts densities. The reduction was more exuberant in the initial

periods, but after 90 days did not return to the normal values.
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