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RESUMO

A Ciclosporina A € uma droga imunossupressora seletiva para linfocitos
T, sendo atualmente muito utilizada na prevencdo da rejeicao de transplantes de
brgaos e de medula Ossea. Apesar de aumentar significativamente a sobrevida
dos pacientes que dela fazem uso, a Ciclosporina A apresenta diversos efeitos
colaterais, como nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade, aumento
gengival e ha relatos de aumento na incidéncia de neoplasias malignas. O
proposito do presente estudo foi avaliar a carcinogénese em gengiva de ratas
tratadas diariamente com uma dose de Ciclosporina A de 10 mg/kg de peso
corporal por dia, portanto, imunossuprimidas, associada a aplicagdo tépica do
carcindégeno oxido de nitroquinolina diluido até a concentracio final de 0,5% em
propilenoglicol no palato, por trés vezes semanais, durante o periodo 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, Oxido de
Nitroguinolina, também com tratamento somente com a droga, e Ciclosporina A +
Oxido de Nitroguinolina, onde as drogas administradas associadamente.

As mandibulas das ratas foram analisadas macroscopicamente e
microscopicamente. Macroscopicamente nos grupos Conirole e fratados com
Ciclosporina A somente, nenhuma alteracdo foi detectada. Nos grupos tratados
com Ciclosporina A e Oxido de Nitroquinolina associados e com Oxido de
Nitroguinolina somente, observaram-se alteracdes como aumento na rugosidade

tecidual, areas com coloracdo esbranquicada, ulceracdes. Microscopicamente



infludncia da imunossupressao pela Ciclosparina A sobre a carcinegénese peio Oxido de Nitroguinolina em gengiva de
ratas
Resumo

foram observadas nos mesmos grupos acantose e hiperqueratose, diversos graus
de displasia epitelial e carcinoma. Porém, a imunossupressao nao provocou
aumento no numero nem na severidade das lesdes do grupo tratado com a
associacao das drogas quando comparado ao grupo tratado somente com Oxido
de Nitroguinolina, levando a conclusao que a imunossupressao nao 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 several 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
10 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
Nitroguinoline 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
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Nitroguinoline Oxide alone. We concluded in the present work that

imunossupression did not increase carcigenesis in female rats gingiva.
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1. INTRODUCAO

A Ciclosporina A (CsA) é uma droga com potente acéo
imunossupressora (BOREL & LAFFERTY, 1983; SEYMOUR & JACOBS, 1992).
Seu principal emprego nos dias atuais & na profilaxia e tratamento da rejeicéo de
orgaocs alogénicos transplantados (VOLPE et al,, 1997; MYRILLAS et al., 1999;
NIEH et al., 1999).

Porém, a CsA pode apresentar efeitos colaterais, sendo os mais
comuns a nefrotoxicidade e a hepatotoxicidade (CARP et al., 1997; SEYMOUR et
al., 1897). No meio oral, o efeito colateral mais comum causado pela CsA é o
aumento gengival (FU et al., 1995).

Em pacientes que fazem uso da CsA por longos periodos, reiatos
indicam maior susceptibiidade ao desenvolvimento de neoplasias malighas,
principaimente linfomas, sarcoma de Kaposi, canceres de pele e labio, carcinoma
escamoso de colo de Utero, vulva e perineo (JACOBS et al,, 1981; BIRKELAND,
1983; PENN, 1987).

Na regido de cabecga e pescogo, ha relatos de sarcomas de Kaposi
apos infecgdo por CMV em gengiva de paciente que sofreu transplante de rim e foi
tratado com CsA (SIEGAL et al., 1990). Também foram relatados em pacientes
imunossuprimidos pela CsA carcinoma de células escamosas principalmente no
labio inferior (REGEV et al., 1992; THOMAS et al., 1993), carcinoma de laringe
{(NAMYSLOWSK! et al., 1994), adenocarcinoma localizado na mucosa bucal em

paciente portador de psoriase (YAMAMOTO et al., 1996).
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O objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia da
imunossupressao pela Ciclosporina A sobre a carcinogénese pelo oxido de

nitroquinolina em gengivas de ratas.
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2- REVISAO 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 funcdo do periodonto € inserir o elemento dental no
tecido ¢sseo mandibular ou maxilar € manter a integridade da superficie
mastigatoria (LINDHE, 1999).

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

focado neste estudo, sera feita a seguir.

2.1.1 GENGIVA HUMANA

A gengiva estruturaimente compreende elemenios teciduais epiteliais e
conjuntivos, bem como vasos e nervos. Recobre a porgéo coronal do processo
alveolar, passando sobre a crista do osso alveolar e septo interdental e circunda a
porcao cervical dos dentes. E dividida em gengiva inserida e gengiva marginal
“livre”. Esta ultima é composta de uma estreita faixa de tecido que segue o
contorno dos dentes e da jungao amelo-cementaria. Em condicdes normais, esta
porcdo de tecido n&o € propriamente ‘livre’, mas delicadamente inserida a
superficie dental (esmalte ou cemento) e contém feixes de fibras conjuntivas que

se inserem no cemento supra-alveolar e crista do osso alveolar. Apresenta-se
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mais pronunciada na face vestibular do que na face lingual quando analisada

microscopicamente em corie vestibulo-lingual.

AB, osso alveolar;

AC, crista alveoiar,

. & AM, mucosa alveoiar,

i AP processo alvaolar,

< CB, usso alveolar compacto;
CEJ, juncéo amelo-cementéria,
€T, tecido conjuntive;

DEJ, juncdo esmalte - cementg;
ES, espaco do esmalts;

G, gengiva,

GE, epitélio gengival;

o GM, margem gengival;

&8, sulco gengival;

=

.
=8-S

: . JE, epitélic juncional;

CE 2t : WMGJ, jungdo mucogengival;
At f S8, espago medular,

OF, epitélio oraj,

PDL., ligamento pericdontal;

RCE, cemento radicular ;

BE, epitélio suicular,

Figura 1; Hustracdo das estruturas periodoniais de um dente mandibular, préximo

a regido cervical do mesmo (LISTCGARTEN, 1999)."

1 Figurs exiralda do site 1l J2 1, de autoria de Max
Lisigarten. Site criado em 3 de maio de 1889, Oltima revisdc em 15 de janeire de 2002, acessado no dia 04 de dezembro
de 2002, Todos os direftos reservades ac autor
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O epitélio juncional (sigla na figura: JE) é um colar com
aproximadamente dois milimetros de largura ocluso-apical e se estende da juncéo
amelo-cementaria até a porgcdo mais inferior do sulco gengival. O epitélio juncional
forma e suporta a insergao epitelial e € continuo ao epitélio sulcular na porgao
mais profunda do sulco. E do tipo escamoso estratificado nao 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 gengival e e
continuo com a por¢cdo mais oclusal do epitélio juncional. Estruturaimente,
assemelha-se ao epitélio gengival. O epitelio sulcular tem aparéncia multicamada
(estratificado) e € freqlientemente paragueratinizado. Nao ha estrato cérneo
homogéneo. O epitélio sulcular € bem menos permeavel do que o epitélio
juncional e normalmente néo € infiltrado por leucécitos.

O epitelio gengival recobre as superficies vestibular e lingual/palatina da
gengiva alveolar e marginal, e a papila interdental. Tem espessura de 0,2 a 0,3
milimetros e € composta de quatro camadas: estrato basal, estrato espinhoso,
estrato granuloso e estralo corneo. Juntamente com o epitélio sulcular
corresponde a 27% do volume da gengiva marginal “livre”.

O tecido conjuntivo (CT) é responsavel por 69% (em volume) da
gengiva marginal ‘livie”. Aproximadamente 50 a 60% consistern de fibrilas
colagenas, entre feixes de fibras. Este tecido fibroso e denso contém numerosas
células, a maioria das quais fibroblastos. Também s&o observados na gengiva

normal linfécitos, monécitos e macrofagos isolados, ndo em forma de infiltrado.

10
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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 gengival de ratos é estratificado, escamoso queratinizado.
Esta porgdo do epitélio corresponde a@o epitélio gengival humano descrito
anteriormente.

Na gengiva marginal pode-se observar o epitélio sulcular, menos
gueratinizado quando comparado ao epitélio gengival, e o epitélio juncional, nao
queratinizado, também similar ac epitélio juncional da gengiva humana.

A relacdo geral do epitélio oral, epitélio sulcular e epitélio juncional em
ratos é similar aquela observada em humanos. Certas diferengas ocorrem no grau
de queratinizacdo do epitélio gengival e epitélio sulcular. O epitélio gengival em
ratos parece ser mais queratinizado quando comparado ao epitélio gengival de
humanos (LISTGARTEN, 1975). As similaridades anatdbmicas do periodonto de
ratos quando comparados ao periodonto humano, somadas a facil disponibilidade
e manuseio fazem deste animal um dos mais adequados para estudos

experimentais (NISHIKAWA, 1996).

2.1.3 ALTERAGOES GENGIVAIS
As alteracbes provocadas pela Ciclosporina A e pelo Oxido de
Nitroquinolina nos tecidos gengivais de ratos serdo abordadas nos respectivos

capitulos.

11



Influéncia da imunossupressac pela Ciclosporina A sobre a carcinogénese pelo Oxido de Nitroguinofina em gengiva de
ratas
Revis&o de Literatura

2.2- CICLOSPORINA A

2.2.1 HISTORICO

A Ciclosporina A (CsA), um undecapeptideo ciclico lipofilico (formula:
CezH111042, Peso Molecular = 1206,6 kDa) é resultante da fermentacdo dos
produtos metabdlicos de duas espécies fungicas encontradas no solo,
Trichoderma polysporium rifai € Cylindrocarpum lucidum (DALEY & WYSOCK]I,
1984). Foi descrita por BOREL na década de setenta (BOREL, 1976) e
inicialmente empregada como agente antifingico, porém suas atividades
antibidticas foram consideradas restritas (MORRIS, 1981). Em seu estudo, BOREL
descreveu o efeito imunossupressor seletivo da droga, levando a pesquisas sobre
0 seu uso no tratamento de desordens mediadas imunologicamente. Calne e
colaboradores (1979) conduziram os primeiros estudos scobre os efeitos da CsA
em humanos submetidos a transplante de rim.

Apds aprovacao pelo Food and ‘Drug Administration em 19856
(STEINMULLER, 1985), tem sido empregada como principal imunossupressor em

individuos érgao-transplantados.

2.2.2 INDICACOES TERAPEUTICAS
Apds seu usc inicial como agente anti-fungico {atualmente
descontinuado), diversas pesquisas foram conduzidas no campo de emprego da

CsA. Foram descritas atividades anti-parasitaria, anti-viral, anti-inflamatoéria,

1z
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porém, devido a potente agdo imunossupressora (BOREL & LAFFERTY, 1983;
SEYMOUR & JACOBS, 1992), seu principal emprego nos dias atuais € na
profilaxia e tratamento da rejeicao de 6rgaos alogénicos transpiantados (VOLPE et
al., 1997; MYRILLAS et al., 1999; NIEH et al., 1999), tanto transplante de 6rgdos
solidos como coragao (HARDESTY et al, 1983; KOBASHIGAWA, 1998), rim
(HOLT, 2002), figado (MOSER, 2002), pulmao (KAMHOLZ et al., 1983), quanto na
prevencao e tratamento da Doenga do Enxerto contra o Hospedeiro (GVHD - sigla
em Inglés: Graft versus Host Disease), que € a principal causa de morbidade entre
os pacientes que sofreram Transplante de Medula Ossea (SULLIVAN, 1999,
JACOBSOHN & VOGELSANG, 2002).

Também ha relatos de tratamento pela CsA das seguintes condigdes:
pénfigo e penfigbide (THIVOLET et al, 1985, BARTHELEMY et al., 1993),
penfigdide cicatricial ocular (PALESTINE et al., 1984), dermatite atopica (VAN
JOOST et al, 1887), dermatomiosite (EJSTRUT, 1986), ilpus eritematoso
sistémico (FEUTREN et al., 1986; JAMES et al., 1998), esclerose miltipla
(MERTIN et al., 1980; JAMES et al., 1998), diabetes melitus tipo | (STILLER et al,,
1983), doenca de Behcet (NUSSENBLATT et al., 1985), alopecia areata (PARODI
et al., 1987), pioderma gangrenoso (ELGART et al., 1991; CARP et al., 1997;
HUGHES et al, 2000), micose fungdide (JENSEN et al., 1987; KEMME et al,
1992), sindrome de Sézary (KEMME et al., 1992), esquistossomose (BUEDING et
al., 1981), malaria (THOMMEN, 19881), colite uilcerativa (GUPTA et al., 1984),
sarcoidose pulmonar (REBUCK et al., 1984), asma (SUGANO et al., 1998), artrite

reumatdide (MULLER et al., 1979), liquen plano oral (EISEN et al., 1990;
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HARPENAU et al,, 1995; JAMES et al, 1998), citopenia associada & leucemia
linfocitica cronica (CORTES et al., 2001), mieloma multiplo (WIERNIK et al., 1994),
miastenia severa (GOULON et al., 1989), piodermatite-pioestomatite vegetante

(BRINKMEIER et al., 2001).

2.2.3 MECANISMO DE AGCAO DA CSA

A CsA exerce atividade imunossupressora inibindo linfécitos T (CD4+)
de maneira aparentemente seletiva (YAMADA et al.,, 1992) com pouca ou
nenhuma acdo na resposta humoral mediada por linfécitos B (SEYMOUR &
JACOBS, 1992).

O mecanismo molecular de agdo da CsA se baseia na ligagdo da droga
a ciclofilina - uma proteina intracelular de ligagdo da familia das imunofilinas. A
formacdo do complexo CsA:Ciclofilina se liga a calcineurina, blogueando sua
propriedade de ativar a familia de Fatores nucleares de Ceélulas T Ativadas
(NFATc). As NFATc apos ativagdo no citoplasma, migram para o ndcleo onde
regulam a transcricdo de genes de citocinas que normalmente estimulam a
resposta imune. Porém, como tal fator de ftranscricho n&o foi ativado em
decorréncia da inibicdo por competicao da CsA, a produgdo de citocinas fica

inibida (CLIPSTONE et al., 1992; JANEWAY et al., 2001).
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2.2.4 ABSORCAO E METABOLISMO

A absorcdo 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 lipoproteinas, sendo 50% nos eritrocitos,
40% no plasma e 10% nos leucdtcitos (BUONPANE, 1990). Uma vez que a CsA
permanece armazenada em adipécitos e em 6rgdos como o figado, pulméao, baco
e linfonodos (ATKINSON et al., 1982), uma lenta redistribuicdo sangillinea ocorre
apés a cessacdo da administracao da droga, mantendo uma baixa concentracéo
sérica da droga por algum tempo.

A metabolizagéo da CsA ocorre no figado através de isoenzimas do
citocromo P-450 (KAHAN, 1989), sendo o metabolismo semelhante em humanos,
caes, coelhos e ratos (MAURER et al., 1984). A CsA pode ser degradada em 14
metabolitos diferentes, com atividade imunossupressora substancialmente menor
do que a forma nativa da droga, porém tais metabdlitos apresentam efeitos toxicos
(KAHAN, 1989). O figado é responsavel pela excrecéo de 90% da CsA através da
bile para as fezes, os 10% restantes sao excretados pela urina (SEYMOUR &

JACOBS, 1992).

2.2.5 VIAS DE ADMINISTRAGAQ E POSOLOGIA

A CsA pode ser administrada por via oral, intramuscular, intravenosa,
intraperitonial ou subcutédnea. O pico de concentracao plasmética da droga ocorre,
em humanos, entre 2 a 6 horas ap6s a adminisiracdoc por via oral (KEOWN et al.,

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 niveis séricos entre 100 e 400 ng/ml
seria efetiva na obtencdo de imunossupressac sem causar efeitos colaterais
intensos.

A via de administracdo subcutdnea é a que apresenta maiores
vantagens em ratos, por nao requerer anestesia, ser bem tolerada pelo animal e
permitir niveis plasmaticos adequados e uniformes da droga, que s&o obtidos com

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

2.2.6 EFEITOS COLATERAIS

A CsA pode apresentar efeitos colaterais, sendo os drgdos mais
acometidos o rim e o figado (CARP et al.,, 1997; SEYMOUR et al., 1997).

A acdo da CsA sobre o rim a longo prazo pode provocar hipertensao
renal, lipidemia e fibrose intersticial (MATHIESON, 2000). Tais efeitos colaterais
sdo reversiveis com uma diminuigdo na dose da droga.

A CsA pode gerar espécies reativas de oxigénio e causar a peroxidacao
de lipideos, que estdo diretamente envoividas na hepaiotoxicidade pela droga
(ANDRES et al., 2002).

Além dos rins e figado, a CsA pode ser também neurotoxica. Os efeitos
da CsA sobre o sistema neuroldgico podem ocasionar tremor, agitacao, insonia,
ansiedade, cefaléia, amnésia, confusdo, parestesia, desmaios, fraqueza motora e

ataxia (GIJTENBEEK et al., 1999).
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Outros relatos de efeitos colaterais da CsA foram: hipertensio arterial,
fadiga, anemia, hiperuricemia, hirsutismo, hipercalcemia, mialgia (PALESTINE et
al., 1984; VON GRAFFENRIED et al., 1986).

Alem dos relatos acima, pacientes que fazem uso da CsA apresentam
maior risco de desenvolver infecgbes oportunistas causadas por Citomegalovirus
(CMV), Pneumoystis carinii, Candida sp. (MIN et al., 1991).

No meio oral, ha presenca de infecgbes flngicas e virais, sendo a
candidose a infec¢&o fungica que mais acomete pacientes imunossuprimidos pela
CsA. KING et al. (1994) relataram que 10,1% dos pacientes tratados com CsA
apresentaram infeccao por Candida. Ja as infecgdes virais mais freglentes
observadas em pacientes em tratamento com CsA sao as causadas pelo CMV, e
pelo Virus da Herpes Simples (HSV) (JOHN et al, 1994, ODOM, 1994;
SEYMOUR et al., 1997).

Ha relato de leucoplasia pilosa em 11,3% dos pacientes que sofreram
transplantes de rim e terapia com CsA (KING et al., 1994).

Porém, no meio oral, o efeito colateral mais comum causado pela CsA &
o aumento gengival. Acomete entre 25 a 80 % dos pacientes em tratamento
(ROSS ET AL, 1989; McGAW et al., 1988; DELILIERS et al, 1986; FU et al,,
1995). A dosagem serica necessaria para provocar aumento gengival parece estar
em torno de 170 a 200 ng/mi (ROSS et al, 1989), embora alguns autores néo
tenham encontrado correlacde entre dosagem de CsA e aumento gengival

(SEYMOUR & SMITH, 1991; WYSOCKI et al., 1983), além do fato de haver ampla
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variagdo na susceptibilidade individual e nos aspectos clinicos do crescimento
gengival.

Em humanos, os aumentos gengivais acometem mais criangas que
adultos. (ALLMAN et al., 1994, KARPINIA et al., 1996, KILPATRICK et al., 1997,
LOWRY et al,, 1995). Em ratos, tal observacao se repete, os aumentos gengivais
sdo0 mais pronunciados em animais jovens do que em animais adultos
(NISHIKAWA et al., 1996).

O mecanismo de ac&o da CsA que causa o aumento gengival ainda
permanece obscuro. Diversos autores sugerem que o aumento gengival seja
induzido por um aumento na quantidade de fibras colagenas no tecido conjuntivo
gengival (RATEITSCHAK-PLUSS et al., 1983; WYSOCKI et al., 1983; DELILIERS
et al,, 1986; BONNAURE-MALLET et al., 1995). Outros sugerem que o aumento
gengival ocorra devido a proliferagao epitelial, € ndo em decorréncia do aumento
na producao de colageno (PISANTY et al., 1990).

Recentemente, tem sido dada atencdo ao papel dos fatores de
crescimento na indugéo do crescimento gengival induzido por drogas. Dentre fais
fatores, o Fator de Crescimento Epitelial (EGF) e o Fator de Crescimento
Transformante (TGF) parecem estar envolvidos no mecanismo de aumento de
volume gengival induzido por drogas (GAME et al., 1990; BOLTCHI et al., 1999;
BUDUNELI et al,, 2001). Em analise de bidpsias de pacientes transplantados,
imunossuprimidos pela CsA e com aumento gengival, BUDUNELI et al. (2001)
detectaram, através de imunohistoquimica, um aumento nos receptores para EGF

no epitelio gengival destes pacientes, aventando através destes resultados a
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hipbétese de que a expressaoc elevada de receptores para EGF poderia ser
relevante para a patogénese do crescimento gengival induzido pela CsA. Da
mesma forma, SHIN et al. (1998) relataram estimulac&o da expressdo de TGF in
vivo em humanos induzida pela CsA. COTRIM et al. (2002), descreveram também
que a CsA estimulou a expresséo e producao de TGF-p1, sugerindo que tal fator
de crescimento pudesse contribuir de maneira autocrina para uma reducgdo na
atividade proteolitica dos fibroblastos gengivais humanos.

Em pacientes que fazem uso da CsA por longos periodos, parece haver
maior susceptibilidade ao desenvolvimento de neoplasias malignas. OLIVARI| et al.
(1990) relataram incidéncia de malignidades em 8% dos pacientes que sofreram
transplante cardiaco e foram tratados com CsA. Ja MILAHOV et al. (1996)
relataram incidéncia de malignidades em 15,6% dos pacientes que receberam
transplantes de 6rgaos sélidos @ em estado de imunossupressao pela CsA.

As neoplasias malignas mais observadas em pacienies transplantados
e imunossuprimidos pela CsA s&o as seguintes: linfomas, sarcoma de Kaposi,
canceres de pele e labio, carcinoma escamoso de colo de Utero, vulva e perineo
(JACOBS et al., 1981; BIRKELAND, 1983; PENN, 1987).

Na regido de cabeca e pescogo, ha relatos de sarcomas de Kaposi
apos infeccdo por CMV em gengiva de paciente que sofreu transplante de rim e foi
tratado com CsA (SIEGAL et al., 1990). Também foram relatados em pacientes
imunossuprimidos pela CsA carcinoma de células escamosas principalmente no

labio inferior (REGEV et al., 1992; THOMAS et al., 1993), carcinoma de laringe
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(NAMYSLOWSKI et al., 1994), adenocarcinoma localizado na mucosa bucal em
paciente portador de psoriase (YAMAMOTO et al., 1996).

De fato, as neoplasias malignas de modo geral sdo responsaveis por 30
a 40 % do total de pacientes transplantados gue vém a obito (TANAKA te al,,
2002). A alta taxa de incidéncia de neoplasias parece dever-se & debilidade do
sistema imunoloégico do receptor, neste estado devido a terapia imunossupressora.
Tal debilidade causaria a falha na detecca@o e resposia a proteinas associadas
especificamente com as neoplasias malignas (NABEL, 1999).

HOJO et al. (1999) relataram que células de adenocarcinoma pulmonar
tratadas in vitro pela CsA dividiram-se mais facilmente, mostraram mudancas
morfolégicas, mobilidade aumentada e possibiidade de crescimento sem
necessitarem de ancoragem a superficie sélida. Sugeriram que a CsA promoveria
crescimento tumoral por um mecanismo autdbnomo-celular, independente dos
efeitos da droga sobre o sistema imunoldgico, através da inducéo da sintese do
Fator de Crescimento Transformador (TGF-B).

O papel da CsA na indugdo e progressdc de neoplasias malignas
permanece controverso. Parece haver consenso nas possiveis propriedades de
inducéo de malignidade a algumas linhagens celulares, porém nao é cerio se esta
inducao ocorre a células pré-cancerosas ou se ha converséo de celulas sadias a
um estado canceroso.

Na literatura, existem poucos relatos de casos clinicos 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 prevaléncia

de neoplasias malignas em meio oral foi realizado.

2.3 — CARCINOGENESE BUCAL EXPERIMENTAL

2.3.1 HISTORICO DA CARCINOGENESE EXPERIMENTAL

As primeiras observacdes sobre carcinogénese quimica foram feitas por
Sir Percival Pott, que relatou cancer de escroto em limpadores de chaminé,
ambiente repleto de fuligem. Tal relato estimulou a avaliacdo da potencialidade
carcinogénica dos hidrocarbonetos sobre o caéncer de pele em animais
experimentais. Surgia assim a carcinogénese quimica experimental, cujo objetivo
& investigar mecanismos carcinogénicos, prevenir danos causados por
substancias quimicas comumente utilizadas e prover modelos animais para
pesquisa no tratamento de céncer. Um modelo de cancer oral pode ser usado
para estudar a patogénese, para avaliar critérios diagnosticos e prognésticos e .
pesquisar novas modalidades de tratamento (NAUTA et al., 1985).

Apbés os relatos pioneiros de Sir Pott, BONNE (1925) observou em
camundongos tratados com alcatrdo na pele a presenca de papilomas na boca e

estdbmago, devido a ingestéo do carcindégeno durante o ato de lamber-se.

2.3.2 DIMETILBENZANTRACENO (DMBA)
O primeiro modelo de carcinogénese bucal em animais usado com

sucesso foi descrito por SALLEY em 1954, gue consistia na aplicagdo de um
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hidrocarboneto policiclico aromatico -~ o dimetilbenzantraceno (DMBA) a 0,5%,
diluido em acetona, na bolsa da bochecha de hamster. Tal modelo provocou a
formacado de alteracdes epiteliais progressivas, como hiperplasia epitelial,
papiloma, carcinoma /n situ e carcinoma espinocelular. Apesar de tal modelo
sofrer algumas criticas por a bolsa da bochecha de hamster ter estrutura diferente
da mucosa bucal humana, tem sido utilizado por muitos autores (FUJITA et al,,

1973; HASSAN et al., 1985).

2.3.3 OXIDO DE NITROQUINOLINA (4-NQO)

O Oxido de nitroquinolina (4-NQO) é outro potente agente
carcinogénico, que juntamente com o DMBA na bolsa da bochecha de hamster é o
modelo mais utilizado para o estudo da carcinogénese bucal em animais de
experimentacao. Foi sintetizado em 1943 por OCHIAI e colaboradores a partir de
uma quinolina que reage com peroxido de hidrogénio, incorporando um radical
nitro (NAKAHARA et al, 19857). O 4-NQO €& convertido in vivo para 4-
hidroxiaminoquinolina 1-0xido (4HAQO) e em seguida convertida em um
metabdlito altamente reativo, o serii -4HAQO (SUGIMURA et al., 1966). Este
metahbdlito formado liga-se covalentemente ao DNA nuclear induzindo mutagées
em bases nitrogenadas, delegdes, conversbes genéticas e aberracdes
cromossomicas, além de quebras e trocas de cromatina (KAWAZOE et al., 1970;

NAGAOQO & SUGIMURA, 1976).
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NAKAHARA et al. (1957) induziram cancer de pele em camundongos
pincelados com 4-NQO. FUJINO et al. (1965) induziram, através da aplicacéo de
4-NQO em labio de hamsters, carcinomas de labio e de lingua.

Porém, o 4-NQO como modelo experimental de carcinogénese bucal
tornou-se mais utilizado quando WALLENIUS & LEKHOLM em 1973 empregaram

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

2.3.3.1 METODOS DE APLICAGAO

FUJINO et al.(1965) aplicaram o 4NQO no labio de camundongos
diluido a 0,25% em benzeno. Obtiveram resultados em 50% dos ratos tratados,
apo0s seis meses ou mais. A diluicdo em benzeno foi substituida algum fempo
depois pelo preparo do 4NQO diluido a 0,5% em propilenoglicol, por WALLENIUS
& LEKHOLM (1973), que aplicaram a solucdo trés vezes por semana no palato
com um pincel numero 2.

Dilui-se também o 4NQO em agua morna até se obter uma
concentracdo de 0,001% (KITANO et al., 1992).

De acordo com as observagtes de SVENSSON & HEIDEN (1982) e
STEIDLER & READE (1984), o periodo de aplicacdo, assim como a concentragido
do 4NQO influem modificando a quantidade e o tempo de aparecimento das
lesbes, sendo a incidéncia de carcinomas proporcional ao tempo de aplicagao do

agente carcinogénico.
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2.3.3.2 LESOES CAUSADAS PELO 4NQO EM BOCA

Ambos os métodos de administragéo do carcindgeno 4NQO nos ratos
induzem hiperplasias, hiperqueratoses, leucoplasias, papilomas, displasias e
carcinoma “in situ” no palato, lingua e mandibula (SANTOS, 1999).

Ha poucos trabalhos na literatura abordando os efeitos do carcinégeno
4NQO sobre os tecidos gengivais. Tais relatos se atém a descricdo dos aspecios
macroscopicos, sem abordarem a histopatologia das lesdes macroscopicas.
WALLENIUS & LEKHOLM (1973) relataram lesbes em gengiva inferior em trés
ratos dos treze tratados com 4NQO por sete meses. Ja em ouiros locais,
obtiveram maiores porcentagens de lesdes, sendo 100% de presenca de lesbes
em palato e 75% de lesdes na lingua. OHNE et al. (1981) relataram inducgédo de
Carcinoma Espino Celular apés 7 meses de tratamento em todos os 19 ratos
tratados, sendo que 18 ratos apresentaram lesdes em lingua, 15 no paiato duro, 4
no palato mole, dois na mucosa jugal e trés ratos apresentaram lesfes na

gengiva, sendo duas destas lesdes ulceradas.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- ANIMAIS

Para o presente estudo foram utilizadas 70 ratas {(Ratus norvergicus
albinus, Wistar), jovens, pesando de 100 - 150g, tratadas com agua e racéo “ad
fibitum”. As ratas foram mantidas em caixas plasticas e divididas aleatoriamente

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

Tabela 4- Distribuicdo do niumerc total de ratas nos grupos controle, traiadas com CsA ou com
NQO e tratadas com NQO+CsA,

Grupos Controle CsA NQO NQO+CsA
(n)

70 12 14 11 33

Durante todo o periodo experimental as ratas foram pesadas

semanalmente.

3.2- CICLOSPORINA A {CSA)

A Ciclosporina A™ armazenada em ampolas para infusdo infravenosa,
na concentragao de 50 mg/mi, foi diluida em solugéo autoclavada de NaCl (0,8%)
até a concentragéo final de 10 mg/ml. A solucdo de CsA foi administrada nos

animais dos grupos CsA e 4NQO+ CsA, na concentracdo de 10mg/Kg de peso

* Sandimmun (NOVARTIS)
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corporal/dia, por via subcutanea (WASSEF et al., 1985) durante todo o periodo

experimental (240 dias).

3.3- OXIDO DE NITROQUINOLINA (4NQO)

O Oxido de Nitroquinclina (4NQO)"* diluido até a concentragao final de
0,5% em propilenoglicol foi pincelado no palato das ratas, nao anestesiadas, com
auxilio de uma pinga anatOmica e pincel n® 04, trés vezes por semana, em dias
alternados, ap6s 8 dias do inicio da administracdo da CsA. A aplicagao foi feita
com Unico movimento, da regido posterior para a anterior do palato. Estima-se que
a quantidade do carcindgeno aplicado seja de 14 pg ( FISKER et al., 1990). Apés
cada aplicagao do carcindgeno, os animais eram privados de agua por 2 horas.

Os procedimentos de aplicagdo foram realizados sempre por duas
pessoas, uma segurando cuidadosamente o animal ndo anestesiado, e a outra
abrindo a boca da rata e pincelando a droga. Procedimentos adicionais de controle
de contaminacao foram adotados visto que a droga € um potente carcindgeno. As
bancadas utilizadas eram sempre forradas com papel e 0 mesmo descartado em
lixo hospitalar contaminado.

Decorridos 240 dias (08 meses) do inicio do experimento, periodo em
que se verificou o aparecimento de lesdes intrabucais, os animais foram

sacrificados com injec¢ao letal de anestésico®. A mandibula foi retirada, e as pecas

* 4-pitroquincline-1-6xido (Sigma)
* Francotar/Vyrbaxyl — quetamina/cloridrato de xilazina (Virbac)
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foram fixadas em formol tamponado (pH 7,4) a 10%. Os animais que foram a ébito

antes do periodo estipulado de 240 dias nédo foram utilizados neste experimento.

3.4- OBSERVACOES MACROSCOPICAS

As pecas retiradas das ratas foram analisadas e fotografadas em lupa
estereoscopica Zeiss e a seguir foi feita a descricdo macroscopica das lesdes e
anormalidades observadas na gengiva mandibular esquerda e direita, seguindo

alguns critérios listados no quadro 1.

Quadro 1- Critérios de avaliacdo macroscopica das lesées presentes na gengiva das ratas

1- Aumenio Gengival
2- Aumento na Rugosidade Tecidual
3- Presenca de lesgo branca

As pecas com presenca de “aumento gengival” foram classificadas
como tal ao apresentarem aspecto de aumento volumétrico da gengiva sobre a
coroa, em qualquer grau.

Mandibulas com presenca de aumento na rugosidade tecidual foram
avaliadas como tal ao apresentarem irregularidades teciduais de forma ou
contorno, sem alteragao na coloragéo.

As lesdes brancas foram assim classificadas quando as pegas
apresentavam regides irregulares com superficies esbranquigadas e levemente

opacas.
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3.5- OBSERVAGOES MICROSCOPICAS

Apds a avaliagdo macroscépica, as pecgas foram cuidadosamente
reduzidas em hemi-mandibulas com auxilio de lupa respeitando a localizagdo das
lesdes e seus fragmentos foram processados para a inclusdo em parafina. Foram
realizados cortes de 4 um de espessura, montados sobre laminas silanizadas. Os
cortes foram corados com Hematoxilina/ Eosina para avaliagdo histomorfolégica..

A analise descritiva dos padrbes morfoldgicos dos tecidos gengivais foi
realizada em microscopia de luz transmitida comumente. De acordo com os
achados histoldgicos, as lesdes foram classificadas segundo os critérios utilizados

na Quadro 2.

Quadro 2. Critérios de classiicacdo microscopica das alteracdes presentes nas gengivas das ratas
de t0dos 0§ grupos.

1- acantose

2- hiperqueratose

3- displasia leve

4- displasia moderada

5- displasia severa

6- carcinoma espino celular

Nas regides que apresentaram displasias, foram adotados os critérios
de SMITH & PINDBORG (1969) para avaliacdo.

As alieracbes do epitélio displasico avaliadas foram: cristas
interpapilares bulbosas ou em forma de gota, perda de polaridade das células
basais, estratificacéo irregular do epitélio, queratinizacao de células individuais ou
grupos de celulas da camada espinhosa e perda de coesdo celular tipica. As
alteracbes das células displasicas avaliadas também seguiram os critérios de

SMITH & PINDBORG (1969). ntcleos grandes e proeminentes, relagéo
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nlcleco/citoplasma aumentada, ndcleos hipercromaticos, pleomorfismo celular,
aumento na atividade mitética, presenca de mitoses atipicas.

Na presenca de tais alteragbes, era realizada a classificacdo quanto a
intensidade displasica de acordo com os critérios propostos por VAN DER WAAL
(1997):

« Displasia leve: alteracoes limitadas a porcao basal e parabasal do epitélio.

¢ Displasia moderada: presenca de alteracbes desde a camada basal até a
porgao média da camada espinhosa.

» Displasia severa: apresenta alleragbes desde a camada basal até um nivel

acima da porgéo média do epitélio.

Sempre se considerou na avaliagdo de um mesmo animal a lesio de

maior severidade para fins de avaliagao.
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4- RESULTADOS

4.1- RATAS

A tabela 2 mostra o nimero 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 discussao dos resultados.

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

Grupos Controle CsA 4NQO CsA +4NQO
Ratas mortas antes de 240 0 4 5 19
dias
Ratas sacrificadas com 240 12 10 B8 14
dias
Total de animais 12 14 11 33
% 17,14 B 20,0 B 15,71 B 4714 A

* Valores seguidos de letras iguais nao diferem entre si pelo teste Qui-quadrado com nivel de
significancia de 5% {p<0.05)

Foi observado menor periodo de sobrevida nas ratas tratadas com a
associagdo da CsA ao 4NQO, gquando comparado aos outros grupos, que nao

diferiram significativamente entre si, conforme observado na Tabela 3.

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

Grupo N Média
Controle 12 24000 20 A
CsA 14 192.42 + 87.08 AB
4NQO 11 183.18 + 65.30 AR
CsA+4NQO 33 14242 + 9166 B

* Médias com letras iguais néo diferem entre si pelo Teste de Tukey com nivel de significancia de
5% (p<0.08)

(¥
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Nao foram detectadas diferencas estatisticamente significante entre as
médias de ganho de peso corporal das ratas dos grupos controle, tratadas com
CsA, com 4NQO ou com a associacdo do CsA e 4NQO, conforme ilustra a Tabela
4.

Tabela 4. Médias e desvio padréo 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
ANQO 11 13333 + 2065 A
ANQO+CsA 33 126.42 + 46.01 A

* Médias com ietras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia de
5% (p<0.05)

4.2- ASPECTOS MACROSCOPICOS

Apos o término do tratamento, as gengivas das ratas do grupo controle
nao demonstraram alteracbes macroscépicas (Figura 1). A gengiva era firme,
contornava a porgao cervical dos dentes, terminando em forma afilada como borda
de faca, com papilas interdentais nitidas assumindo formas triangulares.

As gengivas dos molares das ratas tratadas somente com CsA, nas
regides 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 associacao do 4NQO e CsA apresentaram alteragbes gengivais, 0 que nao

ocorreu aos demais grupos (Tabela 5}, as quais serdo abordadas separadamente.
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Tabela 5. Numero de alteraces macroscdpicas presentes na gengiva das ratas dos
grupos Controle, tratadas com CsA ou 4NQO e tratadas com 4NQO+CsA,
expressas em porcentagem.

Grupo Aumenio do Aumento Presenca de
Volume Gengival Rugosidade les&o branca
Tecidual
ANQO + CsA 76,92 89,23 46,15
4NQOC 80 100 100
CsA 0 0 0
Controie 0 0 0

4.2.1- AUMENTO DO VOLUME GENGIVAL

Os aumentos de volume gengivais eram pequenos, evidentes em
algumas regides, como papila interdental. Neste caso a gengiva mostrava
contorno dentario e delimitagcdo 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 associacéo das drogas. Observou-se que no grupo tratado com 4NQO a
porcentagem foi ligeiramente superior as porcentagens observadas no grupo

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

4.2.2— AUMENTO NA RUGOSIDADE TECIDUAL

As rugosidades teciduais apresentaram-se geralmente na regiao 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 associacdo das
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drogas apresentou porcentagem superior aos grupos Controle e CsA, cujas

porcentagens nao diferiram entre si.

4.2.3- PRESENGCA DE LESOES BRANCAS

As lesBes brancas eram irregulares e levemente opacas, geralmente
peguenas, localizadas ou distribuidas em véarias regides da mandibula (Figuras 3 a
7). A porcentagem de lesbes brancas na gengiva das ratas tratadas somente com
4NQO foi superior a observada para o grupo fratado com CsA e 4NQO. O grupo
tratado com a associacdo das drogas apresentou porcentagem superior aos

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

4.2.4- OUTRAS OCORRENCIAS

Tambem foi observado nas ratas do grupo tratado com 4NQO e nas
ratas do grupo de associacao de tratamentos (CsA+4NQO) a presenca de lesdes
ulceradas, com maior ocorréncia das mesmas no grupo de 4NQO isoladamente do
que no grupo de associacac de drogas (Figura 8). Tais lestes eram irregulares e
geralmente pequenas.

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

observado também ligeira retracdo gengival (Figura 4 e 6).
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Figura 1. Aspecto macroscopico da
mandibula de rata do grupo controle,
sem alteracbes teciduais (16x).

Figura 2. Aspecto macroscépico da
mandibula de rata do grupo CsA, sem
alteragdes teciduais (16x).

Figura 3. Aspecto macroscépico da
mandibula de animal tratado com
CsA+4NQO, apresentando aumento de
volume tecidual, aumento na rugosidade
e presenca de lesdes brancas (16x).

Figura 4. Maior aumento da Figura 3,
evidenciando areas de retracéo gengival
e lesdes brancas (25x).
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Figura 5. Aspecto macroscopico da
mandibula de animal tratado com
CsA+4NQO, apresentando aumento de
volume tecidual, aumento na rugosidade
e presenca de lesdes brancas (16x).

Figura 6. Aspecto macroscépico da
mandibula de animal tratado com
4NQO, apresentando aumento de
volume tecidual, aumento na rugosidade
e retracédo gengival (16x).

Figura 7. Aspecto macroscopico da
mandibuta de animal tratado com
4ANQO, apresentando aumento de
volume tecidual, aumento na rugosidade
e presenca de iesdes brancas (16x).

Figura 8. Aspecto macroscopico da
mandibula de animal tratado com
4NQO, observa-se extensa 4drea
ulcerada (16x).
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4.3- ASPECTOS MICROSCOPICOS

Nao foram verificadas alteragdes microscopicas de nenhum tipo nas
gengivas das ratas do grupo controle. A gengiva das faces vestibular e lingual do
primeiro molar inferior apresentava-se com caracteristicas normais. Estava
recoberta por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado. O epitélio sulcular
era queratinizado, delgado, penetrando lateralmente em direcdo apical até o
epitélio juncional. Este Gltimo era formado por 2-3 camadas de células epiteliais
achatadas, frouxamente arranjadas e ndo queratinizadas.

Nos demais grupos foram observados Hiperqueratose, Acantose, e as
Dispiasias foram classificadas como leve, moderada, severa e carcinoma. Na
ocorréncia de ma?s de um tipo de aspecto, fol considerado sempre a forma de
lesao mais severa.

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

Tabela 2, com os valores expressos em porcentagem.

Tabela 2. Alteragbes microscépicas presentes na gengiva das ratas dos diversos grupos,
expressas em porcentagem. Os numeros de 1 a 6 expressam as alleragdes

microscopicas ohservadas.
_____ Grupo_ 1 2 3 4 5 6
4NQO + CsA 83,3 66,6 16,6 33,3 0 50,0
ANQO 100 100 0 0 0 80,0
CsA 66,6 0 0 0 0 0
Controle 0 0 0 0 0 0

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

As alteragbes ser&o abordadas uma a uma a seguir.



Influéncia da imunossupresséo pela Ciclosporina A sobre a carcinogénese pelo Oxido de Nitroguinoiina em gengiva de
ratas
Resultados

4.3.1- ACANTOSE

Foram observadas areas 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 areas acantdticas eram mais
pronunciadas neste ultimo grupo, sendo um pouco menos evidentes no grupo de
associagéo dos tratamentos, € no grupo tratado somente com CsA apresentavam-
se como areas de discreta acantose. Nem sempre as areas 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 associagdo das
drogas. O grupo CsA apresentou valor superior ao encontrado para o grupo

controle.

4.3.2- HHIPERQUERATOSE

Foram observadas areas de hiperqueratose somente nos grupos
tratados com CsA+4NQO (66,6%) e na totalidade das ratas tratadas com 4NQO .
No grupo fratado somente com CsA ndo foi detectada a presenca de
hiperqueratose nas regibes 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 associacao das drogas. As porcentagens dos grupos Controle e CsA néao

diferiram entre si.

4.3.3- DISPLASIA LEVE

As displasias leves foram classificadas como tal quando apresentavam
alteracoes limitadas as camadas basal e parabasilar. Foi detectada a presenca de
displasia leve no grupo CsA+4NQO (16,6%).

O grupo tratado com a associagdo das drogas apresentou
porcentagens de presencga de displasia leve superiores aos demais grupos. Os
grupos Controle, CsA e 4NQO n&o apresentaram valores de porcentagens

diferentes entre si.

4.3.4- DISPLASIA MODERADA

As displasias moderadas foram consideradas quando apresentaram
alteracbes desde as camadas basal e parabasilar até a por¢ao media da camada
espinhosa. Foi observada a presencga de displasia moderada no grupo CsA+4NQO
(33,3%).

O grupo tratado com a associacdo das drogas apresentou
porcentagens de displasia moderada superiores aos demais grupos, cujos valores

nao diferiram entre si.
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4.3.5- DISPLASIA SEVERA

As displasias severas foram consideradas quando apresentaram
alteracdes desde as camadas basal e parabasilar até um nivel acima da porcéao
média da camada espinhosa. Nao foi observada a presenca de displasia severa

em nenhum dos animais examinados em todos os grupos.

4.3.6- CARCINOMA ESPINOCELULAR

Os carcinomas apresentaram-se como ilhas e corddes de células
epiteliais atipicas que se caracterizavam por apresentar alteracdes na proporgcéo
nicleo/citoplasma, mitoses atipicas, nuacleos hipercromaticos, que invadiam o
tecido conjuntivo. Observou-se em alguns casos, a formacdo de pérolas de
queratina. No grupo tratado somente com 4NQO, observou-se maior porcentagem
de lesdes (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 as lesdes do

grupo tratado com CsA+4NQO.
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Figura 9. Aspecto microscépico da
gengiva de rata do grupo controle, sem
alteracbGes epiteliais ou conjuntivas
(50x).

Figura 10. Aspecto microscopico da
gengiva vestibular de rata do grupo
controle, sem alteragbes epiteliais ou
conjuntivas (100x).

%

Figura 11. Aspecto microscépico da
gengiva de rata tratada com CsA, com
discreta acantose na face lingual (50x).

Figura 12. Aspecto microscopico da face
lingual da gengiva de rata tratada com
CsA, com discreta acantose (400x).
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Figura 13. Aspecto microscopico da
gengiva de rata tratada com
CsA+4NQO, mostrando invasao de
ninhos de células epiteliais para o tecido
conjuntivo (50x).

Figura 14. Aspecto microscépico da face
lingual da gengiva de rata tratada com
CsA+4NQO, mostrando invasao de
ninhos de células epiteliais para o tecido
conjuntivo, pérolas de queratina, intensa
hiperqueratose (100x).

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

Figura 16. Aspecto microscdpico da
gengiva da face vestibular de rata
tratada com CsA+4NQO, mostrando
invasdo de ninhos de celulas epiteliais
para ¢ tecido conjuniivo, pérolas de
queratina, intensa hiperqueratose
(200x).




Infiuéncia da imunossupressio pela Ciclosporina A sobre a carcinogénese pelo Oxide de Nitroquinolina em gengiva de

ratas
Resultados

Figura 17. Aspecto microscopico da
gengiva de rata tratada com 4NQO,
mostrando intensa reabsorgdo 6ssea na
face lingual, causada pelo carcinoma
presente na gengiva (25x).

Figura 18. Aspecto microscépico da face
lingual da gengiva de rata tratada com
4NQO, mostrando intensa reabsorgéo
0ssea, pérolas de queratina no interior
do tecido conjuntivo (50x).

Figura 19. Maior aumento da figura
anterior, mostrando desorganizacdo da
camada basal do epitélio sulcular e
juncional, com infiltragdo do tecido
conjuntivo (100x).

Figura 20. Maior aumento da figura
anterior, evidenciando desorganizagio
da camada basal do epitélio sulcular,
fendas suprabasais, pérola de queratina
e infiltracdo do tecido conjuntivo (200x).
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5- DISCUSSAQO

5.1 ANIMAIS

O uso de animais para estudos experimentais € um modelo valido e
bem estabelecido, tanto para o estudo dos efeitos da imunossupressao pela CsA
(SANGALLI et al., 1988; SPOLIDORIO et al., 2001), quanto para o estudo dos
efeitos da carcinogénese experimental pelo 4ANQO (MAKITA et al., 1996). Os ratos
estio entre os animais mais utilizados e apropriados para estudos experimentais,
pois apresentam estreita semelthanca aos humanos no que se refere a anatomia
periodontal dos dentes molares, desenvolvimento e composic&o da placa dental e
histopatologia de lesbes periodontais (KLAUSEN, 1991). Utilizamos para o
presente estudo ratas da raca Wistar tendo por base o trabalho de MOLCEPERES
et al. (2000), que demonstraram n&o haver diferencas significativas que contra-
indicassem o uso de ratas fémeas em experimentos com CsA, sendo que
FISKER et al. (1980) observaram as seguintes vantagens: facil disponibilidade,
animais pequenos, de facil manuseio e com menor indice de mortalidade e
doengas intercorrentes quando comparados aos ratos da raga Sprague-Dawley.
As ratas Wistar mostraram-se susceptiveis a acao do 4NQO e adeguadas para

este modelo experimental.
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5.2- CICLOSPORINA A

Diversos sao os trabalhos abordando os efeitos da CsA sobre os
tecidos gengivais de humanos e ratos (WYSOCKIE et al. 1983; DELILIERS et al.,
1986; McGAW et al., 1988; DAS et al., 2001). No presente trabalho, a CsA foi
injetada no tecido cutaneo da regido dorsal das ratas, na concentragado de 10
mg/Kg de peso corporal por dia. Tal concentracdo baseou-se no trabalho de
WASSEF et al. (1985}, que mostraram que a dose de 10mg/kg de peso corporal
por dia € bem tolerada pelo animal, mantendo uma concentragéo sérica constante.
FU et al. (1995) utilizaram doses maiores de CsA, até o valor maximo de 30
mg/kg/dia, e obtiveram valores maiores de aumentos gengivais, sugerindo que o
crescimento gengival 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 periodo total do experimento (240 dias)
(NEVES, 2002), tal fato podendo ser explicado pelo uso prolongado da CsA, que
em longos periodos de administracdo pode afetar a pele, o sistema nervoso
central, o figado e principalmente os rins (RYFFEL, 1986; MYERS, 1986).

Macroscopicamente nao foi detectada nenhuma alteracéo tecidual nas
ratas fratadas com CsA. Os aumentos gengivais, achados comuns em ratos
tratados com CsA, ndo foram cbservados nas ratas deste estudo. Tal fato pode
ser explicado pelo longo periodo experimental (240 dias) e consequentemente
pela idade dos ratos. A idade tem sido relatada como fator de risco para o
desenvolvimento de alteracdes gengivais induzidas pela CsA. Em animais, alguns

estudos corroboram tal observacdo (DALEY et al, 1986; SCHULZ et al., 1990;
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HEFTI et al., 1994; SOMACARRERA et al.,, 1994). MORISAKI e colaboradores
(1993) submeteram ratos de 15, 30, 45 e 60 dias ao tratamento com CsA (120 a
200 microgramas/gramay) por 40 dias. O grupo mais jovem (15 dias) apresentou os
maiores valores de crescimento gengival, decrescendo os valores para os grupos
de 30, 45 e 60 dias. Os autores concluiram que o crescimento gengival induzido
por CsA & dependente da idade em ratos. Em humanos, as observacbes de que
praticamente todos os pacientes pediatricos que receberam terapia
imunossupressora com CsA desenvolveram algum tipo de alteragdo gengival e o
numero de criangas com aumento gengival maior (62%) quando comparadas a
adultos, confirmam em humanos as observacdes feitas em animais. (ALLMAN et
al., 1994; LOWRY et al,, 1995; KARPINIA et al., 1996; KILPATRICK et al., 1997).
Alem do fator idade, parece que o fator tempo de administracdo da droga também
apresenta influéncia sobre as alteragdes gengivais. MONTEBUGNOLI et al. (2000)
monitoraram por 48 meses o estado periodontal de 21 pacientes que sofreram
transplantes cardiacos e estavam recebendo terapia imunossupressora com CsA.
Na primeira consulta (6 meses apds o inicio da terapia com CsA) 7 pacientes
apresentavam aumento gengival, apos 12 meses fal numero decresceu para 5
pacientes com aumento gengival, aos 24 meses de acompanhamento 4 pacientes
e finaimente, aos 36 meses apenas 2 pacientes apresentavam aumento gengival
dos 7 pacientes que inicialmente portavam tal condigdo. Eles sugeriram que o
aumento gengival seria um efeito colateral relacionado ao tempo, com o
decréscimo nos aumentos gengivais sendo atribuidos provavelmente a uma

progressiva reducdo na sensibilidade do periodonto a CsA. Recentemente tais
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dados também foram observados por HOSEY et al (2002) em pacientes
pediatricos, que notaram correlagao inversa significanie entre a duragao da terapia
com CsA e a severidade do aumento gengival. A duracdo media da terapia com
CsA foi de 19,7 meses (variando de 1 més a 4 anos e 10 meses). Excetuando-se
estes dois trabalhos, até o presente momento na literatura ha escassez de
estudos longitudinais com periodos 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 areas acantéticas eram discretas e
localizadas, sem acometimento de itoda a extensdo do epitelio gengival. Na
literatura, nao ha relatos da histomorfologia de gengiva de ratos tratados com CsA
por iongo periodo, portanto n&o se pode comparar os resultados deste estudo com
outros. Na presenca de aumento gengival, as areas de acantose sdo um achado
histolégico comum (TYLDESLEY et al,, 1984; PISANTY et al., 1990; DAS, 2001).
Portanto, podemos sugerir que a presenca das areas acanidticas seja
remanescente dos periodos em que o crescimento gengival esteve mais
pronunciado, antes da adaptagao dos tecidos periodontais a exposi¢ao prolongada

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

5.3- OXIDO DE NITROQUINOLINA (4NQO)
No presente estudo, diluiu-se 0 6&xido de nitroquinolina (4NQO) até a
concentracdo final de 0,5% em propilenoglicol, sendo pincelado no palato das

ratas nao anestesiadas, 3 vezes por semana. Este protocolo de carcinogénese
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experimental baseou-se no modelo de WALLENIUS & LEKHOLM (1973). Os
animais eram privados de agua por 2 horas apos a aplicagdo do carcinégeno,

Neste grupo, houve a morte de 5 ratas (45,4%) antes do término do
periodo experimental de 240 dias. Tal nimero de perda de animais ocorreu devido
ao tempo prolongado, porem necessario, de aplicacdo do carcinégeno. 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
possivel aumento na dificuldade de ingestdo de alimentos oriunda do
aparecimento das lesdes na boca (palato e lingua), fato também observado por
STEIDLER & READE (1984).

Macroscopicamente, foi observado discreto aumento de volume
gengival nas ratas deste grupo. Tais aumentos eventualmente poderiam estar
sendo provocados pela reagc@o tecidual ao carcindgeno, ou pela presenca de
carcinoma espino-celular, confirmada posteriormente peia analise microscépica.
Aumento na rugosidade tecidual, lesdes brancas e Ulceras também foram
observadas. Tais achados sd&o comumente relatados na literatura, porém em
outros sitios, como palato e lingua. Os achados em tecido gengival ocorreram em
menor numero quando comparados ao palato e lingua (NEVES, 2002). Uma
possivel razéo para esta ocorréncia pode ser a maior distAncia dos tecidos
gengivais inferiores a area de aplicagdo do carcinégeno, portanto, recebendo
menores quantidades do mesmo e em menor concentragao. Na literatura, poucos
autores relatam os achados em tecido gengival. WALLENIUS & LEKHOLM (1873)

relataram obtencdo de lesbes em gengiva inferior em 3 ratos de 13 tratados,
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porém o periodo de aplicagéo foi inferior ac do presente estudo. Nao realizaram a
descricdo macroscopica dos achados em tecido gengival dos ratos tratados.
OHNE et al. (1981) também relataram presenca de lesdes em gengiva de 3 ratos
de 19 tratados, sendo que duas destas lesdes eram do tipo ulcerado; contanto, o
periodo de aplicacdo e método de administracao da droga diferiram dos adotados
no presente estudo. Outro achado macroscopico (porém n&o guantificado) foi a
presenca de areas de retracao gengival.

Microscopicamente no presente estudo, foi observada a presenca de
acantose e hiperqueratose em todos os animais avaliados. Tais achados se
devem ac efeito irritante do carcindégeno sobre o epitélio, e é considerado nestes
tipos de estudo como um estagio precoce no processo de carcinogénese (FISKER
et al., 1990). As areas de hiperqueratose no epitélio sulcular, que normaimente
apresentam queratina, apresentaram nestes animais uma abundante
gueratinizacao, diferindo do padrdo normalmente observado. No epitélio gengival
oral também fol notada a presenca de hiperqueratose, mais observada na face
lingual dos dentes moiares. Uma possivel explicagao para tal fato seria a maior
presenca de carcinégeno na face lingual, oriunda do palato e lingua, regides em
que, devido ac método de aplicacio, ocorre maior concentragéo do 4NQO.

Os carcinomas espinocelulares observados eram bem diferenciados,
com presencga de grande quantidade de queratina e pequena invasao do tecido
conjuntivo subjacente. Tambem foram observadas as presencas de pérolas de
gueratina. Observou-se também em alguns animais a presenca de fendas

suprabasais. A presenca das lesdes de carcinoma espinocelular foi mais freqliente
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na face lingual dos animais, da mesma forma que as lesdes de carcinoma de
maior severidade foram encontradas nesse sitio. Tais achados naoc podem ser
comparados a literatura devido a inexisténcia de trabalhos avaliando os efeitos do

4NQO sobre a histologia dos tecidos gengivais.

5.4- CICLOSPORINA A ASSOCIADA A0 OXIDO DE NITROQUINOLINA

O protocolo para aplicacdo neste grupo seguiu os protocolos de
aplicac&o das drogas individuaimente, descritos anteriormente.

Neste grupo houve os maiores numeros de perda em relagdo aos
outros grupos, morreram 19 animais (57,6%) antes do término do periodo
experimental (240 dias). Tal fato deveu-se provavelmente aos efeitos da
administracao de longo termo da CsA, ja abordada anteriormente no capitulo de
tal droga, associada aos efeitos carcinogénicos do 4NQO, também abordados no
respectivo capitulo. As mortes deveram-se a exacerbagio das lesbes que
levaram a morte as ratas dos grupos tratados com tais drogas individualmente.

Macroscopicamente foi observado um discretc aumentio no volume
tecidual gengival, devido a acao irritante do 4NQO, e em alguns casos, devido a
presenca de carcinoma confirmada posteriormente pela avaliagdo microscépica.
Aumento na rugosidade tecidual, principalmente na regides linguais de segundos
e terceiros molares foram observadas também. Lesdes brancas e Ulceras tambem
foram observadas.

Microscopicamente observou-se a presenca de hiperqueratose e

acantose, ocorridas provavelmente devido ao efeito irritante do 4NQO, porém tais
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achados foram menos freglentes e mais brandos quando comparados ao grupo
tratado somente com 4NQO. Observou-se a presenca de displasia leve, moderada
e carcinomas, porém em menor quantidade em comparagidc ao grupo que
recebeu somente Oxido de Nitroquinolina. Os carcinomas observados eram bem
diferenciados, com presenca de grande quantidade de queratina e pequena
invasdo do tecido conjuntivo subjacente. Também foram observadas pérolas de
gueratina. Tanto as displasias quanto os carcinomas acometiam mais a face
lingual dos animais, possivelmente pela maior concentracio do cacindgeno nestes
sitios, pelos motivos anteriormente abordados.

Os achados nao podem ser comparados a literatura e discutidos devido
a inexisténcia de trabalhos avaliando os efeitos da combinagédo da CsA com o

4NQO sobre a histologia dos tecidos gengivais.

5.5 - COMPARAGAO ENTRE OS GRUPOS

Os achados macroscopicos e microscopicos dos grupos controle e CsA
praticamente nao diferiram entre si, exceto pela observacdo de acantose em
alguns animais do grupo CsA. Tal ocorréncia foi abordada no respectivo capitulo.
De modo geral, a administragdo de CsA por longo periodo nao provocou nos
tecidos gengivais o surgimento de nenhuma anormalidade, nem mesmo de
neoplasias.

Ja os grupos tratados com CsA e CsA+4NQO apresentaram aspectos
macroscopicos e microscépicos gue demonstram os efeitos do 4NQO e da CsA

sobre os tecidos gengivais. A menor ocorréncia de achados macroscdpicos e
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microscépicos no grupo de associagao de tratamentos quando comparadas ao
grupo tratado somente com 4NQO, nos levam a sugerir que a administragido de
CsA por longo tempo tenha causado alteragbes nas células tanto do tecido
conjuntivo como do epitélio. Niveis aumentados de certos fatores de crescimento
efou seus receptores estdo comumente envolvidos em aumentos de volume
teciduais, tais como o crescimento gengival induzido pela CsA (BUDUNELI et ai,,
2001; COTRIM et al, 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 gengival quanto
na progressaoc de neoplasias (GAME et al., 1990). Pelo fato de o grupo tratado
com CsA nado ter apresentado crescimento gengival apos 240 dias de aplicacao da
droga, sugerimos um mecanismo de adaptacdo periodontal a droga, hipotese
proposta por MONTEBUGNOLI et al. (2000). Tal mecanismo pode ser uma
diminuicdo na responsividade das células envolvidas no aumento de volume
tecidual (fibroblastos, queratinécitos) aos fatores de crescimento. Da mesma forma
gue no grupo tratado somente com CsA, tal droga pode ter causado semelhante
adaptacdo das celulas aos fatores de crescimento no grupo tratado com a
associacdo das drogas, causando uma diminuicdo na responsividade celular acs
fatores de crescimento, diminuindo portanto a progressao tumoral induzida pelo
ANQO. Tal fato explicaria a menor ocorréncia de neoplasias no grupo CsA+4NQO

guando comparado ao grupo tratado somente com CsA.
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6. CONCLUSOES

Considerando-se as limitagbes do presente estudo, concluimos que:

« A associagao da Ciclosporina A ao Oxido de Nitroquinolina, na
gengiva das ratas tratadas n&oc aumentou o numero de
alteragdes macroscopicas.

« A associacio da Ciclosporina A ao Oxido de Nitroquinolina, na
gengiva das ratas tratadas ndo aumentou © numero de

alteragbes microscopicas.

Portanto, para o presente estudo pode-se concluir que na gengiva das
ratas tratadas a imunossupressao pela Ciclosporina A n&o exacerbou o processo

de carcinogénese bucal experimental.
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