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Influência da imunossupressão pela Cicfosporina A sobre a carcinogênese pelo Óxido de Mtroquinolina em gengiva de 
ratas 

Resumo 

RESUMO 

A Ciclosporina A é uma droga imunossupressora seletiva para linfócitos 

T, sendo atualmente muito utilizada na prevenção da rejeição de transplantes de 

órgãos e de medula óssea. Apesar de aumentar significativamente a sobrevida 

dos pacientes que dela fazem uso, a Ciclosporina A apresenta diversos efeitos 

colaterais, como nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade, aumento 

gengiva! e há relatos de aumento na incidência de neoplasias malignas. O 

propósito do presente estudo foi avaliar a carcinogênese em gengiva de ratas 

tratadas diariamente com uma dose de Ciclosporina A de 1 O mg/kg de peso 

corporal por dia, portanto, imunossuprimidas, associada à aplicação tópica do 

carcinógeno óxido de nitroquinolina diluído até a concentração final de 0,5% em 

propilenoglicol no palato, por três vezes semanais, durante o período de 240 dias. 

As ratas foram divididas em quatro grupos: Controle, sem tratamento com as 

drogas; Ciclosporina A, onde foram tratadas somente com tal droga, Óxido de 

Nitroquinolina, também com tratamento somente com a droga, e Ciclosporina A + 

Óxido de Nitroquinolina, onde as drogas administradas associadamente. 

As mandíbulas das ratas foram analisadas macroscopicamente e 

microscopicamente. Macroscopicamente nos grupos Controle e tratados com 

Ciclosporina A somente, nenhuma alteração foi detectada. Nos grupos tratados 

com Ciclosporina A e Óxido de Nitroquinolina associados e com Óxido de 

Nitroquinolina somente, observaram-se alterações como aumento na rugosidade 

tecidual, áreas com coloração esbranquiçada, ulcerações. Microscopicamente 
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foram observadas nos mesmos grupos acantose e hiperqueratose, diversos graus 

de displasia epitelial e carcinoma. Porém, a imunossupressão não provocou 

aumento no número nem na severidade das lesões do grupo tratado com a 

associação das drogas quando comparado ao grupo tratado somente com Óxido 

de Nitroquinolina, levando à conclusão que a imunossupressão não aumenta a 

carcinogenicidade na gengiva das ratas. 
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ABSTRACT 

Cyclosporin A is an imunossupressant drug selective for T lymphocytes, 

used to prevent rejection of transplanted solid organs and bone marrow. Despite 

the significant increase in lifespam of their users, Cyclosporin A have severa I side 

effects, like nephrotoxicity, hepatotoxicity, neurotoxicity, gingival overgrowth and 

there are reports of increase in malign neoplasms incidence. The purpose of this 

study was evaluate the gingival carcinogenesis in female rats treated daily with a 

1 O mg/kg dose of Cyclosporin A, associated to topic application of the carcinogen 

nitroquinoline oxide diluted to the final concentration of 0,5% in propylenoglicol in 

palate, three times a week, during 240 days. Rats were divided in four groups: 

control, without any form of treatment; Cyclosporin A, treated with this drug only, 

Nitroquinoline Oxide, treated only with this drug; and Cyclosporin A + 

Nitroquinoline Oxide, where both drugs were administered associated. 

The mandibles of the rats were analysed macroscopically and 

microscopically. Macroscopically in groups control and Cyclosporin A, no 

alterations were observed. In groups treated with association of Cyclosporin A and 

Nitroquinoline Oxide, and with Nitroquinoline Oxide alone, were observed 

alterations like increase in tissue roughness, areas with white lesions, ulcers. 

Microscopically were observed in the same groups acantosis nad hyperqueratosis, 

several scores of epithelial dysplasia and carcinoma. However, the 

imunossupression did not increase the number or severity of the lesions in the 

group treated with association of drugs when compared to the group treated with 

3 
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Nitroquinoline Oxide alone. We concluded in the present work that 

imunossupression did not increase carcigenesis in female rats gingiva. 
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Influência da ímunossupressão pela Cíclosporina A sobre a carcinogênese pelo Óxido de Nitroquínolina em gengiva de 
ratas 

Introdução 

1. INTRODUÇÃO 

A Ciclosporina A (CsA) é uma droga com potente ação 

imunossupressora (BOREL & LAFFERTY, 1983; SEYMOUR & JACOBS, 1992). 

Seu principal emprego nos dias atuais é na profilaxia e tratamento da rejeição de 

órgãos alogênicos transplantados (VOLPE et ai., 1997; MYRILLAS et ai., 1999; 

NIEH et ai., 1999). 

Porém, a CsA pode apresentar efeitos colaterais, sendo os mais 

comuns a nefrotoxicidade e a hepatotoxicidade (CARP et ai., 1997; SEYMOUR et 

ai., 1997). No meio oral, o efeito colateral mais comum causado pela CsA é o 

aumento gengiva! (FU et ai., 1995). 

Em pacientes que fazem uso da CsA por longos períodos, relatos 

indicam maior susceptibilidade ao desenvolvimento de neoplasias malignas, 

principalmente linfomas, sarcoma de Kaposi, cânceres de pele e lábio, carcinoma 

escamoso de colo de útero, vulva e períneo (JACOBS et ai., 1981; BIRKELAND, 

1983; PENN, 1987). 

Na região de cabeça e pescoço, há relatos de sarcomas de Kaposi 

após infecção por CMV em gengiva de paciente que sofreu transplante de rim e foi 

tratado com CsA (SIEGAL et ai., 1990). Também foram relatados em pacientes 

imunossuprimidos pela CsA carcinoma de células escamosas principalmente no 

lábio inferior (REGEV et ai., 1992; THOMAS et ai., 1993), carcinoma de laringe 

(NAMYSLOWSKI et ai., 1994), adenocarcinoma localizado na mucosa bucal em 

paciente portador de psoríase (YAMAMOTO et ai., 1996). 

5 
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Introdução 

O objetivo do presente estudo foi verificar a influência da 

imunossupressão pela Ciclosporina A sobre a carcinogênese pelo óxido de 

nitroquinolina em gengivas de ratas. 

6 
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2- REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 - PERIODONTO 

O periodonto (peri = em torno de, odonto = dente) compreende os 

seguintes tecidos: 1) gengiva; 2) ligamento periodontal; 3) cemento radicular e 4) 

osso alveolar. A principal função do periodonto é inserir o elemento dental no 

tecido ósseo mandibular ou maxilar e manter a integridade da superfície 

mastigatória (LINDHE, 1999). 

Uma breve descrição da gengiva normal, que é o tecido periodontal 

focado neste estudo, será feita a seguir. 

2.1.1 GENGIVA HUMANA 

A gengiva estruturalmente compreende elementos teciduais epiteliais e 

conjuntivos, bem como vasos e nervos. Recobre a porção coronal do processo 

alveolar, passando sobre a crista do osso alveolar e septo interdental e circunda a 

porção cervical dos dentes. É dividida em gengiva inserida e gengiva marginal 

"livre". Esta última é composta de uma estreita faixa de tecido que segue o 

contorno dos dentes e da junção amelo-cementária. Em condições normais, esta 

porção de tecido não é propriamente 'livre', mas delicadamente inserida à 

superfície dental (esmalte ou cemento) e contém feixes de fibras conjuntivas que 

se inserem no cemento supra-alveolar e crista do osso alveolar. Apresenta-se 

8 
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mais pronunciada na face vestibular do que na face lingual quando analisada 

microscopicamente em corte vestíbulo-lingual. 

.G.S 
·G~ 

OE 

*c···~·····-·~···~·· SE O E 

4'-

M/1 

AB, osso alveolar; 
AC, crista alveolar; 
Ai\11, mucosa alveolar; 
AP, processo alveolar; 
CB, osso alveolar compacto; 
CEJ, junção amelo-cementária; 
CT, tecido conjuntivo; 
DEJ, junção esmalte- cemento; 
ES, espaço do esmalte; 
G, gengiva; 
GE, epitélio gengiva!; 
Gi\11, margem gengiva!; 
GS, sulco gengiva!; 
JE, epitélio juncional; 
MGJ, junção mucogengival; 
MS, espaço medular, 
OE, epitélio ora I; 
PDL, ligamento periodon!al; 
RCE, cemento radicular ; 
SE, epitélio sulcular. 

Figura 1: Ilustração das estruturas periodontais de um dente mandibular, próximo 

à região cervical do mesmo (LISTGARTEN, 1999).1 

'11 FF~igJ;u;-;;ra;-;ext;dra;:;;k;dl,;a-;dko~s;;i;tt;ehit;---:;~---:;;;;p~::J;;-;J;-;-;-;-;y-;-~;Q;;;;;-;J;-;-;;;;;;y-:;;;r;;;;-;-T;;;;---:;d e;-;a;:;;utorla de Max 
Ustgarten_ Site criado em 8 de maio de 1999, úttima revisão em 15 de janeiro de 
de 2002. Todos os direitos reservados ao autor. 

9 
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O epitélio juncional (sigla na figura: JE) é um colar com 

aproximadamente dois milímetros de largura ocluso-apical e se estende da junção 

amelo-cementária até a porção mais inferior do sulco gengiva I. O epitélio juncional 

forma e suporta a inserção epitelial e é contínuo ao epitélio sulcular na porção 

mais profunda do sulco. É do tipo escamoso estratificado não queratinizado, 

composto por duas camadas, a camada basal e suprabasal. Corresponde, em 

volume, a 4% da gengiva marginal "livre". 

O epitélio sulcular (SE) forma a parede lateral do sulco gengiva! e é 

contínuo com a porção mais oclusal do epitélio juncional. Estruturalmente, 

assemelha-se ao epitélio gengiva!. O epitélio sulcular tem aparência multicamada 

(estratificado) e é freqüentemente paraqueratinizado. Não há estrato córneo 

homogêneo. O epitélio sulcular é bem menos permeável do que o epitélio 

juncional e normalmente não é infiltrado por leucócitos. 

O epitélio gengiva! recobre as superfícies vestibular e lingual/palatina da 

gengiva alveolar e marginal, e a papila interdental. Tem espessura de 0,2 a 0,3 

milímetros e é composta de quatro camadas: estrato basal, estrato espinhoso, 

estrato granuloso e estrato córneo. Juntamente com o epitélio sulcular 

corresponde a 27% do volume da gengiva marginal "livre". 

O tecido conjuntivo (CT) é responsável por 69% (em volume) da 

gengiva marginal "livre". Aproximadamente 50 a 60% consistem de fibrilas 

colágenas, entre feixes de fibras. Este tecido fibroso e denso contém numerosas 

células, a maioria das quais fibroblastos. Também são observados na gengiva 

normal linfócitos, monócitos e macrófagos isolados, não em forma de infiltrado. 

lO 
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O tecido conjuntivo é reposto em alta taxa na gengiva, mais 

rapidamente do que no osso alveolar ou pele (SCHROEDER, 1991). 

2.1.2 GENGIVA DE RATOS 

O epitélio gengiva! de ratos é estratificado, escamoso queratinizado. 

Esta porção do epitélio corresponde ao epitélio gengiva! humano descrito 

anteriormente. 

Na gengiva marginal pode-se observar o epitélio sulcular, menos 

queratinizado quando comparado ao epitélio gengiva!, e o epitélio juncional, não 

queratinizado, também similar ao epitélio juncional da gengiva humana. 

A relação geral do epitélio oral, epitélio sulcular e epitélio juncional em 

ratos é similar àquela observada em humanos. Certas diferenças ocorrem no grau 

de queratinização do epitélio gengiva! e epitélio sulcular. O epitélio gengiva! em 

ratos parece ser mais queratinizado quando comparado ao epitélio gengiva! de 

humanos (LISTGARTEN, 1975). As similaridades anatômicas do periodonto de 

ratos quando comparados ao periodonto humano, somadas à fácil disponibilidade 

e manuseio fazem deste animal um dos mais adequados para estudos 

experimentais (NISHIKAWA, 1996). 

2.1.3 ALTERAÇÕES GENGIVAIS 

As alterações provocadas pela Ciclosporina A e pelo Óxido de 

Nitroquinolina nos tecidos gengivais de ratos serão abordadas nos respectivos 

capítulos. 

11 
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2.2- CICLOSPORINA A 

2.2.1 HISTÓRICO 

A Ciclosporina A (CsA), um undecapeptídeo cíclico lipofílico (fórmula: 

C62H111012. Peso Molecular = 1206,6 kDa) é resultante da fermentação dos 

produtos metabólicos de duas espécies fúngicas encontradas no solo, 

Trichoderma polysporium rifai e Cylindrocarpum lucidum (DALEY & WYSOCKI, 

1984). Foi descrita por BOREL na década de setenta (BOREL, 1976) e 

inicialmente empregada como agente antifúngico, porém suas atividades 

antibióticas foram consideradas restritas (MORRIS, 1981). Em seu estudo, BOREL 

descreveu o efeito imunossupressor seletivo da droga, levando a pesquisas sobre 

o seu uso no tratamento de desordens mediadas imunologicamente. Calne e 

colaboradores (1979) conduziram os primeiros estudos sobre os efeitos da CsA 

em humanos submetidos a transplante de rim. 

Após aprovação pelo Food and Drug Administration em 1985 

(STEINMULLER, 1985), tem sido empregada como principal imunossupressor em 

indivíduos órgão-transplantados. 

2.2.2 INDICAÇÕES TERAPÊUTICAS 

Após seu uso inicial como agente anti-fúngico (atualmente 

descontinuado), diversas pesquisas foram conduzidas no campo de emprego da 

CsA. Foram descritas atividades anti-parasitária, anti-vira!, anti-inflamatória, 

12 
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porém, devido à potente ação imunossupressora (BOREL & LAFFERTY, 1983; 

SEYMOUR & JACOBS, 1992), seu principal emprego nos dias atuais é na 

profilaxia e tratamento da rejeição de órgãos alogênicos transplantados (VOLPE et 

ai., 1997; MYRILLAS et ai., 1999; NIEH et ai., 1999), tanto transplante de órgãos 

sólidos como coração (HARDESTY et ai., 1983; KOBASHIGAWA, 1998), rim 

(HOLT, 2002), fígado (MOSER, 2002), pulmão (KAMHOLZ et ai., 1983), quanto na 

prevenção e tratamento da Doença do Enxerto contra o Hospedeiro (GVHD - sigla 

em Inglês: Graft versus Host Disease), que é a principal causa de morbidade entre 

os pacientes que sofreram Transplante de Medula óssea (SULLIVAN, 1999, 

JACOBSOHN & VOGELSANG, 2002). 

Também há relatos de tratamento pela CsA das seguintes condições: 

pênfigo e penfigóide (THIVOLET et ai., 1985; BARTHELEMY et ai., 1993), 

penfigóide cicatricial ocular (PALESTINE et ai., 1984), dermatite atópica (VAN 

JOOST et ai., 1987), dermatomiosite (EJSTRUT, 1986), lúpus eritematoso 

sistêmico (FEUTREN et ai., 1986; JAMES et ai., 1998), esclerose múltipla 

(MERTIN et ai., 1980; JAMES et ai., 1998), diabetes melitus tipo I (STILLER et ai., 

1983), doença de Behçet (NUSSENBLATT et ai., 1985), alopecia areata (PARODI 

et ai., 1987), pioderma gangrenoso (ELGART et ai., 1991; CARP et ai., 1997; 

HUGHES et ai., 2000), micose fungóide (JENSEN et ai., 1987; KEMME et ai., 

1992), síndrome de Sézary (KEMME et ai., 1992), esquistossomose (BUEDING et 

ai., 1981), malária (THOMMEN, 1981), colite ulcerativa (GUPTA et ai., 1984), 

sarcoidose pulmonar (REBUCK et ai., 1984), asma (SUGANO et ai., 1998), artrite 

reumatóide (MULLER et ai., 1979), líquen plano oral (EISEN et ai., 1990; 

13 



Influência da imunossupressão pela Cicfosporina A sobre a carcinogênese pelo Óxido de Nitroquinolina em gengiva de 
ratas 

Revisão de Literatura 

HARPENAU et ai., 1995; JAMES et ai., 1998), citopenia associada à leucemia 

linfocítica crônica (CORTES et ai., 2001), mieloma múltiplo (WIERNIK et ai., 1994), 

miastenia severa (GOULON et ai., 1989), piodermatite-pioestomatite vegetante 

(BRINKMEIER et ai., 2001). 

2.2.3 MECANISMO DE AÇÃO DA CSA 

A CsA exerce atividade imunossupressora inibindo linfócitos T (CD4+) 

de maneira aparentemente seletiva (YAMADA et ai., 1992) com pouca ou 

nenhuma ação na resposta humoral mediada por linfócitos B (SEYMOUR & 

JACOBS, 1992). 

O mecanismo molecular de ação da CsA se baseia na ligação da droga 

à ciclofilina - uma proteína intracelular de ligação da família das imunofilinas. A 

formação do complexo CsA:Ciclofilina se liga à calcineurina, bloqueando sua 

propriedade de ativar a família de Fatores nucleares de Células T Ativadas 

(NFATc). As NFATc após ativação no citoplasma, migram para o núcleo onde 

regulam a transcrição de genes de citocinas que normalmente estimulam a 

resposta imune. Porém, como tal fator de transcrição não foi ativado em 

decorrência da inibição por competição da CsA, a produção de citocinas fica 

inibida (CLIPSTONE et ai., 1992; JANEWAY et ai., 2001). 
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2.2.4 ABSORÇÃO E METABOLISMO 

A absorção da CsA quando administrada por via oral em humanos 

ocorre parcialmente no trato gastrointestinal (GURECKI e col, 1985). A droga é 

encontrada no sangue ligada a células e lipoproteínas, sendo 50% nos eritrócitos, 

40% no plasma e 10% nos leucócitos (BUONPANE, 1990). Uma vez que a CsA 

permanece armazenada em adipócitos e em órgãos como o fígado, pulmão, baço 

e linfonodos (ATKINSON et ai., 1982), uma lenta redistribuição sangüínea ocorre 

após a cessação da administração da droga, mantendo uma baixa concentração 

sérica da droga por algum tempo. 

A metabolização da CsA ocorre no fígado através de isoenzimas do 

citocromo P-450 (KAHAN, 1989), sendo o metabolismo semelhante em humanos, 

cães, coelhos e ratos (MAURER et ai., 1984). A CsA pode ser degradada em 14 

metabólitos diferentes, com atividade imunossupressora substancialmente menor 

do que a forma nativa da droga, porém tais metabólitos apresentam efeitos tóxicos 

(KAHAN, 1989). O fígado é responsável pela excreção de 90% da CsA através da 

bile para as fezes, os 10% restantes são excretados pela urina (SEYMOUR & 

JACOBS, 1992). 

2.2.5 VIAS DE ADMINISTRAÇÃO E POSOLOGIA 

A CsA pode ser administrada por via oral, intramuscular, intravenosa, 

intraperitonial ou subcutânea. O pico de concentração plasmática da droga ocorre, 

em humanos, entre 2 a 6 horas após a administração por via oral (KEOWN et ai., 

1982). Estudos in vitro e in vivo de KEOWN e colaboradores (1981) relataram que 
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uma dose inicial de CsA que proporcionasse níveis séricos entre 100 e 400 ng/ml 

seria efetiva na obtenção de imunossupressão sem causar efeitos colaterais 

intensos. 

A via de administração subcutânea é a que apresenta maiores 

vantagens em ratos, por não requerer anestesia, ser bem tolerada pelo animal e 

permitir níveis plasmáticos adequados e uniformes da droga, que são obtidos com 

a administração de cerca de 10 mg/kg/dia de CsA (WASSEF et ai, 1985). 

2.2.6 EFEITOS COLATERAIS 

A CsA pode apresentar efeitos colaterais, sendo os órgãos mais 

acometidos o rim e o fígado (CARP et ai., 1997; SEYMOUR et ai., 1997). 

A ação da CsA sobre o rim a longo prazo pode provocar hipertensão 

renal, lipidemia e fibrose intersticial (MATHIESON, 2000). Tais efeitos colaterais 

são reversíveis com uma diminuição na dose da droga. 

A CsA pode gerar espécies reativas de oxigênio e causar a peroxidação 

de lipídeos, que estão diretamente envolvidas na hepatotoxicidade pela droga 

(ANDRES et ai., 2002). 

Além dos rins e fígado, a CsA pode ser também neurotóxica. Os efeitos 

da CsA sobre o sistema neurológico podem ocasionar tremor, agitação, insônia, 

ansiedade, cefaléia, amnésia, confusão, parestesia, desmaios, fraqueza motora e 

ataxia (GIJTENBEEK et ai., 1999). 
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Outros relatos de efeitos colaterais da CsA foram: hipertensão arterial, 

fadiga, anemia, hiperuricemia, hirsutismo, hipercalcemia, mialgia (PALESTINE et 

ai., 1984; VON GRAFFENRIED et ai., 1986). 

Além dos relatos acima, pacientes que fazem uso da CsA apresentam 

maior risco de desenvolver infecções oportunistas causadas por Citomegalovírus 

(CMV), Pneumoystis carinii, Candida sp. (MIN et ai., 1991). 

No meio oral, há presença de infecções fúngicas e virais, sendo a 

candidose a infecção fúngica que mais acomete pacientes imunossuprimidos pela 

CsA. KING et ai. (1994) relataram que 10,1% dos pacientes tratados com CsA 

apresentaram infecção por Candida. Já as infecções virais mais freqüentes 

observadas em pacientes em tratamento com CsA são as causadas pelo CMV, e 

pelo Vírus da Herpes Simples (HSV) (JOHN et ai., 1994; ODOM, 1994; 

SEYMOUR et ai., 1997). 

Há relato de leucoplasia pilosa em 11 ,3% dos pacientes que sofreram 

transplantes de rim e terapia com CsA (KING et ai., 1994). 

Porém, no meio oral, o efeito colateral mais comum causado pela CsA é 

o aumento gengiva!. Acomete entre 25 a 80 % dos pacientes em tratamento 

(ROSS ET AL., 1989; McGAW et ai., 1988; DELILIERS et ai., 1986; FU et ai., 

1995). A dosagem sérica necessária para provocar aumento gengiva! parece estar 

em torno de 170 a 200 ng/ml (ROSS et ai., 1989), embora alguns autores não 

tenham encontrado correlação entre dosagem de CsA e aumento gengiva! 

(SEYMOUR & SMITH, 1991; WYSOCKI et ai., 1983), além do fato de haver ampla 
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variação na susceptibilidade individual e nos aspectos clínicos do crescimento 

gengiva I. 

Em humanos, os aumentos gengivais acometem mais crianças que 

adultos. (ALLMAN et ai., 1994, KARPINIA et ai., 1996, KILPATRICK et ai., 1997, 

LOWRY et ai., 1995). Em ratos, tal observação se repete, os aumentos gengivais 

são mais pronunciados em animais jovens do que em animais adultos 

(NISHIKAWA et ai., 1996). 

O mecanismo de ação da CsA que causa o aumento gengiva! ainda 

permanece obscuro. Diversos autores sugerem que o aumento gengiva! seja 

induzido por um aumento na quantidade de fibras colágenas no tecido conjuntivo 

gengiva! (RATEITSCHAK-PLÜSS et ai., 1983; WYSOCKI et ai., 1983; DELILIERS 

et ai., 1986; BONNAURE-MALLET et ai., 1995). Outros sugerem que o aumento 

gengiva! ocorra devido à proliferação epitelial, e não em decorrência do aumento 

na produção de colágeno (PISANTY et ai., 1990). 

Recentemente, tem sido dada atenção ao papel dos fatores de 

crescimento na indução do crescimento gengiva! induzido por drogas. Dentre tais 

fatores, o Fator de Crescimento Epitelial (EGF) e o Fator de Crescimento 

Transformante (TGF) parecem estar envolvidos no mecanismo de aumento de 

volume gengiva! induzido por drogas (GAME et ai., 1990; BOL TCHI et ai., 1999; 

BUDUNELI et ai., 2001). Em análise de biópsias de pacientes transplantados, 

imunossuprimidos pela CsA e com aumento gengiva!, BUDUNELI et ai. (2001) 

detectaram, através de imunohistoquímica, um aumento nos receptores para EGF 

no epitélio gengival destes pacientes, aventando através destes resultados a 
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hipótese de que a expressão elevada de receptores para EGF poderia ser 

relevante para a patogênese do crescimento gengiva! induzido pela CsA. Da 

mesma forma, SHIN et ai. (1998) relataram estimulação da expressão de TGF in 

vivo em humanos induzida pela CsA. COTRIM et ai. (2002), descreveram também 

que a CsA estimulou a expressão e produção de TGF-~ 1, sugerindo que tal fator 

de crescimento pudesse contribuir de maneira autócrina para uma redução na 

atividade proteolítica dos fibroblastos gengivais humanos. 

Em pacientes que fazem uso da CsA por longos períodos, parece haver 

maior susceptibilidade ao desenvolvimento de neoplasias malignas. OLIVARI et ai. 

(1990) relataram incidência de malignidades em 8% dos pacientes que sofreram 

transplante cardíaco e foram tratados com CsA. Já MILAHOV et ai. (1996) 

relataram incidência de malignidades em 15,6% dos pacientes que receberam 

transplantes de órgãos sólidos e em estado de imunossupressão pela CsA. 

As neoplasias malignas mais observadas em pacientes transplantados 

e imunossuprimidos pela CsA são as seguintes: linfomas, sarcoma de Kaposi, 

cânceres de pele e lábio, carcinoma escamoso de colo de útero, vulva e períneo 

(JACOBS et ai., 1981; BIRKELAND, 1983; PENN, 1987). 

Na região de cabeça e pescoço, há relatos de sarcomas de Kaposi 

após infecção por CMV em gengiva de paciente que sofreu transplante de rim e foi 

tratado com CsA (SIEGAL et ai., 1990). Também foram relatados em pacientes 

imunossuprimidos pela CsA carcinoma de células escamosas principalmente no 

lábio inferior (REGEV et ai., 1992; THOMAS et ai., 1993), carcinoma de laringe 
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(NAMYSLOWSKI et ai., 1994), adenocarcinoma localizado na mucosa bucal em 

paciente portador de psoríase (YAMAMOTO et ai., 1996). 

De fato, as neoplasias malignas de modo geral são responsáveis por 30 

a 40 % do total de pacientes transplantados que vêm a óbito (TANAKA te ai., 

2002). A alta taxa de incidência de neoplasias parece dever-se à debilidade do 

sistema imunológico do receptor, neste estado devido à terapia imunossupressora. 

Tal debilidade causaria a falha na detecção e resposta a proteínas associadas 

especificamente com as neoplasias malignas (NABEL, 1999). 

HOJO et ai. (1999) relataram que células de adenocarcinoma pulmonar 

tratadas in vitro pela CsA dividiram-se mais facilmente, mostraram mudanças 

morfológicas, mobilidade aumentada e possibilidade de crescimento sem 

necessitarem de ancoragem a superfície sólida. Sugeriram que a CsA promoveria 

crescimento tumoral por um mecanismo autônomo-celular, independente dos 

efeitos da droga sobre o sistema imunológico, através da indução da síntese do 

Fator de Crescimento Transformador (TGF-1)). 

O papel da CsA na indução e progressão de neoplasias malignas 

permanece controverso. Parece haver consenso nas possíveis propriedades de 

indução de malignidade a algumas linhagens celulares, porém não é certo se esta 

indução ocorre a células pré-cancerosas ou se há conversão de células sadias a 

um estado canceroso. 

Na literatura, existem poucos relatos de casos clínicos de neoplasias 

malignas em boca associadas a CsA, alguns citados anteriormente. Porém, 
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nenhum estudo dos efeitos do uso de longo termo da droga sobre a prevalência 

de neoplasias malignas em meio oral foi realizado. 

2.3- CARCINOGÊNESE BUCAL EXPERIMENTAL 

2.3.1 HISTÓRICO DA CARCINOGÊNESE EXPERIMENTAL 

As primeiras observações sobre carcinogênese química foram feitas por 

Sir Percival Pott, que relatou câncer de escroto em limpadores de chaminé, 

ambiente repleto de fuligem. Tal relato estimulou a avaliação da potencialidade 

carcinogênica dos hidrocarbonetos sobre o câncer de pele em animais 

experimentais. Surgia assim a carcinogênese química experimental, cujo objetivo 

é investigar mecanismos carcinogênicos, prevenir danos causados por 

substâncias químicas comumente utilizadas e prover modelos animais para 

pesquisa no tratamento de câncer. Um modelo de câncer oral pode ser usado 

para estudar a patogênese, para avaliar critérios diagnósticos e prognósticos e 

pesquisar novas modalidades de tratamento (NAUTA et ai., 1995). 

Após os relatos pioneiros de Sir Pott, BONNE (1925) observou em 

camundongos tratados com alcatrão na pele a presença de papilomas na boca e 

estômago, devido à ingestão do carcinógeno durante o ato de lamber-se. 

2.3.2 DIMETILBENZANTRACENO (DMBA) 

O primeiro modelo de carcinogênese bucal em animais usado com 

sucesso foi descrito por SALLEY em 1954, que consistia na aplicação de um 
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hidrocarboneto policíclico aromático - o dimetilbenzantraceno (DMBA) a 0,5%, 

diluído em acetona, na bolsa da bochecha de hamster. Tal modelo provocou a 

formação de alterações epiteliais progressivas, como hiperplasia epitelial, 

papiloma, carcinoma in situ e carcinoma espinocelular. Apesar de tal modelo 

sofrer algumas críticas por a bolsa da bochecha de hamster ter estrutura diferente 

da mucosa bucal humana, tem sido utilizado por muitos autores (FUJITA et ai., 

1973; HASSAN et ai., 1985). 

2.3.3 ÓXIDO DE NITROQUINOLINA (4-NQO) 

O Óxido de nitroquinolina (4-NQO) é outro potente agente 

carcinogênico, que juntamente com o DMBA na bolsa da bochecha de hamster é o 

modelo mais utilizado para o estudo da carcinogênese bucal em animais de 

experimentação. Foi sintetizado em 1943 por OCHIAI e colaboradores a partir de 

uma quinolina que reage com peróxido de hidrogênio, incorporando um radical 

nitro (NAKAHARA et ai., 1957). O 4-NQO é convertido in vivo para 4-

hidroxiaminoquinolina 1-óxido (4HAQO) e em seguida convertida em um 

metabólito altamente reativo, o seril -4HAQO (SUGIMURA et ai., 1966). Este 

metabólito formado liga-se covalentemente ao DNA nuclear induzindo mutações 

em bases nitrogenadas, deleções, conversões genéticas e aberrações 

cromossômicas, além de quebras e trocas de cromatina (KAWAZOE et ai., 1970; 

NAGAO & SUGIMURA, 1976). 
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NAKAHARA et ai. (1957) induziram câncer de pele em camundongos 

pincelados com 4-NQO. FUJINO et ai. (1965) induziram, através da aplicação de 

4-NQO em lábio de hamsters, carcinomas de lábio e de língua. 

Porém, o 4-NQO como modelo experimental de carcinogênese bucal 

tornou-se mais utilizado quando WALLENIUS & LEKHOLM em 1973 empregaram 

o 4-NQO diluído a 0,5% em propilenoglicol na boca de ratos. 

2.3.3.1 MÉTODOS DE APLICAÇÃO 

FUJINO et al.(1965) aplicaram o 4NQO no lábio de camundongos 

diluído a 0,25% em benzeno. Obtiveram resultados em 50% dos ratos tratados, 

após seis meses ou mais. A diluição em benzeno foi substituída algum tempo 

depois pelo preparo do 4NQO diluído a 0,5% em propilenoglicol, por WALLENIUS 

& LEKHOLM (1973), que aplicaram a solução três vezes por semana no palato 

com um pincel número 2. 

Dilui-se também o 4NQO em água morna até se obter uma 

concentração de 0,001% (KITANO et ai., 1992). 

De acordo com as observações de SVENSSON & HEIDEN (1982) e 

STEIDLER & READE (1984), o período de aplicação, assim como a concentração 

do 4NQO influem modificando a quantidade e o tempo de aparecimento das 

lesões, sendo a incidência de carcinomas proporcional ao tempo de aplicação do 

agente carcinogênico. 
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2.3.3.2 LESÕES CAUSADAS PELO 4NQO EM BOCA 

Ambos os métodos de administração do carcinógeno 4NQO nos ratos 

induzem hiperplasias, hiperqueratoses, leucoplasias, papilomas, displasias e 

carcinoma "in situ" no palato, língua e mandíbula (SANTOS, 1999). 

Há poucos trabalhos na literatura abordando os efeitos do carcinógeno 

4NQO sobre os tecidos gengivais. Tais relatos se atém à descrição dos aspectos 

macroscópicos, sem abordarem a histopatologia das lesões macroscópicas. 

WALLENIUS & LEKHOLM (1973) relataram lesões em gengiva inferior em três 

ratos dos treze tratados com 4NQO por sete meses. Já em outros locais, 

obtiveram maiores porcentagens de lesões, sendo 100% de presença de lesões 

em palato e 75% de lesões na língua. OHNE et ai. (1981) relataram indução de 

Carcinoma Espino Celular após 7 meses de tratamento em todos os 19 ratos 

tratados, sendo que 18 ratos apresentaram lesões em língua, 15 no palato duro, 4 

no palato mole, dois na mucosa jugal e três ratos apresentaram lesões na 

gengiva, sendo duas destas lesões ulceradas. 
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3- MATERIAL E MÉTODOS 

3.1- ANIMAIS 

Para o presente estudo foram utilizadas 70 ratas (Ratus norvergicus 

albinus, Wistar), jovens, pesando de 100 - 150g, tratadas com água e ração "ad 

/ibitum". As ratas foram mantidas em caixas plásticas e divididas aleatoriamente 

em 4 grupos e submetidas aos tratamentos mostrados na tabela 1. 

Tabela 1- Distribuição do número total de ratas nos grupos controle, tratadas com CsA ou com 
NQO e tratadas com NQO+CsA. 

Grupos 
n 

70 

Controle 

12 

CsA 

14 

NQO NQO+CsA 

11 33 

Durante todo o período experimental as ratas foram pesadas 

semanalmente. 

3.2- CICLOSPORINA A (CSA) 

A Ciclosporina A' armazenada em ampolas para infusão intravenosa, 

na concentração de 50 mg/ml, foi diluída em solução autoclavada de NaCI (0,9%) 

até a concentração final de 1 O mg/ml. A solução de CsA foi administrada nos 

animais dos grupos CsA e 4NQO+ CsA, na concentração de 1 Omg/Kg de peso 

* Sandimmun (NOVARTIS) 
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corporal/dia, por via subcutânea (WASSEF et ai., 1985) durante todo o período 

experimental (240 dias). 

3.3- ÓXIDO DE NITROQUINOLINA (4NQO) 

O Óxido de Nitroquinolina (4NQO)* diluído até a concentração final de 

0,5% em propilenoglicol foi pincelado no palato das ratas, não anestesiadas, com 

auxílio de uma pinça anatômica e pincel no 04, três vezes por semana, em dias 

alternados, após 8 dias do início da administração da CsA. A aplicação foi feita 

com único movimento, da região posterior para a anterior do palato. Estima-se que 

a quantidade do carcinógeno aplicado seja de 14 flg ( FISKER et ai., 1990). Após 

cada aplicação do carcinógeno, os animais eram privados de água por 2 horas. 

Os procedimentos de aplicação foram realizados sempre por duas 

pessoas, uma segurando cuidadosamente o animal não anestesiado, e a outra 

abrindo a boca da rata e pincelando a droga. Procedimentos adicionais de controle 

de contaminação foram adotados visto que a droga é um potente carcinógeno. As 

bancadas utilizadas eram sempre forradas com papel e o mesmo descartado em 

lixo hospitalar contaminado. 

Decorridos 240 dias (08 meses) do início do experimento, período em 

que se verificou o aparecimento de lesões intrabucais, os animais foram 

sacrificados com injeção letal de anestésico •. A mandíbula foi retirada, e as peças 

* 4-nitroquinoline-1-óxido (Sigma) 

• FrancotarNyrbaxyl- quetamina/cloridrato de xilazina (Virbac) 
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foram fixadas em formo! tamponado (pH 7,4) a 10%. Os animais que foram a óbito 

antes do período estipulado de 240 dias não foram utilizados neste experimento. 

3.4- OBSERVAÇÕES MACROSCÓPICAS 

As peças retiradas das ratas foram analisadas e fotografadas em lupa 

estereoscópica Zeiss e a seguir foi feita a descrição macroscópica das lesões e 

anormalidades observadas na gengiva mandibular esquerda e direita, seguindo 

alguns critérios listados no quadro 1. 

Quadro 1- Critérios de avaliação macroscópica das lesões presentes na qenqiva das ratas 
1- Aumento Gengiva! 
2- Aumento na Rugosidade Tecidual 
3- Presença de lesão branca 

As peças com presença de "aumento gengiva!" foram classificadas 

como tal ao apresentarem aspecto de aumento volumétrico da gengiva sobre a 

coroa, em qualquer grau. 

Mandíbulas com presença de aumento na rugosidade tecidual foram 

avaliadas como tal ao apresentarem irregularidades teciduais de forma ou 

contorno, sem alteração na coloração. 

As lesões brancas foram assim classificadas quando as peças 

apresentavam regiões irregulares com superfícies esbranquiçadas e levemente 

opacas. 
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3.5- OBSERVAÇÕES MICROSCÓPICAS 

Após a avaliação macroscópica, as peças foram cuidadosamente 

reduzidas em hemi-mandíbulas com auxílio de lupa respeitando a localização das 

lesões e seus fragmentos foram processados para a inclusão em parafina. Foram 

realizados cortes de 4 1-lm de espessura, montados sobre lâminas silanizadas. Os 

cortes foram corados com Hematoxilina/ Eosina para avaliação histomorfológica .. 

A análise descritiva dos padrões morfológicos dos tecidos gengivais foi 

realizada em microscopia de luz transmitida comumente. De acordo com os 

achados histológicos, as lesões foram classificadas segundo os critérios utilizados 

na Quadro 2. 

Quadro 2. Critérios de classificação microscópica das alterações presentes nas gengivas das ratas 
de todos os grupos. 

1- acantose 
2- hiperqueratose 
3- displasia leve 
4- displasia moderada 
5- displasia severa 
6- carcinoma espino celular 

Nas regiões que apresentaram displasias, foram adotados os critérios 

de SMITH & PINDBORG (1969) para avaliação. 

As alterações do epitélio displásico avaliadas foram: cristas 

interpapilares bulbosas ou em forma de gota, perda de polaridade das células 

basais, estratificação irregular do epitélio, queratinização de células individuais ou 

grupos de células da camada espinhosa e perda de coesão celular típica. As 

alterações das células displásicas avaliadas também seguiram os critérios de 

SMITH & PINDBORG (1969): núcleos grandes e proeminentes, relação 
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núcleo/citoplasma aumentada, núcleos hipercromáticos, pleomorfismo celular, 

aumento na atividade mitótica, presença de mitoses atípicas. 

Na presença de tais alterações, era realizada a classificação quanto á 

intensidade displásica de acordo com os critérios propostos por VAN DER WAAL 

(1997): 

• Displasia leve: alterações limitadas á porção basal e parabasal do epitélio. 

• Displasia moderada: presença de alterações desde a camada basal até a 

porção média da camada espinhosa. 

• Displasia severa: apresenta alterações desde a camada basal até um nível 

acima da porção média do epitélio. 

Sempre se considerou na avaliação de um mesmo animal a lesão de 

maior severidade para fins de avaliação. 
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4- RESULTADOS 

4.1- RATAS 

A tabela 2 mostra o número de ratas utilizadas no trabalho e que 

morreram antes do final do experimento e as ratas que foram sacrificadas com 

240 dias, e utilizadas para a discussão dos resultados. 

Tabela 2. Animais pertencentes aos grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e tratadas com 
4NQO+CsA gue morreram antes de 240 ou gue foram sacrificados aos 240 dias . 

Grupos Controle CsA 4NQO CsA +4NQO 

Ratas mortas antes de 240 o 4 5 19 
dias 

Ratas sacrificadas com 240 12 10 6 14 
dias 

Total de animais 12 14 11 33 

% 17,14 8 20,0 B 15,71 B 47,14 A 

• Valores seguidos de letras iguais não diferem entre si pelo teste Qui-quadrado com nível de 
significância de 5% (p<0.05) 

Foi observado menor período de sobrevida nas ratas tratadas com a 

associação da CsA ao 4NQO, quando comparado aos outros grupos, que não 

diferiram significativamente entre si, conforme observado na Tabela 3. 

Tabela 3. Médias e desvio padrão do Período de sobrevida (em dias) dos animais dos grupos 
Controle. tratados com CsA ou 4NQO e tratadas com CsA+4NQO. 

Grupo N Média 
Controle 12 240.00 ± o A 

CsA 14 192.42 ± 87.08 A B 
4NQO 11 183.18 ± 65.30 AB 

CsA+4NQO 33 142.42 + 91.66 B 
* Médias com letras iguais nâo diferem entre si pelo Teste de Tukey com nível de significância de 
5% (p<0.05) 
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Não foram detectadas diferenças estatísticamente significante entre as 

médias de ganho de peso corporal das ratas dos grupos controle, tratadas com 

CsA, com 4NQO ou com a associação do CsA e 4NQO, conforme ilustra a Tabela 

4. 

Tabela 4. Médias e desvio padrão do ganho de peso corporal das ratas dos grupos Controle, 
tratadas com CsA ou 4NQO e tratadas com 4NQO+CsA. 

Grupo n Média 
Controle 12 160.83 ± 27.45 A 

CsA 14 160.00 ± 36.51 A 
4NQO 11 133.33 ± 20.65 A 

4NQO+CsA 33 126.42 + 46.01 A 

* Médias com letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey com nível de significância de 
5% (p<0.05) 

4.2- ASPECTOS MACROSCÓPICOS 

Após o término do tratamento, as gengivas das ratas do grupo controle 

não demonstraram alterações macroscópicas (Figura 1). A gengiva era firme, 

contornava a porção cervical dos dentes, terminando em forma afilada como borda 

de faca, com papilas ínterdentaís nítidas assumindo formas triangulares. 

As gengivas dos molares das ratas tratadas somente com CsA, nas 

regiões vestibular e lingual apresentavam similaridade com as gengivas dos ratos 

do grupo controle. 

Tanto o Grupo tratado com 4NQO isoladamente como o grupo tratado 

com a associação do 4NQO e CsA apresentaram alterações gengívaís, o que não 

ocorreu aos demais grupos (Tabela 5), as quais serão abordadas separadamente. 
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Tabela 5. Número de alterações macroscópicas presentes na gengiva das ratas dos 
grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e tratadas com 4NQO+CsA, 
expressas em porcentagem. 
Grupo Aumento do 

4NQO + CsA 
4NQO 
CsA 

Controle 

Volume Gengiva! 

76,92 
80 
o 
o 

4.2.1- AUMENTO DO VOLUME GENGIVAL 

Aumento 
Rugosídade 

Tecidual 
69,23 
100 
o 
o 

Presença de 
lesão branca 

46,15 
100 
o 
o 

Os aumentos de volume gengivais eram pequenos, evidentes em 

algumas regiões, como papila interdental. Neste caso a gengiva mostrava 

contorno dentário e delimitação das papilas interdentais semelhantes ao normal, 

porém aumentada em volume, embora muito discretamente. Tais aumentos foram 

observados tanto no grupo tratado somente com 4NQO quanto no grupo tratado 

com a associação das drogas. Observou-se que no grupo tratado com 4NQO a 

porcentagem foi ligeiramente superior às porcentagens observadas no grupo 

CsA+4NQO. As porcentagens dos grupos Controle e CsA não diferiram entre si. 

4.2.2- AUMENTO NA RUGOSIDADE TECI DUAL 

As rugosidades teciduais apresentaram-se geralmente na região de 

segundos e terceiros molares, e eventualmente de forma generalizada (Figuras 3 

a 7). Foram observados aumentos na rugosidade tecidual nos grupos tratados 

com 4NQO isoladamente e no grupo tratado com CsA e 4NQO. Observou-se que 

no grupo tratado com 4NQO a porcentagem de aumento nas rugosidades 

teciduais foi superior a todos os grupos. O grupo tratado com a associação das 
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drogas apresentou porcentagem superior aos grupos Controle e CsA, cujas 

porcentagens não diferiram entre si. 

4.2.3- PRESENÇA DE LESÕES BRANCAS 

As lesões brancas eram irregulares e levemente opacas, geralmente 

pequenas, localizadas ou distribuídas em várias regiões da mandíbula (Figuras 3 a 

7). A porcentagem de lesões brancas na gengiva das ratas tratadas somente com 

4NQO foi superior à observada para o grupo tratado com CsA e 4NQO. O grupo 

tratado com a associação das drogas apresentou porcentagem superior aos 

grupos Controle e CsA, cujas porcentagens não diferiram entre si. 

4.2.4- OUTRAS OCORRÊNCIAS 

Também foi observado nas ratas do grupo tratado com 4NQO e nas 

ratas do grupo de associação de tratamentos (CsA+4NQO) a presença de lesões 

ulceradas, com maior ocorrência das mesmas no grupo de 4NQO isoladamente do 

que no grupo de associação de drogas (Figura 8). Tais lesões eram irregulares e 

geralmente pequenas. 

Em algumas ratas do grupo 4NQO e do grupo CsA+4NQO foi 

observado também ligeira retração gengiva! (Figura 4 e 6). 
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Figura 1. Aspecto macroscop1co da 
mandíbula de rata do grupo controle, 
sem alterações teciduais (16x). 

Figura 3. Aspecto macroscop1co da 
mandíbula de animal tratado com 
CsA+4NQO, apresentando aumento de 
volume tecidual, aumento na rugosidade 

Figura 2. Aspecto macroscop1co da 
mandíbula de rata do grupo CsA, sem 
alterações teciduais (16x). 

Figura 4. Maior aumento da Figura 3, 
evidenciando áreas de retração gengiva! 
e lesões brancas (25x). 
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Figura 5. Aspecto macroscop1co da 
mandíbula de animal tratado com 
CsA+4NQO, apresentando aumento de 
volume tecidual, aumento na rugosidade 

de lesões brancas 

Figura 7. Aspecto macroscop1co da 
mandíbula de animal tratado com 
4NQO, apresentando aumento de 
volume tecidual, aumento na rugosidade 

de lesões brancas 

Figura 6. Aspecto macroscop1co da 
mandíbula de animal tratado com 
4NQO, apresentando aumento de 
volume tecidual, aumento na rugosidade 
e 

Figura 8. Aspecto macroscop1co da 
mandíbula de animal tratado com 
4NQO, observa-se extensa área 
ulcerada (16x). 
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4.3- ASPECTOS MICROSCÓPICOS 

Não foram verificadas alterações microscópicas de nenhum tipo nas 

gengivas das ratas do grupo controle. A gengiva das faces vestibular e lingual do 

primeiro molar inferior apresentava-se com características normais. Estava 

recoberta por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado. O epitélio sulcular 

era queratinizado, delgado, penetrando lateralmente em direção apical até o 

epitélio juncional. Este último era formado por 2-3 camadas de células epiteliais 

achatadas, frouxamente arranjadas e não queratinizadas. 

Nos demais grupos foram observados Hiperqueratose, Acantose, e as 

Displasias foram classificadas como leve, moderada, severa e carcinoma. Na 

ocorrência de mais de um tipo de aspecto, foi considerado sempre a forma de 

lesão mais severa. 

As ocorrências de tais achados nos grupos encontram-se ilustrados na 

Tabela 2, com os valores expressos em porcentagem. 

Tabela 2. Alterações microscópicas presentes na gengiva das ratas dos diversos grupos, 
expressas em porcentagem. Os números de 1 a 6 expressam as alterações 
microscópicas observadas. 

____ §f.LIP_2___ 1 2 3 4 5 6 
4NQO + CsA 83,3 66,6 16,6 33,3 O 50,0 

4NQO 100 100 O O O 80,0 
CsA 66,6 O O O O O 

Controle O O O O O O 
1 -acantose; 2 -hiperqueratose; 3- displasia leve; 4- displasia moderada; 5- displasia severa; 6-

carcinoma espino celular. 

As alterações serão abordadas uma a uma a seguir. 
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4.3.1- ACANTOSE 

Foram observadas áreas de acantose nas ratas dos grupos tratados 

somente com CsA (66,6%), nas ratas tratadas com CsA+4NQO (83,3%) e na 

totalidade das ratas tratadas somente com 4NQO. As áreas acantóticas eram mais 

pronunciadas neste último grupo, sendo um pouco menos evidentes no grupo de 

associação dos tratamentos, e no grupo tratado somente com CsA apresentavam-

se como áreas de discreta acantose. Nem sempre as áreas com acantose eram 

acompanhadas de hiperqueratose, por isso foram avaliadas separadamente. 

Observou-se que a porcentagem de acantose nas gengivas de ratas 

tratadas somente com 4NQO foi superior a todos os outros grupos. Tal valor foi 

ligeiramente superior ao encontrado para o grupo tratado com a associação das 

drogas. O grupo CsA apresentou valor superior ao encontrado para o grupo 

controle. 

4.3.2- HIPERQUERATOSE 

Foram observadas áreas de hiperqueratose somente nos grupos 

tratados com CsA+4NQO (66,6%) e na totalidade das ratas tratadas com 4NQO . 

No grupo tratado somente com CsA não foi detectada a presença de 

hiperqueratose nas regiões observadas. 

A porcentagem de hiperqueratose presente na gengiva das ratas 

tratadas somente com 4NQO foi superior quando comparada ao grupo tratado 
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com a associação das drogas. As porcentagens dos grupos Controle e CsA não 

diferiram entre si. 

4.3.3- DISPLASIA LEVE 

As displasias leves foram classificadas como tal quando apresentavam 

alterações limitadas às camadas basal e parabasilar. Foi detectada a presença de 

displasia leve no grupo CsA+4NQO (16,6%). 

O grupo tratado com a associação das drogas apresentou 

porcentagens de presença de displasia leve superiores aos demais grupos. Os 

grupos Controle, CsA e 4NQO não apresentaram valores de porcentagens 

diferentes entre si. 

4.3.4- DISPLASIA MODERADA 

As displasias moderadas foram consideradas quando apresentaram 

alterações desde as camadas basal e parabasilar até a porção média da camada 

espinhosa. Foi observada a presença de displasia moderada no grupo CsA+4NQO 

(33,3%). 

O grupo tratado com a associação das drogas apresentou 

porcentagens de displasia moderada superiores aos demais grupos, cujos valores 

não diferiram entre si. 
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4.3.5- DISPLASIA SEVERA 

As displasias severas foram consideradas quando apresentaram 

alterações desde as camadas basal e parabasilar até um nível acima da porção 

média da camada espinhosa. Não foi observada a presença de displasia severa 

em nenhum dos animais examinados em todos os grupos. 

4.3.6- CARCINOMA ESPINOCELULAR 

Os carcinomas apresentaram-se como ilhas e cordões de células 

epiteliais atípicas que se caracterizavam por apresentar alterações na proporção 

núcleo/citoplasma, mitoses atípicas, núcleos hipercromáticos, que invadiam o 

tecido conjuntivo. Observou-se em alguns casos, a formação de pérolas de 

queratina. No grupo tratado somente com 4NQO, observou-se maior porcentagem 

de lesões (80%), quando comparado ao grupo tratado com CsA+4NQO (50%). De 

modo geral, os carcinomas que acometiam ratas tratadas somente com 4NQO 

apresentavam aspecto mais indiferenciado quando comparadas ás lesões do 

grupo tratado com CsA+4NQO. 
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Figura 9. Aspecto microscop1co da 
gengiva de rata do grupo controle, sem 
alterações epiteliais ou conjuntivas 

Figura 11. Aspecto microscópico da 
gengiva de rata tratada com CsA, com 

acantose na face 

Figura 10. Aspecto microscop1co da 
gengiva vestibular de rata do grupo 
controle, sem alterações epiteliais ou 

Figura 12. Aspecto microscópico da face 
lingual da gengiva de rata tratada com 

, com discreta acantose 
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Figura 13. Aspecto microscópico da 
gengiva de rata tratada com 
CsA+4NQO, mostrando invasão de 
ninhos de células epiteliais para o tecido 
conjuntivo (50x). 

Figura 15. Aspecto microscópico da 
gengiva de rata tratada com 
CsA+4NQO, mostrando invasão de 
ninhos de células epiteliais para o tecido 
conjuntivo, pérolas de queratina (200x). 

Figura 14. Aspecto microscópico da face 
lingual da gengiva de rata tratada com 
CsA+4NQO, mostrando invasão de 
ninhos de células epiteliais para o tecido 
conjuntivo, pérolas de queratina, intensa 

Figura 16. Aspecto microscop1co da 
gengiva da face vestibular de rata 
tratada com CsA+4NQO, mostrando 
invasão de ninhos de células epiteliais 
para o tecido conjuntivo, pérolas de 
queratina, intensa hiperqueratose 
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Figura 17. Aspecto microscópico da 
gengiva de rata tratada com 4NQO, 
mostrando intensa reabsorção óssea na 
face lingual, causada pelo carcinoma 

resente na en iva 25x . 

Figura 19. Maior aumento da figura 
anterior, mostrando desorganização da 
camada basal do epitélio sulcular e 
juncional, com infiltração do tecido 

Figura 18. Aspecto microscópico da face 
lingual da gengiva de rata tratada com 
4NQO, mostrando intensa reabsorção 
óssea, pérolas de queratina no interior 
do tecido con·untivo 50x . 

Figura 20. Maior aumento da figura 
anterior, evidenciando desorganização 
da camada basal do epitélio sulcular, 
fendas suprabasais, pérola de queratina 
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5- DISCUSSÃO 

5.1 ANIMAIS 

O uso de animais para estudos experimentais é um modelo válido e 

bem estabelecido, tanto para o estudo dos efeitos da imunossupressão pela CsA 

(SANGALLI et ai., 1988; SPOLIDÓRIO et ai., 2001), quanto para o estudo dos 

efeitos da carcinogênese experimental pelo 4NQO (MAKITA et ai., 1996). Os ratos 

estão entre os animais mais utilizados e apropriados para estudos experimentais, 

pois apresentam estreita semelhança aos humanos no que se refere à anatomia 

periodontal dos dentes molares, desenvolvimento e composição da placa dental e 

histopatologia de lesões periodontais (KLAUSEN, 1991 ). Utilizamos para o 

presente estudo ratas da raça Wistar tendo por base o trabalho de MOLCEPERES 

et ai. (2000), que demonstraram não haver diferenças significativas que contra-

indicassem o uso de ratas fêmeas em experimentos com CsA, sendo que 

FISKER et ai. (1990) observaram as seguintes vantagens: fácil disponibilidade, 

animais pequenos, de fácil manuseio e com menor índice de mortalidade e 

doenças intercorrentes quando comparados aos ratos da raça Sprague-Dawley. 

As ratas Wistar mostraram-se susceptíveis à ação do 4NQO e adequadas para 

este modelo experimental. 
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5.2- CICLOSPORINA A 

Diversos são os trabalhos abordando os efeitos da CsA sobre os 

tecidos gengivais de humanos e ratos (WYSOCKIE et ai. 1983; DELILIERS et ai., 

1986; McGAW et ai., 1988; DAS et ai., 2001). No presente trabalho, a CsA foi 

injetada no tecido cutâneo da região dorsal das ratas, na concentração de 1 O 

mg/Kg de peso corporal por dia. Tal concentração baseou-se no trabalho de 

WASSEF et ai. (1985), que mostraram que a dose de 10mg/kg de peso corporal 

por dia é bem tolerada pelo animal, mantendo uma concentração sérica constante. 

FU et ai. (1995) utilizaram doses maiores de CsA, até o valor máximo de 30 

mg/kg/dia, e obtiveram valores maiores de aumentos gengivais, sugerindo que o 

crescimento gengiva! induzido por CsA seria dependente da dose. 

No presente trabalho, no grupo tratado com CsA, verificou-se a morte 

de 4 animais (28,5%) antes do término do período total do experimento (240 dias) 

(NEVES, 2002), tal fato podendo ser explicado pelo uso prolongado da CsA, que 

em longos períodos de administração . pode afetar a pele, o sistema nervoso 

central, o fígado e principalmente os rins (RYFFEL, 1986; MYERS, 1986). 

Macroscopicamente não foi detectada nenhuma alteração tecidual nas 

ratas tratadas com CsA. Os aumentos gengivais, achados comuns em ratos 

tratados com CsA, não foram observados nas ratas deste estudo. Tal fato pode 

ser explicado pelo longo período experimental (240 dias) e consequentemente 

pela idade dos ratos. A idade tem sido relatada como fator de risco para o 

desenvolvimento de alterações gengivais induzidas pela CsA. Em animais, alguns 

estudos corroboram tal observação (DALEY et ai., 1986; SCHULZ et ai., 1990; 
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HEFTI et ai., 1994; SOMACARRERA et ai., 1994). MORISAKI e colaboradores 

(1993) submeteram ratos de 15, 30, 45 e 60 dias ao tratamento com CsA (120 a 

200 microgramas/grama) por 40 dias. O grupo mais jovem (15 dias) apresentou os 

maiores valores de crescimento gengiva!, decrescendo os valores para os grupos 

de 30, 45 e 60 dias. Os autores concluíram que o crescimento gengiva! induzido 

por CsA é dependente da idade em ratos. Em humanos, as observações de que 

praticamente todos os pacientes pediátricos que receberam terapia 

imunossupressora com CsA desenvolveram algum tipo de alteração gengiva! e o 

número de crianças com aumento gengiva! maior (52%) quando comparadas a 

adultos, confirmam em humanos as observações feitas em animais. (ALLMAN et 

ai., 1994; LOWRY et ai., 1995; KARPINIA et ai., 1996; KILPATRICK et ai., 1997). 

Alem do fator idade, parece que o fator tempo de administração da droga também 

apresenta influência sobre as alterações gengivais. MONTEBUGNOLI et ai. (2000) 

monitoraram por 48 meses o estado periodontal de 21 pacientes que sofreram 

transplantes cardíacos e estavam recebendo terapia imunossupressora com CsA. 

Na primeira consulta (6 meses após o início da terapia com CsA) 7 pacientes 

apresentavam aumento gengiva!, após 12 meses tal número decresceu para 5 

pacientes com aumento gengiva!, aos 24 meses de acompanhamento 4 pacientes 

e finalmente, aos 36 meses apenas 2 pacientes apresentavam aumento gengiva! 

dos 7 pacientes que inicialmente portavam tal condição. Eles sugeriram que o 

aumento gengiva! seria um efeito colateral relacionado ao tempo, com o 

decréscimo nos aumentos gengivais sendo atribuídos provavelmente a uma 

progressiva redução na sensibilidade do periodonto à CsA. Recentemente tais 
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dados também foram observados por HOSEY et ai. (2002) em pacientes 

pediátricos, que notaram correlação inversa significante entre a duração da terapia 

com CsA e a severidade do aumento gengiva!. A duração média da terapia com 

CsA foi de 19,7 meses (variando de 1 mês a 4 anos e 10 meses). Excetuando-se 

estes dois trabalhos, até o presente momento na literatura há escassez de 

estudos longitudinais com períodos longos de acompanhamento abordando os 

efeitos do tempo sobre a severidade dos aumentos gengivais. 

Microscopicamente algumas ratas do grupo tratado com CsA 

apresentaram acantose (66,6%). As áreas acantóticas eram discretas e 

localizadas, sem acometimento de toda a extensão do epitélio gengiva!. Na 

literatura, não há relatos da histomorfologia de gengiva de ratos tratados com CsA 

por longo período, portanto não se pode comparar os resultados deste estudo com 

outros. Na presença de aumento gengiva!, as áreas de acantose são um achado 

histológico comum (TYLDESLEY et ai., 1984; PISANTY et ai., 1990; DAS, 2001). 

Portanto, podemos sugerir que a presença das áreas acantóticas seja 

remanescente dos períodos em que o crescimento gengiva! esteve mais 

pronunciado, antes da adaptação dos tecidos periodontais à exposição prolongada 

da droga proposta por MONTEBUGNOLI et ai. (2000). 

5.3- ÓXIDO DE NITROQUINOLINA (4NQO) 

No presente estudo, diluiu-se o óxido de nitroquinolina (4NQO) até a 

concentração final de 0,5% em propilenoglicol, sendo pincelado no palato das 

ratas não anestesiadas, 3 vezes por semana. Este protocolo de carcinogênese 
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experimental baseou-se no modelo de WALLENIUS & LEKHOLM (1973). Os 

animais eram privados de água por 2 horas após a aplicação do carcinógeno. 

Neste grupo, houve a morte de 5 ratas (45,4%) antes do término do 

período experimental de 240 dias. Tal número de perda de animais ocorreu devido 

ao tempo prolongado, porém necessário, de aplicação do carcinógeno. A 

debilidade dos animais verificou-se pelo menor ganho de peso quando comparado 

aos grupos controle e CsA (NEVES, 2002), debilidade esta provocada por um 

possível aumento na dificuldade de ingestão de alimentos oriunda do 

aparecimento das lesões na boca (palato e língua), fato também observado por 

STEIDLER & READE (1984). 

Macroscopicamente, foi observado discreto aumento de volume 

gengiva! nas ratas deste grupo. Tais aumentos eventualmente poderiam estar 

sendo provocados pela reação tecidual ao carcinógeno, ou pela presença de 

carcinoma espino-celular, confirmada posteriormente pela análise microscópica. 

Aumento na rugosidade tecidual, lesões brancas e úlceras também foram 

observadas. Tais achados são comumente relatados na literatura, porém em 

outros sítios, como palato e língua. Os achados em tecido gengiva! ocorreram em 

menor número quando comparados ao palato e língua (NEVES, 2002). Uma 

possível razão para esta ocorrência pode ser a maior distância dos tecidos 

gengivais inferiores à área de aplicação do carcinógeno, portanto, recebendo 

menores quantidades do mesmo e em menor concentração. Na literatura, poucos 

autores relatam os achados em tecido gengiva!. WALLENIUS & LEKHOLM (1973) 

relataram obtenção de lesões em gengiva inferior em 3 ratos de 13 tratados, 
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porém o período de aplicação foi inferior ao do presente estudo. Não realizaram a 

descrição macroscópica dos achados em tecido gengiva! dos ratos tratados. 

OHNE et ai. (1981) também relataram presença de lesões em gengiva de 3 ratos 

de 19 tratados, sendo que duas destas lesões eram do tipo ulcerado; contanto, o 

período de aplicação e método de administração da droga diferiram dos adotados 

no presente estudo. Outro achado macroscópico (porém não quantificado) foi a 

presença de áreas de retração gengiva!. 

Microscopicamente no presente estudo, foi observada a presença de 

acantose e hiperqueratose em todos os animais avaliados. Tais achados se 

devem ao efeito irritante do carcinógeno sobre o epitélio, e é considerado nestes 

tipos de estudo como um estágio precoce no processo de carcinogênese (FISKER 

et ai., 1990). As áreas de hiperqueratose no epitélio sulcular, que normalmente 

apresentam queratina, apresentaram nestes animais uma abundante 

queratinização, diferindo do padrão normalmente observado. No epitélio gengiva! 

oral também foi notada a presença de hiperqueratose, mais observada na face 

lingual dos dentes molares. Uma possível explicação para tal fato seria a maior 

presença de carcinógeno na face lingual, oriunda do palato e língua, regiões em 

que, devido ao método de aplicação, ocorre maior concentração do 4NQO. 

Os carcinomas espinocelulares observados eram bem diferenciados, 

com presença de grande quantidade de queratina e pequena invasão do tecido 

conjuntivo subjacente. Também foram observadas as presenças de pérolas de 

queratina. Observou-se também em alguns animais a presença de fendas 

suprabasais. A presença das lesões de carcinoma espinocelular foi mais freqüente 
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na face lingual dos animais, da mesma forma que as lesões de carcinoma de 

maior severidade foram encontradas nesse sítio. Tais achados não podem ser 

comparados à literatura devido à inexistência de trabalhos avaliando os efeitos do 

4NQO sobre a histologia dos tecidos gengivais. 

5.4- CICLOSPORINA A ASSOCIADA AO ÓXIDO DE NITROQUINOLINA 

O protocolo para aplicação neste grupo seguiu os protocolos de 

aplicação das drogas individualmente, descritos anteriormente. 

Neste grupo houve os maiores números de perda em relação aos 

outros grupos, morreram 19 animais (57,6%) antes do término do período 

experimental (240 dias). Tal fato deveu-se provavelmente aos efeitos da 

administração de longo termo da CsA, jà abordada anteriormente no capítulo de 

tal droga, associada aos efeitos carcinogênicos do 4NQO, também abordados no 

respectivo capítulo. As mortes deveram-se à exacerbação das lesões que 

levaram à morte as ratas dos grupos tratados com tais drogas individualmente. 

Macroscopicamente foi observado um discreto aumento no volume 

tecidual gengiva!, devido à ação irritante do 4NQO, e em alguns casos, devido à 

presença de carcinoma confirmada posteriormente pela avaliação microscópica. 

Aumento na rugosidade tecidual, principalmente na regiões linguais de segundos 

e terceiros molares foram observadas também. Lesões brancas e úlceras também 

foram observadas. 

Microscopicamente observou-se a presença de hiperqueratose e 

acantose, ocorridas provavelmente devido ao efeito irritante do 4NQO, porém tais 
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achados foram menos freqüentes e mais brandos quando comparados ao grupo 

tratado somente com 4NQO. Observou-se a presença de displasia leve, moderada 

e carcinomas, porém em menor quantidade em comparação ao grupo que 

recebeu somente Óxido de Nitroquinolina. Os carcinomas observados eram bem 

diferenciados, com presença de grande quantidade de queratina e pequena 

invasão do tecido conjuntivo subjacente. Também foram observadas pérolas de 

queratina. Tanto as displasias quanto os carcinomas acometiam mais a face 

lingual dos animais, possivelmente pela maior concentração do cacinógeno nestes 

sítios, pelos motivos anteriormente abordados. 

Os achados não podem ser comparados à literatura e discutidos devido 

à inexistência de trabalhos avaliando os efeitos da combinação da CsA com o 

4NQO sobre a histologia dos tecidos gengivais. 

5.5- COMPARAÇÃO ENTRE OS GRUPOS 

Os achados macroscópicos e microscópicos dos grupos controle e CsA 

praticamente não diferiram entre si, exceto pela observação de acantose em 

alguns animais do grupo CsA. Tal ocorrência foi abordada no respectivo capítulo. 

De modo geral, a administração de CsA por longo período não provocou nos 

tecidos gengivais o surgimento de nenhuma anormalidade, nem mesmo de 

neoplasias. 

Já os grupos tratados com CsA e CsA+4NQO apresentaram aspectos 

macroscópicos e microscópicos que demonstram os efeitos do 4NQO e da CsA 

sobre os tecidos gengivais. A menor ocorrência de achados macroscópicos e 
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microscópicos no grupo de associação de tratamentos quando comparadas ao 

grupo tratado somente com 4NQO, nos levam a sugerir que a administração de 

CsA por longo tempo tenha causado alterações nas células tanto do tecido 

conjuntivo como do epitélio. Níveis aumentados de certos fatores de crescimento 

e/ou seus receptores estão comumente envolvidos em aumentos de volume 

teciduais, tais como o crescimento gengiva! induzido pela CsA (BUDUNELI et ai., 

2001; COTRIM et ai., 2002). Dentre tais fatores, sugere-se que o fator de 

crescimento epitelial (EGF) e o fator de crescimento transformante (TGF) 

desempenhem importante papel tanto no mecanismo de aumento gengiva! quanto 

na progressão de neoplasias (GAME et ai., 1990). Pelo fato de o grupo tratado 

com CsA não ter apresentado crescimento gengiva! após 240 dias de aplicação da 

droga, sugerimos um mecanismo de adaptação periodontal à droga, hipótese 

proposta por MONTEBUGNOLI et ai. (2000). Tal mecanismo pode ser uma 

diminuição na responsividade das células envolvidas no aumento de volume 

tecidual (fibroblastos, queratinócitos) aos fatores de crescimento. Da mesma forma 

que no grupo tratado somente com CsA, tal droga pode ter causado semelhante 

adaptação das células aos fatores de crescimento no grupo tratado com a 

associação das drogas, causando uma diminuição na responsividade celular aos 

fatores de crescimento, diminuindo portanto a progressão tumoral induzida pelo 

4NQO. Tal fato explicaria a menor ocorrência de neoplasias no grupo CsA+4NQO 

quando comparado ao grupo tratado somente com CsA. 
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6. CONCLUSÕES 

Considerando-se as limitações do presente estudo, concluímos que: 

• A associação da Ciclosporina A ao Óxido de Nitroquinolina, na 

gengiva das ratas tratadas não aumentou o número de 

alterações macroscópicas. 

• A associação da Ciclosporina A ao Óxido de Nitroquinolina, na 

gengiva das ratas tratadas não aumentou o número de 

alterações microscópicas. 

Portanto, para o presente estudo pode-se concluir que na gengiva das 

ratas tratadas a imunossupressão pela Ciclosporina A não exacerbou o processo 

de carcinogênese bucal experimental. 
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