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2. RESUMO
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Doengas periodontais séo lesSes que afetam os tecidos que
protegem e sustentam os dentes em seus alvéolos e sdo as principais
causas das perdas dos dentes apds os 35 anos. Os achados mais antigos
datam de 20.000 a 30.000 anos a.C.

A patogénese total da doenga ainda ndo & conhecida, mas um dos
principais fatores responsaveis pela destruicio das estruturas periodontais
de suporte € a participagdo do sistema imunolégico, como mediador da
resposta imunolégica.

Neste estudo foi avaliado, através de radiografias, o efeito da
ciclosporina, que & um imunossupressor seletivo para linfocites T, na
evolucio da doenga periodontal induzida em ratos.

Foram utilizados 36 ratos, machos (Raffus Norvergicus, Albinus,
Wistar, SPF) com peso inicialmente variando de 200 a 240 g e com
aproximadamente 2 meses de idade. Os animais foram dividos em 3 grupos:
GRUPOQO | recebeu sacarose e irritante; GRUPO Il, sacarose, irritante e
ciclosporina; GRUPOQ [il, agua e irritante.

Ao final dos perfodos experimentais, os animais foram sacrificados,
suas mandibulas retiradas, separadas na sinfese mentoniana e
radiografadas. As interpretagbes das imagens radiograficas foram
realizadas através de computador com o software AutoCAD verséo 12 for
MS-DOS, com o aplicativo CAD OVERLAY versdo GSX 4.1 - nimero de

série 110-108112.
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Os resultados obtidos mostraram uma redug@o na perda 6ssea no
GRUPOQ I, guando comparado aocs demais, embora, ndo detectada por
testes estatisticos. Isto ndo descarta a possibilidade da ciclosporina

participar, em algum grau, nos mecanismos de destruicdo periodontal.

Palavras-chave:

Ciclosporina - Perda 6ssea - Doenca periodontal
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3. INTRODUGCAO
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Doencas periodontais sfio lesGes que afetam os tecidos que
circundam e sustentam os dentes em seus alvéolos™.

A enfermidade periodontal € a principal causa da perda dos dentes
em adultos, principalmente ap6s os 35 anos®.

A sua prevaléncia é de aproximadamente 100%, sendo a gengivite e
a periodontite as responsaveis pela quase totalidade dessas doengas, néo
existindo nenhum povo livre de doengas periodontais.

A patogénese essencial da doenca ndo é totalmente conhecida®,
mas um dos principais fatores no processo de degradacéc das estruturas
periodontais de suporte € a participacdo do sistema imunolégico, como
mediador da resposta imunolégica’g, ¢ qual pode atuar tanto de uma forma
protetora, como de uma forma destrutiva®.

O conhecimento dos processos que participam na evolucdo das
doencas periodontais & de grande valia para a aplicagédo de uma terapéutica
periodontal satisfatéria.

A ciclosporina, um farmaco relativamente novo obtido da fermentagéo
de dois fungos Trichoderma polysporum e Cylindrocarpon lucidum, quando
descoberta por BOREL, 1972, foi ulilizada como agente antifdngico.
De 1977 a 1979, BOREL et al. demonstraram as caracteristicas
imunossupressivas da droga, trabalhando com varios animais'*,

Posteriormente verificou-se que a droga induzia a um tipo seletivo de
imunossupresséo, atuando seletivamente no linfécito T, sem

mielossupressao, ou seja, ndo atuando no linfécito B*, fato este que causou
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uma explosdo nos estudos clinicos do tratamento de numerosos distdrbios
mediados imunologicamente, incluindo a rejeicdo no transplante de 6rgéos,
sendo esta, até hoje, sua principal aplicagiio®.

Quando a reacdo inflamatéria local € insuficiente para eliminar o
agente infeccioso (antigenos), pode ser desencadeada uma resposta imune.
O objetivo principal da resposta imune € identificar e se unir ao agente
nocivo (o antigeno) e ativar os fagécitos (neutrdfilos e macréfagos). Através
destas fungbes (a segunda linha de defesa), o antigeno € neutralizado e
decomposto e o hospedeiro é protegido, dando um carater crénico ao
processo caracteristico das doencas periodontais®.

Um dos principais efeitos colaterais da ciclosporina € a hiperpiasia
gengival. Este crescimento é sugerido como resultado de uma integracédo
entre droga e seus metabolitos com fibroblastos gengivais suscetiveis®.

O hospedeiro participa de uma forma importante na patogénese de
muitos tipos de doenca; nas periodontais isto nado é diferente. Varios
componentes do sistema imune sdo ativados na doenca periodontal
dependendo da condigdo de satide ou doenga dos tecidos®.

O uso de animais em experimentos, além de eliminar o fator ético em
desenvolver periodontite em humanos®, oferece a vantagem de estudarmos
a doenga periodontal prospectivamente e ndo retrospectivamente™.

Nos estudos das doengas periodontais, os ratos séo faciimente
manipulados e a destruiggo periodontal ocorre rapidamente’’. Eles também
apresentam certa semelhanca na anatomia do periodonto, desenvolvimento
e composicdo da placa bacteriana, histologia e imunologia basica das
lesdes periodontais®,

15



4. PROPOSICAO
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4.1 PROPOSICAO

Avaliar radiograficamente, o efeito da agdo da ciclosporina, na
evolucéo da doenca periodontal induzida em ratos.
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5. REVISAO DA LITERATURA
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5.1 HISTORIA DAS DOENCAS PERIODONTAIS

Doencas periodontais sdo um grupo de lesbes que afetam os tecidos
que circundam e sustentam os dentes em seus alvéolos™.

Os achados mais antigos datam de 20.000 a 30.000 anos a.C. Ha
aproximadamente 4.000 anos a.C., as doencas periodontais eram as mais

comuns entre os egipcios € a higiene bucal ja era preconizada®.

Em 1746, FAUCHARD?®* recomendava como tratamento meticulosa
raspagem dos dentes com instrumentos especiais para remo¢do de calculo e

prescrevia bochechos com dentifricios e ferulizagio dos dentes amolecidos.

Em 1802, HUNTER" propde que a inflamacao na gengiva é um fator

importante na destruicao do 0sso alveolar.

Em 1882, RIGGS™ colocou a responsabilidade da doencga de gengiva e
0sso, nos depositos de calculo, que impregnavam as raizes dos dentes,
deixando-os rugosos. Afirmou que a “piorréia alveolar” iniciava-se com uma
inflamagdo da gengiva e poderia ser curada com a remocdo dessas

rugosidades.

Em 1889, MILLER® foi ¢ primeiro a relacionar bactéria com doencas
periodontais, que estas sao multifatoriais, resultado de uma infecgdo néo

especifica e um desiquilibrio da relagé&o normal entre hospedeiro e parasita.
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O termo “placa dentaria” foi primeiro utilizado por BLACK™, em 1898,
para descrever a massa empastada de microorganismos sobre as lesdes
cariosas.

LOE et al¥, (1965), num trabalho classico, estabeleceram a relacéo
causa/efeito na gengivite: aclimulo de placa bacteriana produz gengivite;
remocao da mesma cura da gengivite.

Hoje existem evidéncias de que a gengivite é a lesdo inicial da
periodontite cronica, porém uma gengivite ndo necessariamente progredira
para periodontite. As circunstdncias que envolvem a progressdo de

gengivite em periodontite ainda néo sdo totalmente conhecidas™.

5.2 DOENCA PERIODONTAL INFLAMATORIA CRONICA

Tem sido apontado que microorganismos presentes na placa bacteriana
em contato com o suico gengival e no interior da bolsa, ou substincias
derivadas deles, constituem o agente etioldgico extrinsico primario e
possivelmente o 0Onico participante na doenca inflamatéria gengival e
periodontal™.

Individuos mantidos sob rigoroso controle de placa bacteriana através de
cuidados profissionais, ou seja, profilaxias, motivacéo e instrucao nos cuidados
caseiros de remocdo de placa bacteriana nao desenvolveram inflamacédo
gengival nem perda de insercédo durante trés anos®.

Remogéo profissional mensal de placa bacteriana em criangas de 7 a 11

anos é suficiente para prevenir o desenvolvimento da gengivite®. Resultados
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semelhantes foram encontrados com remogéo profissional da placa bacteriana,
mais cuidados caseiros em criangas de 7 a 14 anos®. Os mesmos autores, em
1981, estudando adultos divididos em 3 faixas etarias: menos de 35 anos, de
36 a 50 anos e acima de 50 anos, analisando gengivite e periodontite, e os
pacientes recebendo limpeza profissional, motivagio e instrugdo em higiene
oral encontraram resultados semelhantes®.

Com relagéo a formacgdo de placa bacteriana e gengivite, foi o trabalho
classico de LOE et al.”, (1965), que estabeleceu a relagiio causa/efeito.
Submetendo estudantes de odontologia com gengivas sadias a suspenso total
da higiene oral, permitindo o acumulc de placa bacteriana. A continua formacéo
da mesma até que atinja maturagao, ou seja, intensa capacidade patogénica,
com a presenga de bactérias gram-negativas, anaerdbicas facultativas e
méveis, ocasiona gengivite marginal. A restituicdo dos habitos de higiene oral
reverte em poucos dias o quadro inflamatorio gengival.

Embora exista uma aceitacio total de gue o fator etioldgico primaric das
doencas periodontais € a placa bacteriana, muitas caracleristicas significativas
da doenca podem ser explicadas apenas por substancias presentes na placa
bacteriana. Também os mecanismos de defesa do hospedeiro desempenham
um papel essencial na patogenia da doencga. Dados atualmente disponiveis
mostram que as substincias oriundas dos microorganismos da placa bacteriana
s&o patogénicas porque tém a capacidade de ativar determinados mecanismos

de defesa do hospedeiro que amplificam e induzem o dano tecidual™.
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Fatores sistémicos podem comprometer os mecanismos de defesa
contribuindo assim para o aumento da severidade das doencas periodontais,
sendo alguns deles: estresse, diabetes, gravidez, dieta etc®.

A inflamagao crdnica sofre periodos de exacerbagdo e periodos de
quiescéncia, dependendo do aumento da viruléncia dos microorganismos da
placa bacteriana ou queda da resisténcia do hospedeiro™.

Estudos por cultura demonstram microbiota cuitivavel mais ou menos
distinta na saude periodontal e em diferentes formas de doengas
periodontais’™.

A cavidade oral possui caracteristicas que facilitam o estabelecimento e
crescimento de uma grande variedade de microorganismos, incluindo bactérias,
fungos, virus e protozoarios’.

Calcula-se que o numero de bactérias que habitam uma bolsa
periodontal € de aproximadamente frezentas espécies. Supra-gengivalmente,
as bactérias presentes, associadas com saude periodontal, sdo cocos gram-
positivos e bactérias em forma de bacilo™.

Quanto & composicio microbiana da placa bacteriana em relagéo a
gengivite, esta sofre alteragbes a medida que aumenta o periodo de
permanéncia em torno do sulco gengival: numa primeira fase, o predominio é
de cocos gram-positivos e cocos gram-negativos, na segunda fase,
predominam bastonetes gram-negativos e filamentos; numa terceira fase, ha
predominadncia de espirilos e espiroquetas. A mudanca de uma flora

predominantemente cocéide gram-positiva numa flora onde ha predominancia
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de espirilos e espiroquetas (bactérias moveis), corresponde a inflamacdo
gengival observada clinicamente, ou seja, gengivite clinica®.

Nos estagios iniciais da periodontite, a flora bacteriana da bolsa
periodontal é similar a da gengivite. O cuitivo de amostras de placa bacteriana
em lesbes avancadas de doenga periodontal revela uma predomindncia de
bastonetes anaerébicos gram-negativos. Ao microscépio, podem ser
observados também elevados nimeros de espiroquetas®.

A composicdo das amostras bacterianas ndo sé varia entre as doencgas
pericdontais, como também em varias partes da boca e em varios sitios de uma
mesma bolsa™.

Existem dados suficientes para sugerir que organismos especificos
estio associados a diferentes formas de doenga periodontal em humanos. Hoje
reconhece-se que diferentes formas de periodontite podem ser distinguidas em
humanos™. Ha controvérsia sobre a etiologia microbiana especifica e a ndo-
especifica das doencas periodontais em determinar como o hospedeiro
responde a um agente infeccioso. Se uma Unica espécie patogénica é a causa
da doenca periodonial, entdo a patogénese da infeccéo, 0s mecanismos
histolégicos, a correlagédo entre a presenca da bactéria, a atividade da doenga,
e a resposta do hospedeiro poderiam ser mais especificas. A teoria microbiana
nao-especifica sugere que a quantidade de placa pudesse alcancar um ponto
no qual a viruléncia combinada das bactérias presentes causaria a doenga’.

Embora haja alguma evidéncia da presenca de bactérias em casos
severos e agudos de periodontite, a invas&o dos tecidos na periodontite adulta

nao foi demonstrada através de experimentos’.
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Produtos dos microorganismos mais que os préprios microorganismos
s&o fatores fundamentais no inicio da doenca periodontal®. Estes produtos sdo,
por exempio, toxinas, restos de metabolismo bacteriano em concentragbes
citotoxicas, algumas enzimas como fosfatases, aminopeptidases,
fosfoamidases, glicosidases, condroinasulfatase,  hialuronidase, com
capacidade de decompor componentes intercelulares, tornando o epitélio da
bolsa mais permeavel, proteases que decompdem diversas proteinas
importantes na defesa do hospedeiro, IgG, IgA e IgM, e também muitas outras
proteinas plasmaticas®.

A penetragao de alguns desses produtos no tecido conjuntivo promove
uma reacdo inflamatéria aguda, caracterizada por uma vasodilatagédo
microvascuiar, aumento do fluxo de neutréfilos e aumento na permeabilidade da
rede microvascular. Com isso, aumenta o exudato gengival e a passagem para
o tecido de proteinas plasmaticas entre as quais as imunoglobulinas. Muito
embora os netréfilos sejam recrutados para a area a fim de defender o
hospedeiro contra o ataque bacteriano, o grande aumento destes é responsavel
pela maior parte do dano tecidual, pois eles tém uma vida muito curta e, na sua
desintegracédo, liberam os componentes do seu citoplasma, sendo alguns deles
citotoxicos. Esta fase caracteriza a les&o gengival inicial’,

Se a agressdo continuar, 0s vasos permanecem dilatados. Além disso,
aumenta o nimero de novos vasos e ocorre uma infiltracdo mais profunda de
neutréfilos e mastécitos. Neste estagio, o infiltrado do tecido conjuntivo

apresenta linfocito tipo T e B, alguns fibrobiastos do infiltrado exibem sinais de

24



degeneracdo, as células basais do epitélio proliferam em cristas para o interior
do infiltrado, determinando a leséo gengival precoce’™.

Se a agressao ainda persistir, teremos o fluido que extravasa e o niimero
de leucécitos que migram, aumentados ainda mais. Encontramos um grande
namero de plasmécitos maduros, a perda do colageno prossegue em diregéo
lateral e apical, a proliferacéo do epitélic € mantida, a face externa do epitélio da
bolsa ndo esta aderida a superficie dentaria e encontra-se um denso infiltrado
de neutréfilos e macréfagos bem como linfécitos e plasmécitos. A maioria dos
neutrofilos migra para a bolsa através do epitélio, que pode estar
acentuadamente delgado e, em muitas areas, ulcerado. Nesta fase temos a
lesdo gengival estabelecida ou gengivite crénica, cujos sinais clinicos séo
hemorragia, vermelhiddo e edema’.

Se o processo ainda persistir, o infiltrado propaga-se lateralmente e mais
ainda no sentido apical; plasmocitos predominam, porém linfécitos, macréfagos
e neutréfilos também estdo presentes. Neste momento, pode ser observado
histologicamente o primeiro sinal de destruicao do osso alveolar que parece ser
fundamentalmente a conseqiéncia da atividade osteoclastica. Nesta fase,

temos a transicéo entre lesdo gengival avangada e periodontite’,

5.3 DOENCA PERIODONTAL EXPERIMENTAL EM RATOS

A doenca periodontal no homem s6 pode ser estudada
retrospectivamente, enquanto que no modelo animal esta poder ser estudada

prospectivamente®.
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Dentre os animais estudados, o rato & o mais comumente utilizado, por
apresentar algumas vantagens: 1*) sdo mais faceis de serem manipulados,
2*) podem ser facilmente colocados sob condices “‘germ-free”, 3*) A
destruicdo periodontal ocorre rapidamente”. Existem areas em que o rato,
como modelo experimental, é valioso: 1%) estudos de patogenicidade, 2°)
estudos na importdncia da disfungdo imunoclégica e 3°) estudos de
imunizago®.

Os ratos apresentam, epitélio gengival oral, epitélio sulcular oral, epitélio
juncional, fibras colagenas periodontais, cemento celular e acelular, e osso

alveolar muito semelhantes aos humanos® 7"

. A tnica diferenca é que o
epitélio sulcular gengival é queratinizado podendo com isso interferir com os
metabélitos da placa, porém estudos tém demonstrado isso nédo ser problema
pois os metabdlitos penetram no tecide conjuntivo via epitélio juncionaf®.

Os achados clinicos e histoldgicos da doenga periodontal experimental
em ratos sd3o similares aos achados no homem; um infiltrado de células
inflamatdrias contendo linfécitos T e B, macrofagos, PMN neutrofilos aparecem
no tecido conjuntivo®™, e PMN neutréfilos migram através do epitélio para a
bolsa®*,

A placa bacteriana em ratos, no seu inicio, consiste de streptococcus e a
medida que fica mais espessa, gram-negativos e organismos anaerobicos
aparecem ap6s um més e podem constituir 25% da flora da placa. Apos seis

meses, surgem espiroquetas que, embora n#o fossem encontradas

anteriormente, quando aparecem, proliferam de forma consideravel*.
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Espiroqueta, que é um patogeno importante no homem, no rato nio
consegue proliferar com sucesso, mesmo em placas mais antigas®%®. E
possivel que o pH é que determine isto. O pH da saliva do rato é de 7,5 a 8,4;
enquanto que o pH favoravel & espiroqueta é de 6,5 a 7,2%

Streptococcus sébrius e Streptococcus salivarius ndc tém  sido
associados a doencga periodontal humana; Actinomyces viscosus, Actinomyces
naeslundi e Actinomyces israelli estdo associados com gengivite®®, mas
somente em raros casos de doenga periodontal avancada®. Entretanto,
Actinomyces viscosus ¢ capaz de estimular reabsorcéo 6ssea, e o fato de que
streptococcus e espécies de actinomyces podem induzir perda Ossea
periodontal por monoinfecgdo em ratos indica que esses microorganismaos tém

potencial periodontopatico®.

5.4 SISTEMA IMUNOLOGICO

A resposta do hospedeiro tem um pape! importantissimo na patogénese
de muitos tipos de doenca periodontal, por contribuir para o processo da
doenca ou por modular os efeitos das bactérias. Varios componentes do
sisterna imune séo ativados nas doengas periodontais. Os neutréfilos, linfécitos,
plasmécitos e macréfagos variam em nimero dependendo da condicdo de
satide ou doenca dos tecidos. Os anticorpos locais, sistémicos e o
complemento para as bactérias orais também sdo de significancia. Estas
variaveis do hospedeiro podem influenciar a colonizagdo e invasado bacteriana,

destruicao tecidual, cicatrizagéo e fibrose®.
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Existem duas partes distintas, porém inter-relacionadas no sistema
imunolégico: 1*) imunidade humoral que, nos humanos, é representada pelo
tecido linfoide. Estas células, conhecidas como linfécitos B, sob a exposicéo ao
antigeno dao origem aos plasmdcitos maduros que produzem a imunoglobina
circulante. 2%) imunidade mediada por células, que sdo executadas pelos
linfécitos T, que se diferenciam sob a influéncia do timo™. Neste caso, a reacio
entre o antigeno e os linfdcitos locais produzem linfécitos “sensibilizados”, que
deixam o linfonodo e enfram na circulagdo. Representam um sistema de
vigilancia altamente especifico do organismo visto que podem detectar, localizar
e proliferar no local em que se encontra o antigeno. Quando os linfécitos T
“sensibilizados” reconhecem seu antigeno especifico, liberam linfocinas, que
sdo substancias biologicamente ativas, capazes de causar citotoxicidade®.

No caso da imunidade humoral, manifestam-se de quatro maneiras
descritas por GELL et ali?*: 1*) reacdes anafildticas, também chamadas de
hipergensibilidade imediata, ocorre quando uma classe especifica de anticorpos
{IgE) é produzida localmente pelos plasmécitos, sendo o produto final a
liberagdo de histamina, moléculas de lipideos e bradicinina pelas células™,
Esses mediadores produzem constrigdo do musculo liso, edema resultado do
aumento da permeabilidade capilar, constricdo das pequenas veias, agregacéo
plaquetéria e mobilizagdo de fagécitos®™. 2*) séo as reagdes citotdxicas, que
envolvern a reagio entre anticorpos (lgG e IgM) sintetizadas pelos plasmocitos
e as células revestidas pelos antigenos. Dela resulta a lise celular e a liberagéo
de lisossomos. 3% ) reagdo de Arthus, também denominada de complexo-

imune. Este sistema existe no sangue circulante e & constituido pelos
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plasmécitos que, através de seus anticorpos (igM), reconhecem a endotoxina
produzida peios microorganismos formando um complexo antigeno-anticorpo
no interior @ em volta das paredes dos peguenos vasos. Este complexo ativa
um sistema de proteinas do soro (sisterna do complemento), a ativagéo do
complemento sérico, pode resultar em numerosas alteracbes destrutivas nos
tecidos, que incluem aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia dos
neutrofilos. Os leucocitos podem absorver esses complexos, o que leva a
liberagdo de enzimas lisossdmicas destruidoras dos tecidos®™. 4% sdo as
reacbes de hipersensibilidade retardada, também denominadas de imunidade
mediada por células, que dependem da presenca de células sensibilizadas. Em
vez de anticorpos circulantes, caracteriza-se por acentuada infiltragdo de
celulas linfdides e macréfagos. As células se localizam em volta dos vasos
sangiiineos, linfocinas podem ser liberadas das células linféides ativadas. Estas
substancias recrutam e ativam outras céiulas linféides e macréfagos e
contribuem, em grande parte, para o dano tecidual que geralmente, se deve a
secrecado de grandes quantidades de hidrolases acidas e colagenase através

dos macréfagos ativados pelas linfocinas™.
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5.5 SISTEMA IMUNOLOGICO E DOENGA PERIODONTAL

As respostas imunes podem tanto ser benéficas (protetoras) como
injuriosas (destrutivas)®.

A maior parte das substincias produzidas e liberadas pelos
microorganismos da placa s&@o antigénicas, desencadeando reac¢les
imunolégicas mediadas tanto por células como por anticorpos™.

Pessoas que estejam recebendo um rigoroso controle de placa
(profissional e caseiro) apresentam uma gengiva clinicamente normal, porém
histologicamente existe um ligeiro infiltrado inflamatério. Na saude periodontal
extrema, esse infiltrado nédo aparece. No primeiro caso, a titulagao de anticorpos
sorolégicos é baixa®.

Na gengivite avancada e periodontite, as células plasmaticas sdo a
forma mais comum de células inflamatérias. Linfécitos encontrados na
periodontite séo normalmente células B; as células T consfituem menos de 6%
da populaggo de linfocitos®.

A importancia das células B na patogénese da doenca periocdontal
foi demonstrada experimentalmente em ratos timectomizados, portanto
desprovidos de células T, com predominincia de células B. Mostraram uma
perda Ossea aumentada, em contraste, quando células T preponderavam em
ratos timectomizados, reconstituidos por inje¢do de células T ou em animais
normais, houve menor perda ossea. A doenca periodontal progressiva parece

portanto estar associada com lesdes dominadas por céluias B.%,
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Na les&o inicial, a ativagdo do complemento, no suico gengival, resulta
em uma interagdo anticorpo-bacteria, liberagio de endotoxina, estimulo
quimiotatico dos leucocitos, liberagdo de enzimas lisossémicas dos leucécitos,
aumento da permeabilidade epitelial, ativacdo do complemento. Também
promove aumento da permeabilidade vascular, reacbes de hipersensibilidade
ocorrem liberando histamina, aumeniando com isso a permeabilidade
vascular®,

Na lesdo precoce, continua o aspecto da lesdo inicial, porém ja
aparecem alteractes patolégicas nos fibroblastos com perda de coldgeno e o
infiltrado inflamatéric contém aproximadamente 75% de linfocitos. Isto indica
consisténcia com a imunopatologia mediada por células incluindo citotoxicidade
para fibroblastos e liberacéo de colagenase pelos macréfagos®.

Na les@o estabeiecida, continua a perda de colageno, ocorre um
infiltrado de células plasmaticas localizadas perivascularmente no fundo do
sulco, sugerindo uma doenca complexo-imune, com infiltragdo perivascular,
hipersensibilidade imediata e atividade de colagenase®.

Na lesdo avancada, ocorre nova perda de colageno, atividade
osteoclastica, no infitrado inflamatério predominam células plasmaticas
(algumas das quais se degenerando), linfocitos e macrofagos. Isto representa
doenga complexo-imune e imunidade mediada por células®.

O acumulo de células plasmaticas e linfocitos nos tecidos periodontais
sugere que as linfocinas participam na patologia da doenca periodontal, sendo
mais importantes as seguintes: fator de ativagio de macrofagos (FAM), fator de

inibicdo da migracdo do macrdfago (FIM), fator quimiotatico de derivagéo de
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leucécitos (FQL) e fator de atividade osteocldstica (FAQ), linfocinas estas
produzidas pelos linfocitos T “sensibilizados” apdés a segunda exposicio aos
antigenos®.

BEEN & ENGEL’, estudando o comportamento periodontal em pacientes
que receberam fransplantes de rim, em um intervalo de 9 meses,
recebendo drogas imunossupressivas como parte de seu tratamento
(azatioprine - Imuram e glucocorticosterdide - prednisone), obtiveram como
resultado, devido a administracdo dessas drogas, reducdo do nivel de
inflamacdo gengival na presenca de altos indices de placa bacteriana,
profundidade de sondagem ndo modificou significativamente no grupo de
transplantados nem no grupo conirole. Enquanto n&o-conclusivo, estes
achados suportam a hipétese de que a resposta inflamatéria do hospedeiro e a
responsabilidade imunolégica das bactérias da placa dental sdo o fatores

primarios na patogénese da doenca periodontal destrutiva em humanos.
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5.6 CICLOSPORINA COMO FARMACO

CICLOSPORINA - Ciclo (3- hidroxi - 4 metil - 2 (metilamino) - 8 - octenoil)
- L - 2 - aminobutiril - N - metilglicil - N - metil - L leucil - L - valil - N - metil - L -
leucil - L - alanil - D - alanil - N metil - L - leucil - N - metil -L - leucil - N - metil - L
- valif) .

Um endecapeptideo extraido dos fungos encontrados na terra,
TRICHODERMA POLYSPORUM E CYLINDOCARPOS LUCIDUM com efeitos
antifingicos e imunossupressores, freqlientemente utilizados para prevenir
rejeicdo de orgéos e tecidos transplantados.

De acordo com MEDLINE®, os nomes também utilizados s&o:
ciclosporin, ciclosporina-A, OL-27-400, sandimmun, sandimmune, ciclosporin-A,
-A, ciclosporina, OL 27 400.

Ciclosporina ¢ um potente agente imunossupressor qgue tem sido
utilizado particularmente no transplante de 6rgéaos. A unica ac¢do da droga &
seletiva nos linfocitos T, sem mielossupresséo, permitindo que outras células do
sistema imune permanegam intactas®.

Ciclosporina é lipolitica, moderadamente bem absorvida pelo intestino e
metabolizada pelo figado, a droga € nefrotéxica, hepatotdxica e neurotdxica,
também tem sido associada com hipertenséo, sindrome hemolitica-urémica,
hipertricoses, aumento da incidéncia de trombos intravascuiares, hiperplasia
gengival e desordens linfoproliferativas®.

Ciclosporina é um polipeptideo ciclico lipofilico, ¢ qual produz

dependéncia de calcio, especifica e reversivel, inibicdo da interleucina-2 e
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varias outras citocinas, mais notadamente nos linfocitos T-helper. Inibe a
ativagdo e ou maturagdo de varios tipos de células, incluindo aquelas
envolvidas na imunidade mediada por células. Entdo a ciclosporina tem
propriedades imunossupressivas e € utiizada na terapia da primeira linha de
defesa, na profilaxia e tratamento da rejeicdo de transplantes. Também é
utilizada em varios outros tipos de doenga, como por exemplo sindrome ocular
aguda de BEHCET'S, uveites enddgenas, psoriase, dermatites, artrite
reumatoide, doenca ativa de CROHN'S, sindrome nefrética, cirrose biliar
primaria®, diabetes mellitus tipo I, varias desordens autoimunes®. Sendo seus
efeitos colaterais mais evidentes: hipertricoses, hiperplasia gengival, efeitos
neurolégicos e gastrointestinal, porém podem ser diminuidos ou eliminados com
a reducao da dose, portanto seu efeito é dose dependente®.

Pacientes que recebem tratamento com ciclosporina visando sucesso no
transplante de O0rgdos apresentam o sistema imunolégico deficiente, estando
potencialmente propensos a adquirirem infeccbes oportunistas no periodo
pos-transplante®.

Desde a descoberta de sua propriedade imunossupressiva, varios
estudos tém mostrado que a droga tem uma agao seletiva nos linfocitos T, com
pequena ou nenhuma acéo nos linfécitos B."5%,

A farmacodindmica da ciclosporina envolve principaimente a resposta
das células T e o papel dessas células € sumariado a seguir:
(a) reconhecimento do antigeno como material estranho; (b) processamento
dos antigenos pelos macréfagos com a subseqliente producao e liberagéo das

células de interleucina 1 (IL1); (c) ativacdo da interleucina 1 (IL1) dos
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precursores citotoxicos dos linfocitos T, os quais adquirem receptores para
interleucina 2 (IL2), (d) ativacdo dos linfocitos T - helper com a produgdo e
liberagdo de interleucina 2 (IL2), as quais sdo acentuadas pela interleucina 1
(IL1); (e) a amplificagdo clonal da atividade citotéxica dos linfocitos T a qual
causa lise mediada por células e rejeicdo do enxerto; (f) ativacéo dos linfocitos
T supressores 0s guais podem modular estas respostas. A ciclosporina inibe
varios desses estagios, atuando tanto no nivel celular quanto molecular, sendo
esses efeitos dose dependente™®.

A ciclosporina, primeiramente utilizada como agente antifiingico, foi
descoberia por BOREL em (1972) nos laboratérios da Sandoz, e em (1976),
(1977), (1979), BOREL et al demonsttaram as caracteristicas
imunossupressivas desta droga trabalhando com véarios animais'™'2.

Com poucas excegdes, as tentativas atuais para influenciar a resposta
imune ainda se apdiam na exploragdo dos “efeitos colaterais” de drogas que
foram introduzidas originalmente para outras finalidades™.

A ciclosporina é uma proteina composta de 11 aminoacidos, tem um
peso molecuiar de 1202,6, muitos desses aminoacidos sdo N - metilados, e um
deles ndo se conhece existir em outro tecido biologico ou produto?*.

A ciclosporina tem uma vida média metabdlica de aproximadamente 4
horas, & metabolizada pelo figado em 14 metabolitos agora conhecidos, e 90%
desses sdo excretados pelo figado através da bile para as fezes, os restantes
10% séo excretados pela urina, € menos que 0,1% da ciclosporina é excretada
em forma de molécula ativa'®®, utilizando concentragbes de ciclosporina em

grupos de ratos que variavam de 10 a 30 mg/kg de peso, quanto ao
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crescimento geng'ival, avaliando histopatologicamente as dimensées gengivais,
concluiram que existe um efeito dose dependente na severidade do
crescimento gengival induzido por ciclosporina.

A DL 50 oral da ciclosporina é 2.3, 1.5 e 1.0 mg/Kg, para mice, ratos e
coelhos respectivamente®.

A droga suprime a funcdo linfocitica, sem interferir na capacidade de
migracéo e fagocitaria das células fagocitarias®™.

A ciclosporina € um poderoso inibidor das reacbes inflamatérias
imunomediadas e crénicas, mas ndo tem nenhum efeito nas inflamagdes
agudas™.

Dados experimentais indicam que a ciclosporina exerce um efeito
imunossupressivo seletivo no minimo de trés maneiras diferentes: 1*) inibindo a
ativacao da macrofase, interferindo com isso na sintese de interleucina 1 (I1L1);
2%) prevenindo a producdo de receptores de inferleucina 1 na superficie dos
linfocitos T - helper e a sintese de interleucina 2 (IL.2); 3*) prevenindo a
formacgéo de receptores de interleucina 2 nos linfécitos indiferenciados portanto
blogueando a producdo de mais linfocitos T helper, linfécitos T supressores e

linfocitos T killer®,

5.7 REABSORGAO OSSEA

A perda do osso alveolar € uma caracteristica fundamental na doenga

periodontal destrutiva (periodontite) & mais provavel que 0 0580 seja perdido
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basicamente em conseqiiéncia da atividade osteoclastica, mas pode resultar
também de atividade osteogénica reduzida ou prejudicada’™.

A fungdo do osteoclasto pode ser modulada por diversos fatores
derivados da microbiota da placa, células inflamatdrias ou nativa dos tecidos™®,

Uma das substancias mais importantes na fun¢éo do osteoclasto s&o as
prostaglandinas, PGE1 e PGE2. As prostaglandinas tém capacidade de mediar
a resposta inflamatéria aguda, modular a resposta imunoldgica, suprir a
atividade mitdtica, alterar a capacidade de sintese de diversas células,
supressdo da sintese e renovacdo de colageno e indugdo da reabsorcéao
bssea’”.

Estudos da ac¢do da ciclosporina no tecido gengival in vitro e in vivo
demonstraram uma reducéo na sintese de PGE2, demonstraram também que
essa diminuigdo na sintese é dose dependente®.

Também a interleucina 1 (IL1), produzida e liberada localmente na
doenca periodontal, em concenfragbes suficientes, pode também mediar a
inflamacéo tecidual e a reabsor¢o dssea, agindo de duas maneiras principais:
uma seria a inibicdo de sintese de prostaglandina E2 (PGE2), outra como
potente indutor de perda de calcio®.

Oufras substincias que participam do metabolismo 6sseo seriam as
linfocinas, sendo no caso, a principal a (FAQO) fator de ativacao de osteoclasto®.

Substancias de 3 tipos tém sido identificadas como indutoras da
reabsorcdo Ossea, in vitro: material microbianc da placa dental, substéncias
extraidas da gengiva e fatores gerados pela ativacdo do sistema

imunolégico™.
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MIYAUCHI et al®, sugeriram que a reabsorgdo 6ssea causada por
PGEZ é dependente da ativacdo e aumento de osteoclasios e é produzida
endogicamente pelas células do hospedeiro estimuladas pela endotoxina
bacteriana associada a placa dental, podendo ser um fator patogénico

importante na doenca periodontal.
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5.8 CICLOSPORINA X DOENCA PERIODONTAL

5.81 CRESCIMENTO GENGIVAL

ra

Um dos principais efeitos colaterais da ciclosporina é a hiperplasia
gengival. Estudos clinicos e de cultura de células sugerem que o mecanismo do
crescimento gengival & resultado de uma interagdo entre a droga e seus
metabdiitos com os fibroblastos gengivais suscetiveis e placa induzindo
inflamac#@o gengival parece aumentar esta interacéo. Esta alteragdo gengival é
reversivel com a cessacéo do uso da droga®.

O crescimentc gengival estd associado principalmente a 3 tipos de
droga: 1%} anticonvuicionante {fenitoina), 2*) blogueadores de canal de calcio
{nifedipina, verapamil, diatiazem) e 3*) imunossupressoras (ciclosporina)®.

A incidéncia do crescimento gengival em pacientes tratados com
ciclosporina tem sido reportada como variando de 10 a 70%°".

O crescimento gengival incluindo tanto o lado buco-lingual, mésio-distal e
vertical foram significativamente maiores com o aumento da dosagem de
ciclosporina®'.

Ha varias caracteristicas comuns na hiperplasia gengival induzida por
essas drogas: 1%) o crescimento gengival € mais visivel no lado bucal que no

lingual e menos severo na maxila que na mandibula. 2*) Uma vez alcangado
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um certo nivel na concentragéo sangiiinea, a incidéncia de aumento gengival &
de 100% e a severidade depende do nivel no sangue. 3*) A duracdo da
administracdo da droga para o maximo crescimento gengival é cerca de 40
dias. 4*) A hiperplasia gengival regride espontaneamente apds interromper o
uso da droga. 5* ) Acumulagéo de placa dental ndo é essencial para o infcio da
hiperplasia, mas desempenha um papel importante na severidade. 6% A
hiperplasia gengival & mais severa em jovens que em ratos adultos®.

A distribuicdo da hiperpiasia foi significativamente maior no lado bucal
que no lingual ou palatino, ndo existindo porém diferenga no crescimento
gengival entre a regido superior e a inferior. Essa diferenga foi associada ao
aumento dos niveis de placa®™.

DALEY et al.®, estudando 100 pacientes, ndo encontraram relacio
direta entre a dose oral ou a conceniracdo no soro de ciclosporina e a
severidade da hiperplasia gengival. A presenga de placa dental, sim, estava
relacionada com o aumento gengival.

Crescimento gengival ndo foi relacionado com a dosagem de
ciclosporina; pacientes recebendo ciclosporina ou uma associacdo de
ciclosporina com nifedipina, apresentavam aumento gengival e a severidade do
aumento gengival era maior em pacientes que recebiam a terapia combinada.
Os niveis de placa e inflamacio gengival parecem estar associados a este
fendmeno™.

SEYMOUR et al.¥!, estudando 27 pacientes que receberam transplantes
renais, divididos em 2 grupos: um recebeu instrugdes intensivas de higiene

oral, raspagem e aplainamento radicular e o outro nic. Ao final de 6 meses, ¢
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grupo que recebeu controle de placa e remogdo de irritantes locais teve algum
beneficio na satde gengival, porém essas medidas por si 6 nio foram eficazes
na prevengac da hiperplasia gengival em pacientes que receberam tratamento
com ciclosporina.

Na presenca de placa dental, foi encontrada uma correlagio entre
hiperplasia gengival, mas somente uma fraca correlacdo quanto a abundancia
de placa dental e severidade do aumento gengival. Em pacientes apés a
cessacao da terapia com ciclosporina de 1 a 18 meses, houve a reversdo da
hiperplasia gengival®.

SOMACARRERA et al®, estudando 100 pacientes que sofreram
transplantes de coragédo, figade e rim, sugerem que o fator basico que
influéncia a hiperplasia gengival é a concentragfo de ciclosporina no sangue,
seguido pelos niveis de placa dental e gengivite e que um programa de higiene
oral antes da cirurgia é recomendado.

Nao foi observado crescimento gengival em areas edéntulas. Baseado
nisto podemos concluir que a eliminacdo da placa dental &€ uma medida
importantissima na hiperplasia gengival induzida por ciclosporina e que o dente
e o periodonto tém uma significante importancia na patogénese da hiperplasia
gengival induzida por ciclosporina®.

ADACH]I et al', estudando ratos com 20 dias de idade, recebendo
ciclosporina e sendo alimentados com dieta n° 2.000, contendo 56% de
sacarose, encontraram um grande aumento gengival nos molares inferiores,
sendo este aumento mais evidente no lado bucal que lingual. Os animais

tratados com esse tipo de dieta mostraram escores significantemente maiores
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de crescimento da placa dental, entretanto a hiperplasia gengival provocada
pela ciclosporina foi pouco afetada por esse aumento nos escores de placa
dental.

KITAMURA et al®® estudando ratos SPF (specific pathogen-free),
recebendo ciclosporina e sendo alimentados com a dieta n® 2000, contendo
56% de sacarose encontraram marcante crescimento gengival na mandibula

dos ratos alimentados com esta dieta.

5.9 DOENGCA PERIODONTAL X IMUNOSSUPRESSAO EM RATOS

Em contraste com o homem que & uma espécie granulocitica, o rato é
predominantemente linfocitica®®. Entretanto, granulécitos considerados como
a 12 linha de defesa contra patégenos periodontais podem ser menos eficientes
no rato que no homem. A resposta imune, sendo uma resposta linfocitica, é
relativamente mais importante. Os 6rgéos linfaticos do rato incluem timo, baco,
nodulos linfaticos e nodulos de PEYER’S'™®*%* onde ha predominancia de sub-
populages de células B, T helper e T supressoras. No baco e nédulos
infaticos, as células B e T se agregam em compartimentos separados®4%, A
imunoglobulina sérica que predomina no rato é a IgG e a quantidade de IgM e
IgA & cerca de 10 vezes menor que a IgG*®". Na saliva do rato predomina IgG
e na do homem IgA™. Os ratos também expressam uma reacgéo imune tipica da
reagdo imune mediada por células®,

Achados imunoldgicos questionam se as reagfes imunes sdo protetivas,

mas insuficientes para a destruicao do tecido periodontal’’.
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Deficiéncia imunoldgica de finfécito T pode ser estudada em ratos
congenitalmente atimicos, ratos timectomizados ao nascer ou em ratos fratados
com ciclosporina, e a deficiéncia de linfécitos B pela indugéo de anti-igM®.

Achados periodoniais em ratos imunossuprimidos séo inconclusivos. Em
um estudo de severa e rapida perda 6ssea em ratos irradiados por todo o
corpo, o achado ndo € conclusivo porque nao inclui ratos livres de radiagéo
como controle®.

Achados em ratos linfécito T deficientes sdo conflitantes. Alguns
investigadores reportam que ratos linfécito T deficientes, desenvolveram mais
perda Gssea alveolar que ratos normais em resposta a flora mista®¥. Qutros
ndo reportam uma significante deficiéncia entre ratos linfocito T deficientes e
ratos normais*?. Esta discrepancia pode ser atribuida a diferenga entre os tipos
de ratos ou diferencas na sensibilidade dos métodos diagnésticos. Perda dssea
induzida por Actinobacilus actinomycefencomitans (a.a.) pode ser agravada
pela deficiéncia de células T, entretanto perda Ossea devido 4 Sfrepfococcus
sobrius, Actinomyces viscosus ou Porfiromona gengivalis ndo. A mensuragéo
de anticorpos especificos parece apoiar esta Ultima explica¢do, devido a ratos
timectomizados e normais produzirem aproximadamente a mesma quantidade
de anticorpos séricos indicando que a maior resposta dos anticorpos é timo-
independente. Ratos tratados com ciclosporina A e timectomizados tendem a
desenvolver titulos baixos de anticorpos comparados com ratos normais em
células T¥ '

FISCHER & KLINGE?, estudando clinica e histologicamente o efeito da

ciclosporina-A, na progressdo da doenca periodontal em furdes, utilizando os
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parametros clinicos: indice gengival, profundidade de sondagem da bolsa,
sondagem do nivel de insergdo e crescimento gengival, e histolégicos: distancia
entre a unido esmalte-cemento e a crista 6ssea alveolar e perda de inser¢éo do
tecido conjuntivo. Encontraram no grupo experimental um aumento significante
nas médias dos valores de profundidade de sondagem da bolsa e sondagem
do nivel de insercéo, crescimento gengival também foi notado. Os resultados
histologicos mostraram uma significante perda de insergao e reabsorcio éssea.

Estudos realizados em ratos deficientes em finfécitos B indicaram que a
redugao moderada temporaria no namero de células B, noc momenio da
infecgéo, agrava a perda Ossea periodontal. Estes resulfados podem indicar
que a deficiéncia de células B esta associada a progressdc da doenca
periodontal, entretanto ndo sabemos se a redugdo no nimero de céluias B
reduz também sua fungdc®.

Se a destruicdo vista na periodontite é causada principalmente pela
hiper-reacdo imunologica contra a bactéria periodontal, nés devemos esperar
gue a destruicdo seja menos pronunciada em animais com uma resposta
imunolégica reduzida®.

Experimentos em ratos imunocomprometidos indicam que a
imunossupresséo generalizada ou seletiva pode agravar a doenga periodontal.
Em particular, o estado imunoldgico do hospedeiro, no momento da infroducéo
dos patégenos periodontais, parece ser importante no desenvolvimento da
periodontite™.

Experimentos de imunizagdo em ratos indicam que a periodontite pode

ser prevenida pela imunizagdo contra os patégenos periodontais. Entretanto,
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experimentos também revelam que a imunizagdo em aiguns casos pode induzir
destruicdo periodontal. Para evitar tais efeitos adversos, é crucial que a via de
imunizacéo, tdo bem quanto a composicdo e dosagem da preparagéo do
antigeno seja selecionada com cuidado®,

LISTGARTEN et al.”, concluiram que o processo destrutivo em resposta
as bactérias gram-negativas pode ocorrer na auséncia de respostas imunes
mediada por células e suportam a proposicéo de IRVING et al.*, de que um
mecanismo mediado por endotoxina é o provavel componente na reabsorcéo
do osso.

Em nenhum caso, nas  experiéncias realizadas por
CRAWFORD et al?" % como também as realizadas por GUGGENHEIM &
SCHROEDER®, parece demonstrar que o sistema imunolégico do rato, quando
manipulado experimentaimente, pode modular a doenga e a caracteristica da
lesdo. Em ratos sensibilizados, as lesdes contém tanto um infiltrade linfocitario
quanto um infiltrado rico em plasmécitos, os quais sdo raros ou ausentes em
animais ndo-sensibilizados experimentalmente, mas infectados por bactérias
gram-positivas ou gram-negativas’ .

GUGGENHEIM et al¥, investigando se a imunossupressdo com
ciclosporina A tinha um efeito no estabelecimento e progressc da doenca
periodontal em ratos monoassociados com actinomyces viscosus Nyl. O
experimento contou com 2 tipos de tratamento, em 2 grupos de ratos isolados.
No 1°grupo, aiém de ciclosporina A, os animais receberam dieta n® 2000 com
56 % de sacarose; no 2° grupo (conirole), dieta 2000 sem ciclosporina A, placa

dental e osso alveolar foram avaliados. Concluiram que perda Gssea foi
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observada em ambos os grupos; investigagdes hematologicas e histologicas
revelaram minima diferenca entre os dois tratamentos e concluiram que a
doenga periodontal em ratos monoinfectados parece ser resultado de etiologia
multifatorial e ndo estar estritamente correlacionados com hipersensibilidade
célula T dependente.

Ciclosporina A € um potente inibidor da sintese de interleucina 2 (iL2)
pelo linfécito T helper, inibindo significativamente a perda éssea periodontal em
ratos LBNF 1 induzida por ligadura. COX et al.?, estudaram o papel da sintese
de interleucina 2 (IL 2) no desenvolvimento e progressdo da perda 6ssea
periodontal em ratos LBNF1 com ligadura. Quatro grupos de ratos, com ligadura
colocada no segundo molar superior esquerdo, por 29 dias, foram estudos:
GRUPO A recebeu diariamente ciclosporina A na concentragéo de 10 mg/kg
de peso corpbreo; GRUPO B recebeu constante administracdo subcutanea de
interleucina 2 (IL.2) purificada de rato; GRUPO C recebeu ambos ciclosporina A
e interleucina 2 (iL2); GRUPO D (controle) ndo recebeu nenhuma substancia.
No GRUPQ A houve inibigio da perda éssea, no GRUPO B ndo houve efeito
na perda 6ssea comparado com o controle, no GRUPO C demonstrou também
perda 6ssea com niveis nao diferentes do GRUPQO D (controle). Concluiram
gue a administragéo de interleucina 2 (IL2) reverte a inibicdo da perda o6ssea
produzida pela ciclosporina A. A fungado das células T, isto é IL2, parece ser
necessaria para a perda ossea.

Estudos demonstraram que ligaduras colocadas em torno dos segundos
molares superiores de ratos induzem significante  reabsorgéo oOssea.

Ciclosporina A {10mg/kg de peso), administrada diariamente durante o periodo
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em que a ligadura ficou colocada em ratos LBNF 1, inibiu o desenvolvimento de
perda 6ssea (93% de inibicdo). Este estudo foi desenvolvido para avaliar a
destruicdo periodontal induzida por ligadura em ratos, heterozigotos e
homozigotos, congenitalmente sem timo, os quais sdo deficientes em linfécitos
T funcionais, recebendo ciclosporina-A (10 mg/kg peso) clinicamente por
intubagdo gastrica. Ambos, ratos heterozigotos e ratos homozigotos,
apresentavam significante perda 6ssea em 7 dias, embora significantemente
menos que nos LBNF 1 com ligadura, demonstrando inibicdo de perda dssea
pela ciclosporina A. 16 ratos foram utilizados, em 8 deles foi colocado a ligadura
no segundo molar superior, metade de cada grupo, recebeu ciclosporina na
dosagem de 10 mg/kg., diariamente por infubagao gastrica. Foram sacrificados
apos 7 dias e a perda dssea mensurada. Ambos apresentavam significante
perda 6ssea, embora os com ligadura uma significante perda maior.

E possivel que a perda 6ssea induzida pela ligadura seja mediada por
outros mecanismos, que interieucina 2 (IL2), atividade de linfocitos T em ratos
ou que esta espécie seja resistente a pequenas doses de ciclosporina A"
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6. MATERIAIS E METODOS
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6.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Para a presente pesquisa foram utilizados 36 ratos machos (Raffus
Norvegicus, Albinus, Wistar, SPF), com peso inicialmente variando de 200 a
240 g e com aproximadamente 3 meses de idade, originarios do Centro de
Bioterismo-Unicamp. Durante os experimentos, os animais foram tratados
com racéo “Labina” (Purina) e dgua “ad libitum”, porém nos GRUPQOS i e I,
foi adicionada sacarose na proporgao de 20%. REBELLO™, para aumento
de placa supra gengival, durante os 15 dias iniciais do experimento.

6.2 SISTEMATIZACAO DA PESQUISA

Apés verificacdo das boas condigdes gengivais, os animais foram

divididos aleatoriamente em 3 (irés) grupos :

GRUPO | - Sacarose + irritante
PERIODOS EXPERIMENTAIS
10 20 30 dias

03 05 07 animais

GRUPO !l - Sacarose + irritante + ciclosporina
PERIODOS EXPERIMENTAIS

10 20 30 dias

03 06 07 animais

GRUPO lil - Agua + irritante
PERIODOS EXPERIMENTAIS
30 dias
05 animais
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6.3 INDUCAO DA DOENGA PERIODONTAL

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral a 10% (*), na
dosagem de 0,3 g/kg de peso corporal. Apds este procedimento, foi
colocado um fio de algodao de cor preta (**) ao nivel do sulco gengival do
1% molar inferior do lado esquerdo, (fig. 1) para atuar como irritante gengival

e favorecendo o acumulo de placa bacteriana, servindo o molar contra

lateral como controle””.

Figura1: Fio de algodao colocado ao nivel do sulco gengival

do 1°. molar inferior esquerdo

(*) - Quimibras - Industrias Quimicas S/A
(**) - Linhas marca circulo, tipo Cléa 125 - Industrias de Linhas Leopoldo Schmatz S/A
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6.4 DOSE DE CICLOSPORINA

A dose administrada foi de 10 mg/kg de peso corporal dia, injetada
subcutaneamente em uma Unica vez conforme descrito por SPOLIDORIOY .
Sendo que a ciclosporina utilizada (fig. 2), pertencia ao mesmo lote

de fabricacao, assim diluida, e calculada a dose:

concentracdo original - ampola de 50 mg/mi
diluicao 10 vezes { 9 ml de soro fisiologico

{ 1 ml de ciclosporina

CALCULO DA DOSE:

50mg - 10 ml 2ml - 1.000g
5mg - 1ml X - peso do animal
10mg - 2ml

base de calculo 0,5 ml para cada 250 g peso do animal.

Figura2: Farmaco utilizado.
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6.5 EXAME RADIOGRAFICO

6.5.1 OBTENGAO DAS RADIOGRAFIAS

Ap6s os periodos experimentais, os animais foram sacrificados por
inalacdo de éter etilico, suas mandibulas removidas, separadas na sinfese
mentoniana e fixadas em formol a 10%.

As hemi-mandibulas foram posicionadas com o lado lingual sobre
uma pelicula radiografica periapical Kodak, ultra speed, super poly, DF 58,
posicionadas com as cuspedes vestibulares e linguais no mesmo plano
horizontal.

O aparelho de Rx empregado nas tomadas radiograficas foi da marca
FUNK RX 10, 10 mA , 60 Kv, com exposi¢ao de 0,7 seg, utilizando o
método do paralelismo com o posicionador para peliculas tipo
HAN SHIM (*) (fig. 3)

No processamento utilizou-se revelador e fixador Kodak nos tempos

de 1,15 e 15 minutos respectivamente a uma temperatura de 25°C.

Figura 3: Posicionador para peliculas rad_i_ogréficas tipo HAN SHIM

(*) - Dental Sem Limites
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6.6 INTERPRETACAO DAS RADIOGRAFIAS

As radiografias assim obtidas foram escaneadas por um scanner
UMAX UC 1260, com adaptador para transparéncia, 2400 DPI (fig. 4), sendo
a imagem arquivada em disquete 1.44 MB HIGH DENSITY, marca TDK, por
meio de um computador POWER MACINTOSH 7100/66, SOFTWARE
ADOBE PHOTOSHOP 3.0 para POWER PC, arquivadas em extensdo TIF
para PC, resolugdo 340 DPI com uma ampliacao de 4 (quatro) vezes. As
interpretacdes das imagens radiograficas foram realizadas através de um
computador DX4 - 100 Mhz, 16 MB RAM, HARD DISK - 850 MB, gerando
extencdo TIF, por intermédio dos SOFTWARES, AutoCAD versdao 12 for
DOS (fig. 5) e CAD OVERLAY versao GSX 4.1 - numero de série 110-
108112.

Dentro do SOFTWARE AutoCAD Versdao 12 for MS-DOS, com o
aplicativo CAD OVERLAY, versdao GSX 4.1, a area inter-radicular foi
medida, por uma linha que iniciava no ponto A (por¢dao mais apical da raiz
mesial), percorria toda face distal da raiz mesial, contornava a bifurcacao,
indo de encontro ao ponto B (por¢do mais apical da raiz distal), percorrendo
a face mesial da raiz distal e fechando o poligono, retornava ao ponto A.

O osso remanescente, foi demarcado por uma outra linha, unindo os
pontos C e D (porcdo mais coronaria da crista 6ssea remanescente),
radiograficamente mais radiopaca, (pontos A, C, D e B).

Para a determinacdo da perda oOssea, foi subtraido do valor
encontrado para perda 6ssea total o encontrado no osso remanescente,
(fig. 6).

Estas mensuragdes foram realizadas 3 (irés) vezes para cada
interpretacao radiografica, expressas em mm® e em percentagem e obtidas

uma meédia.
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Figura 4: Scanner UMAX UC 1260, com adaptador para
transparéncia - 2.400 DPI.

E) Autodesk

Figura5: Software AutoCAD versao 12 for MS-DOS.



Figura 6:

Mensuracdo da area total inter-radicular e da perda 6ssea.
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7. RESULTADOS



7.1 APRESENTAGAO DE TABELAS E GRAFICOS

A tabela 1 mostra os dados obtidos da drea total inter-radicular
medida em mm? , nos grupos I, I e III; 10, 20 e 30 dias apés o inicio do
experimento.

Na tabela 2, estdo expressos os valores médios referentes & perda
dssea em mm° nos diferentes grupos e dias decorridos apés o inicio do
experimento.

A tabela 3 nos apresenta o percentual de perda nos grupos 1, Il e III
e 0s dias decorridos apés o inicio do experimento.

Com base nos dados das tabelas 1, 2 e 3, foram obtidas as meédias e
desvios padrao das médias da area total nos 10, 20 e 30 dias do inicio do
experimento, dos grupos I, II e III, expressos na tabela 4.

Na tabela 5, com os dados cobtidos na tabela 2, estdo representadas
as médias e erros padrao das medias da perda ¢sseanos grupos [, IleIll e
os dias decorridos apoés o inicio do experimento.

Na tabela 6, esta representado o percentual de perda bem como seus
respectivos erros padréo para cada grupo e os dias decorridos apds o inicio
do experimento.

Os graficos de barras 1,2 e 3 representam os resultados obtidos nas

tabelas 4, 5 e 6, respectivamente.
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O gréfico de barras n.° 1 representa as médias, em mm?, para a area
total inter-radicular segundo os grupos e os dias decorridos ap6s o inicio do
experimento.

Nos graficos n.® 2 e 3, estdo representadas as médias da perda
dssea, em mmy’, e percentagem de perda, respectivamente nos diferentes
grupos e dias decorridos durante o experimento. Os dados apresentados
nas tabelas 1, 2 e 3 foram submetidos a analise de varidncia. Os resultados
estdo apresentados nas tabelas 7, 8 e 9, respectivamente.

Os resultados das analises de varidncia podem ser observados nas
tabelas 1, 2 e 3. Foram calculados os coeficientes de variagéo para as trés
analises de variancia. Os resultados apresentados na tabela 10 permitem
afirmar que a variabilidade relativa é alta e, por essa razdo, ndo foi

detectada diferenca estatistica entre as médias.

Observacoes Clinicas:

Sendo um dos efeitos colaterais da ciclosporina 0 aumento gengival, ndo
pudemos constatar clinicamente a participagdo da ag¢do deste farmaco no

aumento gengival, tanto no lado controle como no lado teste.
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TABELA 1 - Valores médios de area total, em mm?, segundo o grupo e 0s

dias decorridos ap6s o inicio do experimento.

Dias decorridos: 10 20 30
GI 2,660 3,215 3,649
(IRR + SAC) 3,642 3,741 3,290
3,883 3,346 4,288
3,547 3,664
3,047 3,502
4,012
3,592
G1I 3,586 3,414 3,879
(IRR + SAC + 3,491 4173 3,475
DROGA) 2,789 4,035 3,713
3,612 4,335
3,257 4,159
3,529 4,234
3,698
Gl 3,695
{IRR + AGUA) 3,147
3,651
3,938
3,737
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TABELA 2 - Valores médios da perda 6ssea, em mm?, segundo o grupo e os

dias decorridos apés o inicio do experimento,

Dias decorridos: 10 20 30
GI 1,118 1,383 1,268
(IRR + SAC) 1,096 1,483 1,223
1,221 1,489 1,620
1,290 1,394
0,948 0,786
2,385
1,785
G1I 0,955 1,254 1,136
(IRR + SAC + 1,453 1,827 0,868
DROGA) 1,299 1,776 1,438
1,016 0,862
0,994 2,017
1,387 1,764
1,434
GIlI 1,335
(IRR + AGUA) 1,524
1,334
0,812
1,157
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TABELA 3 - Valores médios do percentual de perda 6ssea, segundo o grupo

e os dias decorridos apoés o inicio do experimento.

Dias decorridos: 10 20 30
Gl 42 030 43,017 34,749
(IRR + SAC) 30,093 39,641 37173
31,445 44 500 37,771
36,368 38,045
31,111 22,444
59,445
49,693
GII 26,631 36,731 29,285
(IRR + SAC + 41,621 43,781 24 978
DROGA) 46,575 44,014 38,728
28,128 19,884
30,518 48 497
39,302 41,662
38,777
GHI 36,128
(IRR + AGUA) 48 427
36,537
20,619
30,960
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TABELA 4 - Médias e erro padrao das médias, em mm?’, para a area total

segundo 0s grupos e os dias decorridos apés o inicio do experimento.

Dias decorridos: G1 Gil G
(IRR + SAC) (IRR + SAC (IRR + AGUA)
+ DROGA)
10 3,395 + 0,371 3,289 £ 0,251
20 3,379+ 0,122 3,670 £ 0,147
30 3,714 £0,126 3,928 + 0,121 3,634 +0,131

TABELA 5 - Médias e erro padrdo das médias, em mm? para a perda 6ssea

segundo os grupos e os dias decorridos apés o inicio do experimento.

Dias decorridos:  G1 Gl GII
(IRR + SAC) (IRR + SAC (IRR + AGUA)
+ DROGA)
10 1,145+ 0,038 1,236 £ 0,147
20 1,319+ 0,100 1,376 £ 0,148
30 1,494 + 0,191 1,360 £ 0,165 1,232 + 0,120
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TABELA 6 - Médias e erro padrio das médias, para percentual de perda

bssea, segundo os grupos e os dias decorridos apds o inicio do

experimento.
Dias decorridos: G1 GII G
(IRR + SAC) (IRR + SAC (IRR + AGUA)
+ DROGA)
10 345 * 3,77 38,3 + 6,00
20 38,9 + 2 41 371 £ 2,71
30 399+ 443 345 +£3,83 346 £ 450

TABELA 7 - Analise de variancia dos dados apresentados na tabela 1

Causas de variacdo: GL SQ QM F
Tratamento 6 1,5085 0,2514 1,92 ns
Residuo 29 3,7908 0,1307

Total 35 5,2093
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TABELA 8 - Analise de variancia dos dados apresentados na tabela 2.

Causas de variacao: GL SQ QM F
Tratamento 6 0,3839 0,0640 0,47 ns
Residuo 29 3,9564 0,1364

Total 35 4,3403

TABELA 9 - Analise de variancia dos dados apresentados na tabela 3.

Causas de variagéo: GL SQ QM F
Tratamento 6 173,3040 0,2514 1,92 ns
Residuo 29 2483,7270 0,1307

Total 35 2657,0310

TABELA 10 - Variabilidade relativa

Variavel cv

Area total 9,96%

Perda 45 14%

Percentual de perda 25,06%




mm?

Grafico 1: Médias para a area total, em mm2, segundo os
grupos e os dias decorridos apés o inicio do
experimento.
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Grafico 2: Médias para a perda dssea, em mm2, segundo os

grupos e os dias decorridos apoés o inicio do
experimento.
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Grafico 3: Médias, para percentual de perda, segundo os
grupos e os dias decorridos apds o inicio do
experimento.
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8. DISCUSSAQ
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Desde 20.000 a 30.000 anos a.C., existem achados de doenca
periodontal. Ha aproximadamente 4.000 anos a.C., as doengas periodontais
eram as mais comuns entre os egipcios™. Dentre essas doencas, as mais
comuns séo a gengivite e a periodontite, sendo a gengivite a lesdo inicial da
periodontite, e as circunstancias que envolvem a progressio de gengivite
em periodontite ainda néo séo totalmente conhecidas™.

Microorganismos presentes na placa bacteriana, em contato com ©
sulco gengival e no interior da bolsa, ou substincias derivadas deles
constituem o agente etiolégico extrinseco primario e possivelimente o (nico
participante na doenca periodontal inflamatéria periodontai™.

A periodontite € caracterizada pela destruicdo do osso alveolar, que
parece ser fundamentalmente conseqiéncia da atividade osteoclastica’.
Uma das substancias mais importantes na funcdo do osteoclasto é a
prostaglandina (PGE1 e PGE2), que tem a capacidade de mediar a resposta
inflamatéria aguda, modular a resposta imunolégica e indugdo da
reabsorgéo Ossea’”.

Estudos da a¢8o da ciclosporina no tecido gengival in vitro e in vivo
demonstraram uma redugéo na sintese de PGE2%.

A ciclosporina é um potente agente imunossupressor, seletivo para

linfécitos T, sem mielossupresséo, permitindo que outras células do sistema

imunoldgico permanegam intactas®.
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Desde a descoberta de sua propriedade imunossupressiva, varios
estudos tém demenstrado que a droga tem uma acgéo seletiva nos linfécitos
T, com pequena ou nenhuma agao nos linfécitos B."*%,

A importéncia dos linfécitos B na patogénese da doencga periodontal
foi demonstrada experimentalmente em ratos timectomizados, portanto
desprovidos de linfécito T, e com predominancia de linfécitos B, que
mostraram uma perda O0ssea aumentada. Em contraste, quando células T
preponderavam em ratos timectomizados, reconstituidos por injecdes de
células T, houve menor perda d6ssea. A doenca periodontal progressiva
parece, portanto, estar associada a lesdes mediadas por linfocitos B.%. Isto
estd em desacordo com os achados em nosso frabalho, pois quando
animais receberam ciclosporina, que € um imunossupressor seletivo para
linfécitos T, apresentaram menor perda Ossea, embora ndo detectada por
testes estatisticos.

LISTGARTEN et al.®™ concluiram que o processo destrutivo em
resposta as bactérias gram-negativas pode ocorrer na auséncia de resposta
imune mediada por células e suporta a proposicéo de IRVING et al.*, de
que um mecanismo mediado por endotoxina é o provavel componente na
reabsorcdo 6ssea. Na presente pesquisa, o processo imunoldgico mostrou
participar de alguma forma no grau de reabsorgéc ossea.

Neste trabalho foi adicionada sacarose na dieta dos animais, nos
primeiros 15 dias, nos grupos 1 e Il, para aumento de placa supra gengival™

similar ao realizado por GUGGENHEIM et al¥. Investigando se a
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imunossupressdo com ciclosporina A tinha um efeito no estabelecimento e
progresso da doenga periodontal em ratos monoassociados com
actinomyces viscosus, concluiram, através de investigagdes hematolégicas
e histolégicas, que a doenga periodontal em ratos monoinfectados parece
ser de etiologia multifatorial e ndo estar estritamente correlacionada com a
significancia da hipersensibilidade céluia T dependente. De acordo com o
resultado estatistico encontrado em nosso trabalho.

Sendo que a ciclosporina-A é um potente inibidor da sintese de
interleucina 2 (IL2) pelo linfocito T helper®™. Houve significativa reducao da
perda Ossea periodontal em ratos LBNF1 induzida por ligadura.
Concordando com os nossos achados. Estudos utilizando doses diarias de
ciclosporina A e ligaduras nos segundos molares superiores inibiram o
desenvolvimento da perda 6ssea em cerca de 93%. Ratos com doenga
periodontal induzida por ligadura e congenitaimente sem timo, portanto
deficientes em linfécitos T funcionais, apresentaram expressiva perda 6ssea
em 7 dias, embora significantemente menor que nos ratos com ligadura,
demonstrando inibigao da perda 6ssea pela ciclosporina-A'®, também indo
de encrontro com os resultados por nos encontrados.

FISCHER & KLINGE?®, estudaram furées, clinica e histologicamente,
usando ciciosporina - A, na mesma concentra¢do do nosso frabalho. Em 28
dias, encontraram clinicamente um aumento significante nas médias dos
valores de profundidade de sondagem de boisa, sondagem do nivel de

insergdo e crescimento gengival e histologicamente, uma significante perda
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de insercdo e reabsorcdo 6ssea. Esses achados discordam dos por nés
encontrados, porém foram realizados por parametros clinicos e histolégicos,
enquanto os nossos, por meio de radiografias.

Dentro da metodologia utilizada, ndo pudemos constatar aumento
gengival tanto no grupo teste quanto no controle, conforme citagses' "%,
Isto provavelmente devido ao tempo da pesquisa e dosagem utilizada.

O fato da participac@o da acéo da ciclosporina na redugéo da perda
dssea em animais de laboratério, através da supresséo do linfocito T, na
evolugao da doenca periodontal néo ter sido estatisticamente significante,

ndo descarta sua participagdo, em algum grau, nos mecanismos de

destruigéo periodontal.
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9. CONCLUSAO
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1 - O resuitado estatistico ndo mostrou diferencas significantes entre
médias de area total observadas nos grupos e nos tempos.

2 - Nao houve diferenga estatisticamente significante entre médias de
perda 6ssea nos grupos e nos tempos.

3 - Apesar da ac8o da ciclosporina na doenca periodontal néo ter
sido estatisticamente significante, mostrou diferengas radiograficas.
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10. SUMMARY
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Periodontal diseases are lesions which affect the protecting tissues
and support the teeth in their alveoli and they are main cause of teeth loss
after the age of 35. The oldest findings date from 20 to 30.000 b.C.

The total pathogenesis of the disease is still unknown:; however, one
of the main factors responsible for the destruction of the supporting
periodontal structures is the immunological system acting as the mediator of
the immunological reponse.

The effect of the cyclosporine, which is a selective immunosupressor
for lymphocytes T, on the evolution of the induced-periodontal disease in
rats; was assessed in this study, through radiography.

Thirty-six male rats (Raftus Norvegicus, Albinus, Wistar, SPF), ranging
initially from 200 to 240 gr. in weight and with approximately 2 months of
age, were used. The animals were devided in three groups: GROUP |
received sucrose and irritating; GROUP i received sucrose, irritating and
cyclosporine; GROUP 1l received water and irritating.

in the end of the experiment periods, the animals were sacrificed,
their jaws taken off, set apart in the menthonian synphesis, and then
radiographed. The radiographic images were interpretated in the computer
with software AutoCAD version 12 for MS-DOS with the application
programer CAD OVERLAY version GSX 4.1.

The results obtained showed a reduction of bone loss in GROUP 1,
when compared to the other two. Although it was not detected through
statistical tests, this fact does not discard the possibiiity that cyclosporine
may participate at some extent in the mechanisms of pericdontal destruction.

KEY WORDS: Cyclosporine - Bone Loss - Pericdontal Disease.
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