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RESUMO

A Ciclosporina A (CsA) é o medicamento de escolha utilizado no controle da rejeigao
de 6rgaos em pacientes transplantados. Efeitos adversos associados ao farmaco,
como alteragdes 6sseas e 0 aumento gengival sao fatores de risco para a doenca
periodontal. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da inducdo de doenca
periodontal no tecido ésseo, tecido epitelial e tecido conjuntivo de ratos previamente
tratados com a CsA. Foram utilizados quarenta ratos Wistar, com 12 semanas de
vida, divididos em quatro grupos (n=10): grupo Controle (GC); grupo Ciclosporina A
(GCsA), administracdo de 10mg/kg de CsA durante sessenta dias a partir do inicio
do experimento; grupo Ciclosporina A — Ligadura (GCsAL), insercao da ligadura
apos trinta dias do inicio do experimento e administracao de 10mg/Kg de CsA desde
o inicio do experimento, durante sessenta dias; grupo Ligadura (GL), insercédo da
ligadura apds trinta dias do inicio do experimento. Os animais foram sacrificados
apds sessenta dias por meio de perfusdo cardiaca para a realizacdo da analise
histolégica e histomorfométrica do tecido gengival e tecido &sseo, andlise
radiografica do suporte 6sseo periodontal e da densidade radiografica e analise
bioquimica da Fosfatase Alcalina. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA, Tukey) a 5% e ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Os
valores médios para GC (60.5 £ 2.22%) e GCsAL (58.1 + 2.24%) foram equivalentes
entre si para o suporte 6sseo periodontal e diferentes de GCsA (55.0 = 4.44%) e GL
(54.8 £ 3.11%) (p=0.0007). Os valores médios da densidade radiografica nao
apresentaram diferenca estatistica significativa (p=0.1776). Em relacao a fosfatase
alcalina, novamente ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos
(p=0.2806). Os valores médios de células TRAP+ por grupo experimental, ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa (p=0.3995). Os valores médios para
GC (0.29 + 0.03mm?) e GCsA (0.30 + 0.02mm?) foram equivalentes entre si para a
area do ligamento periodontal e diferentes de GCsAL (0.43 + 0.17mm?) e GL (0.41 +
0.11mm?) (p=0.3994). Na &rea total do tecido gengival, os valores médios para
GCsA (0.088 + 0.033mm?) e GL (0.101 = 0.034mm?) foram equivalentes entre si e
diferentes de GC (0.053 + 0.020mm?) e GCsAL (0.146 + 0.047mm?) (p=0.000001).
Na propor¢ao area do conjuntivo e area total, os valores médios para GC (28.60 *
8.64%) foi equivalente ao GCsA (32.72 £ 14.13%) e diferente do GCsAL (38.50 +
10.98%) e GL (37.70 = 7.49%) (p=0.0093). Em relacao a proporcao area do epitélio
e area total, os valores médios para GC (71.39 + 8.64%) foi equivalente ao GCsA
(67.27 £ 14.13%) e diferente do GCsAL (61.49 + 10.98%) e GL (63.37 = 7.44%)
(p=0.0142). Na proporcao area do epitélio e area do conjuntivo, os valores médios
para GC (2.80 + 1.13) foi equivalente ao GCsA (2.18 + 1,32) e diferente do GCsAL
(1.89 £ 1.17) e GL (1.81 £ 0.80) (p=0.0334). Baseados nestes resultados pode-se
concluir que a exposicao prévia a CsA nado modificou significativamente a evolugao
da doenca periodontal induzida em ratos.

Palavras-chave: Ciclosporina A. Aumento gengival. Perda éssea alveolar. Estudo
em animais. Osteoporose.



ABSTRACT

Cyclosporine A (CsA) is the drug of choice used to prevent organ transplant
rejection. Side effects associated to the drug, like bone alterations and gingival
overgrowth are considered risk factors to periodontal disease. The objective of the
present study was to evaluate the effect of periodontal disease on the bone tissue,
epitelial tissue and connective tissue of the rats previously treated with CsA. Forty
Wistar rats with 12 weeks were divided into four groups: Control Group (CG, n=10);
CsA Group (CsAG, n=10), with CsA (10mg/kg) administration during 60 days since
the beginning of the experiment; CsA and Ligature Group (CsALG, n=10), with
ligature placement at 30 days after the beginning of the experiment with CsA
administration during the whole period; and, Ligature Group (LG, n=10), with ligature
placement at 30 days after the beginning of the experiment. After blood sample
collection for the biochemical analysis of the Alkaline Phosphatase (PA) activity, the
animals were sacrificed by intracardiac perfusion at 60 days after the beginning of
the experiment. The mandibles were removed for histologic and histometric analyses
of the gingival and bone tissues, and radiographic analysis of the alveolar bone
support and density. The data were subjected to analysis of variance (ANOVA,
Tuckey) at 5% and to the non-parametric test of Kruskal-Wallis. The mean
percentage of alveolar bone support for the CG (60.5 + 2.22%) was similar to the
CsALG (58.1 = 2.24%) and different to the CsAG (55.0 = 4.44%) and LG (54.8 £
3.11%) (p=0.0007). Bone density and PA activity were not statistically different
among groups (p=0.1776, and p=0.2806, respectively). The mean values for TRAP+
cells were not statistically different among experimental groups (p=0.3995). The
mean values of the periodontal ligament area for CG (0.29 + 0.03mm?) were similar
to the CsAG (0.30 * 0.02mm?) and statistically different to the CsALG (0.43 *
0.17mm?) and to the LG (0.41 + 0.11mm?) (p=0.3994). With regards to the total area
of the gingival tissue, the mean values for the CsAG (0.088 + 0.033mm?) and LG
(0.101 + 0.034mm?) were similar between each other and statistically different to the
CG (0.053 + 0.020mm?) and CsALG (0.146 + 0.047mm?) (p=0.000001). Regarding
the proportion of connective tissue area to the total area, the mean value of the CG
(28.60 £ 8.64%) was similar to the CsAG (32.72 £ 14.13%) and statistically different
to the CsALG (38.50 = 10.98%) and to the LG (37.70 + 7.49%) (p=0.0093). In relation
to the proportion of the epithelial tissue area to the total area, the mean value for the
CG (71.39 + 8.64%) was similar to the CsAG (67.27 £ 14.13%) and different to the
CsALG (61.49 = 10.98%) and LG (63.37 + 7.44%) (p=0.0142). In the proportion of
epithelial tissue area to the connective tissue area, the mean value for the CG (2.80 *
1.13) was similar to the CsAG (2.18 £ 1.32) and different to the CsALG (1.89 + 1.17)
and LG (1.81 £ 0.80) (p=0.0334). Based on these results it can be concluded that
previous exposure to CsA did not significantly modify the development of periodontal
disease induced in rats.

Key-Words: Cyclosporine A. Gingival Overgrowth. Alveolar bone loss. Animal
studies. Osteoporosis.
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1 INTRODUCAO

A Ciclosporina A (CsA) é atualmente o medicamento de escolha utilizado para
prevenir a rejeicao de érgaos em pacientes transplantados. O fadrmaco é um potente
imunossupressor indicado também no tratamento de doengas como o diabetes
mellitus tipo 1, artrite reumatoide, psoriase, malaria, liqguen plano erosivo, esclerose
multipla e colite ulcerativa. (BACH, 1994; BOLTCHI; REES; IACOPINO, 1999;
ILGENLI; ATILLA; BAYLAS, 1999; KAHAN, 1989; KING et al., 1993).

O exato mecanismo de acdo do farmaco ainda é desconhecido, contudo, foi
verificado que a CsA pode interferir na maturacdo de células T e células B
(HALLMON; ROSSMANN, 1999), através da inibicao da producao de interleucina 2
(IL-2) em estagios precoces da ativacdo celular (BOLTCHI; REES; IACOPINO,
1999).

A eficacia da CsA no tratamento de algumas patologias resultou na sua
popularizacdo e no aumento da sua prescricdo. Hassell e Hefti (1991) estimaram
que cerca de um bilhdo de pessoas se tornariam usuarios cronicos do medicamento
nesta década. Contudo, alguns efeitos colaterais tém sido associados com a
utilizacdo do medicamento, e com outras variaveis como: tempo de duracdo do
tratamento (MONTEBUGNOLI; SERVIDIO; BERNARDI, 2000; MOVSOWITZ et al.,
1988; SPOLIDORIO et al., 2001; SPOLIDORIO; SPOLIDORIO; HOLZHAUSEN,
2004), dosagem do medicamento (FU et al.,, 1995; MOVSOWITZ et al., 1988) e
associagdes com outros farmacos (CHIU et al.,, 2001; JAMES et al., 2000b;
SEYMOUR, 1991).

As manifestacbes adversas decorrentes do uso da CsA mais comumente
descritas na literatura sédo: disfuncao hepatica, nefro — toxicidade, neuro — toxicidade

e hipertensdo. Ainda, um conjunto de alteracdes no metabolismo do tecido 6sseo



manifestadas pelo desequilibrio no turnover ésseo (FU et al., 2001; WADA et al.,
2006), inducao de osteopenia (KAWANA et al., 1996; MCDONALD; PRUUL, 1991) e
patogénese da osteoporose (SPOLIDORIO et al., 2001, 2004), além das alteragdes
observadas no tecido epitelial e tecido conjuntivo decorrentes do aumento gengival,
podem representar um possivel fator de risco para a doenca periodontal (BIRRAUX
et al., 2006; CHIN et al., 2006).

Uma série de hipoteses tem sido verificada com o intuito de explicar a
patogénese do aumento gengival induzido pela CsA. Segundo Kataoka et al. (2003)
a CsA é um agente imunossupressor que induz o aumento gengival através da
reducdo na fagocitose do colageno pelos fibroblastos. Contudo, o mecanismo de
inducdo deste aumento ainda é desconhecido e algumas questdes permanecem
sem resposta (AYANOGLOU; LESTY, 1999; MELLER et al., 2002).

Alteracdes teciduais decorrentes do uso da CsA vém sendo observadas em
modelos animais com o intuito de explicar o mecanismo de agdo do farmaco. A
possibilidade da indugdo de doenca periodontal nesses modelos pode contribuir
também para o entendimento dos mecanismos envolvidos na patogénese da doenca
periodontal (GALVAO et al., 2003; GONCALVES et al., 2003; TAKATA et al., 1999).
Ainda, a relacdo CsA e doenca periodontal pode ser investigada nesses animais,
sendo essa condi¢do observada em seres humanos, em decorréncia do numero de
pacientes submetidos a utilizacdo do farmaco e da alta incidéncia de doenca
periodontal na populacéo.

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da indu¢do de doenca periodontal no
tecido ésseo, tecido epitelial e tecido conjuntivo no periodonto de ratos previamente

expostos a CsA.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCA PERIODONTAL INDUZIDA POR LIGADURA EM RATOS

A inducdo da doenca periodontal através do uso da ligadura consiste na
insercdo de um dispositivo que tem como finalidade promover irritacdo mecanica e
aumento do numero de bactérias através do acumulo de biofilme supra e
subgengival gerando uma resposta inflamatoria prejudicial ao periodonto
(GASPERSIC; STIBLAR-MARTINCIC; SKALERIC, 2002; GYORFI et al., 1994).

Modelos animais vém sendo utilizados para a observacdo dos mecanismos
envolvidos na patogénese da doenca periodontal induzida por ligadura. Algumas
vantagens sdo atribuidas a utilizacdo desses modelos, como a facilidade de
manipulacdo dos animais, possibilidade de realizacdo de desenho experimental para
varias doencgas, possibilidade do uso associado de farmacos e a propria inducao da
doenca periodontal (GAU et al.,, 2005; PAGE; SCHROEDER, 1982; PRABHU;
MEHTA, 2006).

Um animal bastante empregado no desenvolvimento de estudos
experimentais com doenca periodontal induzida é o rato. Segundo Kimura et al.
(2000), este modelo & amplamente empregado em pesquisa e pode facilitar o
entendimento do inicio e progressao da doenca periodontal. Algumas metodologias
sdo capazes de induzir doenca periodontal nesses animais, sendo elas:
manipulacao dietética, insercao de ligaduras ao redor da regiao cervical dos molares
(geralmente os primeiros molares superiores e inferiores), inoculacao experimental

de microrganismos periodontopatogénicos ou de seus produtos (RODINI, 2005). De



acordo com Bentzen et al. (2005) a anatomia na regido dos molares de ratos é muito
semelhante a do homem.

Galvao et al. (2003) realizaram um estudo com o objetivo de descrever as
caracteristicas histolégicas da doenca periodontal induzida em ratos através de
ligadura, associada ou ndo com dieta rica em sacarose. Vinte e quatro ratos Wistar
com sessenta dias, pesando entre 144 e 170g foram divididos em quatro grupos
experimentais, sendo: Grupo A (Controle) — dieta convencional; Grupo B — ligadura
no segundo molar superior e dieta convencional; Grupo C — dieta rica em sacarose;
Grupo D - ligadura no segundo molar superior e dieta rica em sacarose. Os animais
foram submetidos a anestesia geral para a realizagdo do procedimento. A ligadura
foi introduzida nos espacgos proximais ao redor do dente, sendo estabilizada por dois
nds na superficie palatal e mantidas por trinta dias. Apdés esse periodo, os animais
foram sacrificados e as maxilas removidas para a realizacdo do processamento
histoldgico. Na analise histoldgica, foi verificado que todos os animais dos grupos A
e C apresentaram o epitélio juncional com caracteristicas de normalidade,
quantidade normal de vasos sanguineos e células do tecido conjuntivo, fibras do
ligamento periodontal, crista 6ssea alveolar regular e padrédo normal de células do
ligamento periodontal. Nos animais dos grupos B e D houve a ruptura do epitélio
juncional e migracao apical, presenca de células inflamatérias e vasos sanguineos,
perda de fibras supracristal e do ligamento periodontal, crista éssea alveolar irregular
(reabsorcao), ruptura do cemento e sequestro 6sseo. A gengiva dos animais com
dieta rica em sacarose nao foi diferente dos animais do grupo controle. Os autores
concluiram que o uso da ligadura foi capaz de promover periodontite em ratos,

independente da dieta. Ainda, a analise fatorial de correspondéncia mostrou ser uma



ferramenta adequada para avaliar as caracteristicas histolégicas da doenca
periodontal induzida.

Khur et al. (2004) avaliaram a destruicdo periodontal apdés a inducdo de
doenca periodontal em ratos através da utilizacdo de ligadura durante um periodo de
observacdo de sessenta dias. A movimentacado fisiolégica dos dentes e a sua
influéncia sobre o efeito da ligadura também foi avaliado. Ainda, dois métodos para
mensuracao da perda 6ssea foi comparado pelos autores. Foram utilizados 35 ratos
Sprague Dawley, machos, com aproximadamente quatro semanas de vida e
divididos em cinco grupos: grupo A, ratos sem ligadura sacrificados no primeiro dia
do experimento; grupo B, ratos sem ligadura sacrificados em sessenta dias; grupo C,
ratos com ligadura inserida no primeiro dia e sacrificados no 15° dia; grupo D, ratos
com ligadura inserida no primeiro dia e sacrificados no 30° dia e grupo E, ratos com
ligadura inserida e sacrificados no 60° dia. As ligaduras foram inseridas no segundo
molar superior, apds anestesia dos animais. Os ratos foram sacrificados por
decapitacdo e as maxilas preparadas para a realizacdo da analise microscépica. A
perda 6ssea foi determinada por meio de dois métodos distintos. A primeira analise
considerou a distancia entre a juncdo esmalte cemento (JEC) e a crista éssea em
dez pontos na regido vestibular e dez pontos na regido palatina. O segundo método
avaliou a area referente as raizes vestibular e palatina, considerando um total de
seis areas por maxila. Na comparacao dos resultados, o grupo B apresentou uma
perda Ossea significante em relacdo ao grupo A, sendo essa perda mais
pronunciada na regido vestibular, na analise da distancia, e maior na regiao radicular
do primeiro molar, na analise da area. Na comparacao entre os grupos B e E, foi
observada maior perda 6ssea no grupo E na analise da distancia, entretanto, na

analise de area, essa diferenca nao foi significativa. Ainda, a perda éssea induzida



pela ligadura foi bem evidente no grupo C quando comparado ao grupo A em ambas
as analises. Uma estagnacao no processo de perda 6ssea foi observada durante a
inducdo da doenca periodontal por um periodo de sessenta dias. Os autores
concluiram que durante a indugdo da doenca periodontal, os animais do grupo
controle e os animais dos grupos experimentais, devem apresentar idade similar,
para a possivel observacdo das alteragdes fisioldgicas e alteracoes determinadas
pela inducdo da doenca periodontal. Em relacdo a analise das duas técnicas
descritas, os autores afirmaram que a perda éssea deve ser mensurada pela técnica
da distancia. Os autores verificaram ainda, que a inducao da doenca periodontal em
ratos por meio de ligadura é limitada, sendo o periodo de observacao relativamente
curto, de 15 dias.

Bentzen et al. (2005) compararam dois métodos para a inducao de doenca
periodontal em ratos: periodontite induzida por ligadura e injecdo gengival de
Lipopolissacarideo (LPS). A perda déssea alveolar foi comparada através de analise
morfométrica e radiografica. Foram utilizados cem ratos MOL:SPRD, machos,
pesando cerca de 337g. Uma avaliacdo periodontal prévia através da sondagem dos
animais anestesiados foi realizada para excluir possiveis espécimes com alteracdes
periodontais. A injecdo de LPS foi realizada na papila interdental pelas faces
vestibular e palatalina, entre o primeiro e segundo molar superior. As ligaduras foram
divididas de modo randomizado em sete grupos: grupo A, injecdo de solucao salina
(controle do grupo B), durante seis dias; grupo B, injecao de LPS, durante seis dias;
grupo C, sem tratamento (controle dos grupos A e D) e sacrificio em uma semana;
grupo D, indugéo de doenca periodontal através de ligadura durante uma semana e
posterior sacrificio; grupo E, sem tratamento (controle dos grupos F e G), durante

quatro semanas; grupo F, inducdo de doenca periodontal através de ligadura



durante quatro semanas e posterior sacrificio; grupo G, sem tratamento, ratos com
tubo de PVC em gaiolas, durante quatro semanas e posterior sacrificio. Os animais
dos grupos A e B foram sacrificados no sexto dia. Apds o sacrificio dos animais, a
perda 6ssea foi avaliada através da mensuracao da distancia entre a JEC e a crista
Ossea alveolar em 15 pontos para cada maxila. As medidas foram realizadas
eletronicamente com fotografia digital obtida por microscopia. A analise radiografica
foi realizada através da digitalizagcdo das radiografias e mensuracao através do
software DP-Soft ver. 3.2. Foram consideradas medidas obtidas do apice das raizes
mesial e distal a cuspide mesial e distal do segundo molar superior. A distancia entre
o defeito ésseo interproximal e o apice radicular também foi considerada na analise
radiografica. O suporte ésseo periodontal foi obtido através da andlise radiografica
dessas duas medidas. Os resultados mostraram que a perda éssea entre 0s grupos
A, B, C e E foi similar. Contudo, a perda éssea nos grupos D e F foi
significativamente maior em relacao aos grupos descritos anteriormente. Ainda, a
perda 6ssea no grupo F foi superior a do grupo D. A perda éssea observada no
grupo G foi similar ao grupo E. Por fim, a perda éssea no grupo A foi similar aos
grupos B, C, e E. Os autores verificaram que a indugdo de doencga periodontal
através de ligadura por um periodo de quatro semanas, levou a uma destruicao
Ossea significativa. Foi observado também que é possivel induzir doenga periodontal
em ratos no periodo de uma semana através da utilizagdo de ligadura. Ainda, esse
processo apresentaria algumas vantagens como a diminuicdo do tempo e custo do
estudo, além de possibilitar uma menor manipulacdo dos animais. Por fim, os
autores concluiram que o método de inducdo de doenca periodontal através da

injecdo gengival de LPS mostrou ser pouco confiavel.



Rodini (2005) realizou um estudo para caracterizar o modelo experimental da
doenca periodontal induzida por ligadura em ratos, através de avaliacao clinica e
microscépica. Durante seu estudo, foi realizada a quantificacado dos mastécitos e a
presenca de RNA mensageiro (RNAm) codificador das enzimas 6xido nitrico sintase
induzivel (INOS) e metaloproteinases (MMPs) 2 e 9. Foram utilizados no estudo, 51
ratos Wistar, machos, com peso médio entre 70 a 100g. Os animais foram
submetidos a insercado da ligadura nos primeiros molares inferiores do lado direito
(grupo experimental), sendo o lado oposto utilizado como controle (grupo controle).
O estudo foi realizado em trés etapas: analise microscopica e morfoldgica do tecido
dentério e tecido 6sseo, analise microscopica e histoquimica das amostras gengivais
e por fim, andlise por meio de Reacdo em Cadeia da Polimerase precedida por
Transcricdo Reversa (RT-PCR) das amostras gengivais. Os animais submetidos a
analise microscopica e morfolégica foram sacrificados nos periodos de um, trés,
sete, 14, 28, 42, e 56 dias apds a insercao da ligadura, sendo um total de trés
animais por periodo. Para a realizacdo da analise microscépica e histoquimica das
amostras gengivais, o sacrificio dos animais foi realizado nos periodos de um, trés,
sete, 14 e trinta dias ap6s a colocacéao da ligadura, com um total de trés animais por
periodo. O sacrificio dos animais para analise por RT-PCR seguiu o mesmo padrao
do grupo submetido a analise microscépica e histoquimica das amostras gengivais.
Durante a analise microscopica e morfolégica do tecido dentario e tecido 6sseo,
foram avaliados pardmetros microscopicos quanto a juncdo dentogengival,
ligamento periodontal, presenca de reabsorcao dentaria e da crista éssea alveolar e
a presenca de biofilmes. Na analise morfolégica das amostras gengivais, 0s mesmos
parametros microscépicos citados anteriormente foram seguidos, com excecado da

presenca de reabsor¢cdo dentaria e da crista déssea alveolar. Ap6s analise



microscépica dos tecidos periodontais submetidos ao acumulo progressivo de placa
por meio da ligadura, foi observado variacbes morfolégicas significantes entre os
diferentes periodos de inducao da doenca periodontal. Observou-se a presenca de
polimorfonucleares (PMNs) nos tecidos afetados pela doenca, principalmente nos
estagios iniciais, e a expressdao aumentada de RNAm para MMP-9 nos periodos de
trés e sete dias. Nao foi observado aumento significativo na expressdao de RNAm
para MMP-2. A expressdo de RNAm para iNOS também foi maior nos tecidos
doentes em relagdo ao controle. O nimero de mastdcitos (mm?) apresentou-se
diminuido na doenca periodontal com relacao aos tecidos gengivais saudaveis. A
autora concluiu que os neutréfilos podem ter grande participacdo na ativacdo da
sintese de MMPs via producdo de iINOS, nos estagios iniciais ap6s inducao da
doenca periodontal. Ainda, os produtos da degradagdo dos mastdcitos nao parecem
ter importancia no recrutamento dos PMNs. Por fim, segundo a autora, o presente
estudo apresentou uma metodologia reprodutivel de inducdo da doenca periodontal
inflamatéria em ratos, mais sem a progressdao para um infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario que caracteriza a doenga em humanos.

Semenoff et al. (2006) avaliaram em ratos com periodontite induzida, dois
métodos distintos utilizados em analise histométrica: imagem digitalizada e
retroprojetor de laminas. Foram utilizados no estudo, oito ratos Wistar, machos,
pesando entre 290 — 315g. Os animais foram anestesiados para a inducédo de
doenca periodontal através da insercdo de ligadura ao redor do segundo molar
superior direito. Apds sessenta dias, os animais foram sacrificados, sendo as hemi-
maxilas do lado direito submetidas a processamento histolégico e coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE). A andlise histométrica considerou a distancia entre a

JEC na mesial do segundo molar e a fibra periodontal inserida. A distancia entre a



JEC e a crista 6ssea alveolar também foi considerada. A mensuracao das distancias
foi realizada de duas formas: avaliacdo das imagens por computador, através do
Software ImagelLab 2000 e avaliacdo das laminas histolégicas através de um
retroprojetor de laminas posicionado a uma distancia de 60cm da tela. No resultado
das andlises histométricas, considerando a distancia entre a JEC e a fibra
periodontal inserida nas duas diferentes histometrias, nao foi verificado diferenca
estatistica. Na avaliacao da distancia entre a JEC e a crista 6ssea alveolar, ndo
houve diferencga significativa entre as médias obtidas com as duas histometrias. Os
autores concluiram que as duas metodologias de avaliagdo histométrica podem
fornecer similaridade nos resultados.

Fernandes et al. (2007) compararam dois métodos para deteccao da altura
Ossea associada a insercao da ligadura em ratos. No presente estudo, foram
utilizados dez ratos Wistar, machos, com sessenta dias de vida e pesando entre 250
e 350g. Os animais foram anestesiados para a insercdo da ligadura no segundo
molar superior esquerdo, sendo mantida durante trinta dias. Os dentes do lado
oposto, sem ligadura, foram utilizados como controle do experimento. Os ratos foram
sacrificados por meio de deslocamento cervical. As maxilas dos animais foram
removidas e seccionadas na regiao medial. Assim, as hemi-maxilas direitas e
esquerdas de cinco ratos foram processadas para analise histoldégica. As hemi-
maxilas dos outros cinco ratos foram submetidas a analise morfométrica. Durante a
realizacdo das andlises histolégica e morfométrica, foram obtidas imagens dos
cortes histologicos e das hemi-maxilas dos animais por meio de fotografia digital.
Uma escala calibrada também foi fotografada para a conversdao das medidas. Um
examinador cego e calibrado utilizou o software ImageTool® para obter trés medidas

lineares da crista éssea a JEC na regido vestibular e palatina do segundo molar



superior. Os resultados mostraram que a utilizacdo da ligadura resultou em uma
consideravel perda 6ssea alveolar na regidao vestibular e palatal, observada durante
as analises morfométrica e histométrica. Em relacdo a comparacdo dessas duas
analises, a regido palatal dos dentes com e sem ligadura e a regido vestibular dos
dentes com ligadura, ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre os
métodos. Os autores concluiram que as analises histométrica e morfométrica séao
capazes de detectar alteragdes na altura éssea em ratos com doencga periodontal

induzida por ligadura.

2.2 A CICLOSPORINA A

A descoberta da CsA na década de 1970, a partir da fermentacao de produtos
metabdlicos das espécies de fungos Tolypocladium inflatum Gams, abriu um novo
horizonte no tratamento de pacientes submetidos a transplantes de o6rgaos
(HALLMON; ROSSMAN, 1999).

O sucesso da terapia com a CsA resultou na sua popularizacao € no aumento
da sua indicacao terapéutica. Hassel e Hefti (1991) estimaram que cerca de um
bilhdo de pessoas seriam usuarios crénicos da CsA nesta década.

O farmaco é um potente imunossupressor que atua seletivamente nas células
moduladoras da resposta imune, através de um mecanismo que inibe a producgéo de
IL-2, que é responsavel pelo desenvolvimento de sinais essenciais para a maturagao
das células T e B (BOLTCHI; REES; IACOPINO, 1999).

A CsA é o medicamento de escolha utilizada no controle da rejeicao de



orgaos sélidos como o coracdo, pancreas, intestino, figado, rim e ainda em casos de
transplante de medula 6ssea. Foi observado que o uso do farmaco em pacientes
transplantados pode elevar a taxa de sucesso nos transplantes renais de 50% para
95% (HASSEL; HEFTI, 1991).

Os pacientes submetidos a cirurgia para transplantes renais, geralmente
apresentam um quadro de hipertensdo, sendo utilizados para o seu tratamento,
medicamentos do grupo dos blogueadores do canal de célcio, como a Nefidepina
(GIUSTINIANI; ROBUSTELLI; MARIENI, 1987; KHOORI et al., 2003).

Devido as suas caracteristicas de medicamento imunossupressor seguro e
com baixa toxicidade, a CsA pode ser indicada também no tratamento de numerosas
alteracées mediadas imunologicamente, como o diabete mellitus do tipo 1, artrite
reumatoide, psoriase, doenca de Crohn, pénfigo, malaria, liqguen plano erosivo, colite
ulcerativa (BACH et al.,, 1994; BOLTCHI; REES; IACOPINO, 1999; ILGENLI;
ATILLA; BAYLAS, 1999; KING et al., 1993).

A administracdo do farmaco pode ser realizada por via oral, intramuscular ou
endovenosa, sendo necessaria uma dose diaria terapéutica de 10 a 20mg/kg para a
manutencdo da imunossupressao, quando administrada por via oral (BOLTCHI;
REES; IACOPINO, 1999). A CsA é metabolizada no figado, resultando em 14
produtos metabdlicos, dos quais 90% sao excretados pelas fezes e os 10%
restantes, excretados pelos rins (SEYMOUR; JACOBS, 1992).

Apesar do sucesso observado no tratamento de pacientes transplantados
com a utilizagdo do medicamento, alguns efeitos adversos como nefro - toxicidade,
disfungbes hepaticas, disturbios neuroldgicos e hipertenséo s&o atribuidos ao uso da
CsA (SEYMOUR; ELLIS; THOMASON, 2000). Ainda, o farmaco parece contribuir

com a patogénese da osteoporose (SPOLIDORIO et al., 2001, 2004), atuar no



desequilibrio do turnover 6sseo (FU et al., 2001; WADA et al.,, 2006), induzir
osteopenia (KAWANA et al., 1996; MCDONALD; PRUUL, 1991) e aumento gengival
(ABDOLLAHI; RADFAR, 2003), sendo considerado um possivel fator de risco para a
doenca periodontal (BIRRAUX et al., 2006; CHIN et al., 2006).

Os efeitos adversos associados ao farmaco sao dependentes da dosagem do
medicamento (FU et al., 1995), tempo de duracéo do tratamento (MONTEBUGNOLI;
SERVIDIO; BERNARDI, 2000; SPOLIDORIO et al, 2001; SPOLIDORIO;
SPOLIDORIO; HOLZHAUSEN, 2004) e associacdes com outros farmacos (CHIU et
al., 2001; JAMES et al., 2000b; SEYMOUR, 1991). Contudo, a maioria desses
efeitos adversos é reversivel e ndo deixam sequlelas apds a interrupcdo do uso
(HALLMON; ROSSMANN, 1999).

Para Chiu et al. (2001) o aumento da hiperplasia gengival decorrente da
associagao da CsA com a Nefidepina, observado em seu estudo em ratos, esta mais
relacionado com outros fatores, como por exemplo o biofilme dental, do que a
interacdo entre esses medicamentos. Montebugnoli, Servidio e Bernardi (2000)
verificaram em pacientes usuarios da CsA submetidos a transplante de coracéo, que
0 aumento gengival diminuiu espontaneamente com o passar do tempo, na maioria
dos pacientes que realizaram um simples programa de controle do biofilme.

O aumento do volume gengival € uma manifestacao clinica local relatada por
diversos estudos descritos na literatura (CALNE et al.,, 1981; MARIANI, 1993;
RATEITSCHAK-PLUSS et al., 1983; SEYMOUR; THOMASON; ELLIS, 1996) que
interfere nas funcées normais desenvolvidas na cavidade oral e prejudica a higiene
do paciente, alterando a sua estética e alto estima (CHABRIA; WEINTRAUB;
KILPATRIC, 2003; KING et al., 1993).

As caracteristicas clinicas observadas nos pacientes com aumento gengival



sdo de um tecido denso, rosado, com aspecto lobular, sendo um processo localizado
ou generalizado e geralmente assintomatico (CARRANZA et al., 2004).

Segundo Rateitschak-Pliss et al. (1983), qualquer regido da cavidade oral
pode ser afetada pelo aumento gengival, principalmente a regido vestibular dos
dentes antero-superiores e inferiores, na qual o crescimento é mais pronunciado.
Barclay et al. (1992), verificaram em seu estudo que a prevaléncia da hiperplasia
gengival induzida pela Ciclosporina ou Nefidepina pode variar entre 20% a 40%.
Para Ramalho et al. (2003) a prevaléncia de hiperplasia gengival induzida pela CsA
pode chegar a 85%, dependendo do critério utilizado no seu diagnostico. Algumas
variaveis como a concentracao sérica de CsA, duracao da terapia, métodos de
avaliacdo do crescimento gengival, condicdo periodontal basica, idade dos
pacientes, saude geral do paciente, podem influenciar a determinacdo da
prevaléncia do aumento gengival.

A extensdo do crescimento gengival pode estar relacionada com alguns
fatores, entre eles: nivel de higiene oral do paciente (HALLMON; ROSSMANN,
1999; ROMITO et al., 2004), severidade da inflamacgéo gengival (SEYMOUR; ELLIS;
THOMASON, 2000), susceptibilidade genética (TRACKMAN; KANTARD, 2004).
Porém, o impacto individual causado por cada fator, ainda ndo foi bem descrito na
literatura (THOMASON et al., 1996).

Esta comprovado que o uso da CsA e de outros farmacos como a Nefidepina,
Fenitoina, Verapamil e Diltiazen estdo frequentemente associados com alteracoes
gengivais e podem induzir o crescimento gengival de maneira independente
(BARAK; ENGELBERG; HISS, 1987; GIUSTINIANI; ROBUSTELLI; MARIENI, 1987;
SEYMOUR, 1991; TORREZAN et al., 2005). King et al. (1993) afirmam que ainda

nao esta comprovado que a associacao da CsA com a nefidepina pode levar a um



aumento adicional no volume gengival. Entretanto, Khoori et al. (2003) verificaram
em pacientes submetidos a transplante renal, que a associacdo da CsA com a
nefidepina promoveu um aumento da severidade e incidéncia da hiperplasia
gengival.

Diferentes terapias podem ser preconizadas no tratamento do aumento
gengival induzido pela CsA (CAMARGO et al., 2001; ILGENLI; ATILLA; BAYLAS,
1999). De acordo com Mavrogiannis et al. (2006) uma variedade de métodos que
vao desde a execucdo de um programa rigoroso de higiene oral, com o uso de
agentes coadjuvantes quimicos e antibidticos, até a indicagdo de procedimentos
cirirgicos como a gengivectomia, eletrocirurgia e retalhos cirurgicos, podem ser
utilizados no tratamento dos pacientes. Kantarci et al. (1999) avaliaram o efeito da
terapia periodontal em pacientes com aumento gengival induzido pela CSA e
verificaram que através da raspagem supra e subgengival houve reducao de 30% no
aumento gengival de 47% dos pacientes submetidos a esse tratamento.

A substituicdo da CsA por outro farmaco também pode ser considerada uma
alternativa viavel de tratamento. Ellis et al. (2004) verificaram que a prevaléncia e a
gravidade do aumento gengival, foi menor em adultos transplantados submetidos a
utilizacdo do Tacrolimus em comparagédo a CsA. Ainda, de acordo com James et al.
(2000a) a substituicdo da CsA por Tacrolimus em pacientes transplantados renais,
provou ser uma estratégia efetiva na regressao do aumento gengival, entretanto, em
nenhum paciente observado no estudo o aumento gengival regrediu completamente.
Para Chabria, Weintraub e Kilpatric (2003) o Tacrolimus é um agente
imunossupressor com menor potencial para o desenvolvimento de aumento gengival
nos pacientes, contudo, a maioria dos estudos publicados até o momento apresenta

limitagdo em relagdo ao tamanho da sua amostra.



Alteracdes no metabolismo 6sseo associadas com a utilizagdo da CsA vém
sendo investigada em diversos estudos in vitro e in vivo. Modelos animais
constituem uma alternativa eficaz no estudo dessas alteracées, que também podem
ser observadas em animais com doenca periodontal induzida. Fu et al. (1999)
verificaram em seu experimento em ratos, que a acao da CsA no metabolismo do
0sso alveolar nesses animais é distinta. Os autores observaram um aumento da
atividade de osteoclastos nos sitios periodontais dos ratos submetidos ao
medicamento e diminuicdo na formagao éssea nos sitios sinfisais. Ainda, Shen, Fu e
Hsieh (2001) avaliaram em ratos a histomorfologia 6ssea de alvéolos dentais de
animais submetidos a CsA, e verificaram que o medicamento possui a¢ao inibitoria
no processo de formacao Ossea nos alvéolos dentais. Entretanto, Nassar et al.
(2000) verificaram que a intensidade da perda éssea alveolar em ratos com doenca
periodontal induzida por ligadura, foi menor nos animais imunossuprimidos com a
utilizacdo da CsA.

Nassar, Nassar e Spolidério (2003) concluiram durante sua revisdo da
literatura, que as alteracées no metabolismo do osso alveolar, decorrentes da agéao
da CsA no desenvolvimento da doenca periodontal, permanece sem concluséo,
tendo em vista que os resultados dos experimentos in vivo ndo sao compativeis com

os resultados observados nos estudos in vitro.

2.3 A CICLOSPORINA A E AS ALTERACOES GENGIVAIS

Fu et al. (1995) realizaram um estudo para avaliar a relacdo do aumento

gengival induzido pelo uso da CsA com a dosagem da droga administrada em ratos.



Oitenta animais, pesando entre 150 e 250g, foram distribuidos de modo
randomizado em quatro grupos. Os trés primeiros grupos receberam a dose do
medicamento nas seguintes proporcdes: 3mg/kg; 10mg/kg; 30mg/kg durante seis
semanas, sendo o quarto grupo mantido como controle. Para avaliar as alteragdes
gengivais, modelos de gesso da regiao anterior e inferior foram confeccionados em
intervalos de duas semanas. Em seguida, os animais foram sacrificados para a
realizacdo da analise histologica dos tecidos. Nos grupos medicados com 10 e
30mg/kg, a gengiva vestibular foi bastante alterada e um exuberante tecido
conjuntivo com vasos e infiltrado inflamatério foi observado. Os autores concluiram
que existe uma relacao entre a dosagem do medicamento e o aumento gengival em
ratos.

Ayanoglou e Lesty (1999) propuseram investigar o0 mecanismo de indugéo do
aumento gengival pela CsA. Dezesseis ratos, com seis semanas de vida, foram
divididos em grupo controle e grupo experimental, sendo oito animais para cada
grupo. Os ratos do grupo experimental receberam dose diaria de 30mg/kg de CsA
via oral por gavagem. Apo6s quatro, nove, 14 e 19 semanas, dois animais do grupo
controle e dois animais do grupo experimental foram sacrificados através da
perfusdo cardiaca e suas mandibulas foram removidas para o processamento
histologico. Analises histomorfométricas foram realizadas na regido vestibular,
lingual e palatina da gengiva livre dos primeiros e segundos molares inferiores.
Todos os animais do grupo controle e grupo experimental foram avaliados e
divididos em trés novos grupos, sendo: grupo controle, grupo CsA nao reagente e
CsA reagente, de acordo com o grau de envolvimento do aumento gengival. Os
resultados mostraram que no grupo controle, as caracteristicas estruturais da

gengiva livre permaneceram idénticas aquelas descritas anteriormente. Ap6s 0 uso



da CsA, foi observado aumento na gengiva livre em todos os ratos variando em
namero e grau de acordo com o animal. Os autores concluiram que as modificacoes
induzidas pela CsA nado estado limitadas apenas ao aumento gengival, sendo que
este é resultado da vasodilatacdo, do aumento do volume da matriz extracelular e
aumento da espessura do epitélio.

Spolidério et al. (2001) propuseram avaliar o aumento gengival em ratos
tratados diariamente com 10mg/kg de CsA por sessenta dias e a sua regressao
apods a interrupcdao do tratamento. Quarenta ratos Wistar, pesando 50g, foram
distribuidos de modo randomizado em oito grupos com cinco animais cada. Sete
grupos foram tratados com doses diarias subcutédneas de 10mg/kg de CsA durante
sessenta dias, sendo o grupo restante usado como controle. Apds sessenta dias,
todos os animais tratados com CsA apresentaram aumento gengival envolvendo
todos os dentes. O grupo controle e um grupo experimental foram sacrificados apo6s
sessenta dias do inicio do experimento. Os demais grupos foram sacrificados cinco,
dez, 15, trinta, sessenta e noventa dias apos o tratamento ser interrompido. Analise
histoldégica e histométrica foram realizadas na gengiva vestibular dos primeiros
molares inferiores direito e esquerdo. Microscopicamente, foi observado aumento do
epitélio oral e da densidade do tecido conjuntivo. Houve reducdo progressiva no
volume gengival associado a interrupcdo do tratamento, principalmente apos
noventa dias, no qual o volume gengival se apresentou similar ao controle. O volume
dos fibroblastos, fibras colagenas, aumentou significativamente ap6s sessenta dias e
o volume de vasos diminuiu nesse periodo. Apds noventa dias do término da
medicacdo, a porcentagem dos fibroblastos e fibras colagenas permaneceu maior

gue o controle, mais sem diferenca estatistica entre eles. Os autores concluiram que



sao indicados mais estudos experimentais e estudos in vitro para a compreensao do
mecanismo que envolve a regressao do aumento gengival.

Meller et al. (2002) realizaram um estudo com o objetivo de desenvolver em
camundongos, aumento gengival com caracteristicas semelhantes as observadas
nos estudos em humanos. Segundo os autores, este modelo apresentaria algumas
vantagens como facilidade de manipulacéo, possibilidade do uso de medicamentos
experimentais. Trés diferentes racas de camundongos, CBA, F1 e Balb/c, com idade
entre trés e quatro meses, foram utilizadas no experimento. Os animais receberam
diferentes concentracoes de CsA, 10mg/kg, 25mg/kg e 40 mg/kg, cinco vezes por
semana via peritbnio. Apoés a primeira semana o grau de alteracdo gengival foi
avaliado diariamente. Os animais foram sacrificados no intervalo de duas semanas e
o tecido gengival foi removido para analise microscépica. Os resultados mostraram
que todas as ragas desenvolveram hiperplasia gengival, independente dos fatores
genéticos. Todas as diferentes concentracdes produziram alteracées na coloracao
da gengiva apds seis semanas de tratamento. Mudancas no volume gengival foram
observadas apo6s quatro semanas em 30% dos animais submetidos a 10mg/kg e
25mg/kg de CsA, e em todos os animais medicados com 40mg/kg do farmaco. Apds
oito semanas, todos 0s animais manifestaram hiperplasia gengival independente da
dosagem utilizada. As alteragdes foram mais evidentes na regido lingual-vestibular
de molares inferiores e incisivos superiores. O exame histolégico mostrou um
infiltrado inflamatério composto por células mononucleares, hipertrofia de células
epiteliais e aumento na espessura do epitélio, aumento na espessura do tecido
conjuntivo, aumento na vascularizacdo e edema. Os autores concluiram que é
possivel desenvolver em camundongos o crescimento gengival induzido pela CsA,

com caracteristicas semelhantes as observadas em humanos.



Kataoka et al. (2003) avaliaram em seu estudo a fung¢do do receptor a231
integrina na inducao do crescimento gengival pelo uso da CsA. Os autores isolaram
fibroblastos da gengiva de ratos fed e uma dieta em pd contendo Ciclosporina e
outra dieta sem a droga, foram administradas por trinta dias. Uma andlise da
citometria do fluido foi realizada para mensurar a fagocitose do colageno e a funcao
da integrina a2 no fibroblasto. Ainda, todos os RNAs foram isolados dos fibroblastos
e a reacao polimérica de quebra da cadeia de transcriptase reversa foi empregada
para investigar o nivel de RNAm da integrina a2. Os resultados do ensaio in vitro da
fagocitose do colageno, mostraram que o grupo tratado com CsA e o grupo controle
obtiveram uma média de 13,5% e 36,1% de células fagocitarias respectivamente. O
grupo tratado com CsA apresentou 28% menos manifestacdo da integrina a2 que o
grupo controle. A manifestacdo do RNMm de integrina a2 no grupo tratado com CsA
foi aparentemente menor que no grupo controle, entretanto, a manifestacdo de
RNAm do integrina 31 néo foi afetada. De acordo com os resultados obtidos, o autor
sugere que um fator etiolégico associado ao crescimento gengival, pode inibir a
fagocitose do colageno através da reducdo da manifestacdo da integrina a2 nos
fibroblastos.

Spolidério, Spolidério e Holzhausen (2004) propuseram em seu estudo avaliar
os efeitos do uso prolongado da CsA no tecido gengival e osso alveolar de ratos.
Oitenta animais mantidos em condi¢cdes similares e pesando cerca de 50g, foram
distribuidos de modo randomizado em oito grupos com dez ratos cada. Quatro
grupos foram tratados com CsA na dose diaria de 10mg/kg durante os periodos de
sessenta, 120, 180 e 240 dias, sendo os quatro grupos restantes mantidos como
controle. Passado o periodo experimental, os animais foram sacrificados para a

realizacdo da andlise histométrica. Medidas lineares da espessura e altura do



epitélio oral e espessura do tecido conjuntivo foram realizadas no primeiro molar
inferior esquerdo e direito. Os resultados mostraram um aumento no volume do
epitélio e tecido conjuntivo nos grupos que receberam a CsA durante sessenta e 120
dias em relacdo aos grupos controle e reducdo no volume desses tecidos apés a
utilizacdo do medicamento por 180 e 240 dias. Os autores puderam concluir que, as
modificacées no periodonto de ratos associados com a utilizacdo da CsA, possuem

relacdo com o tempo de administracdo do medicamento.

2.4 A CICLOSPORINA A E AS ALTERAGCOES OSSEAS

Rucinski, Liu e Epstein (1994) compararam em ratos o efeito da CsA e
Ciclosporina H (CsH) nos marcadores do metabolismo ésseo e na histomorfometria
O0ssea. Os autores se propuseram a avaliar a hip6tese de que a CsH nao produz
alteracées no metabolismo ésseo, semelhantes a CsA, e que este efeito seria
independente das alteragcdes nas citocinas. Foram utilizados trinta ratos com dez
semanas de vida e pesando aproximadamente 300g. Os animais foram divididos em
trés grupos, sendo: Grupo A — Controle; Grupo B — CsA 15mg/kg; Grupo C — CsH
15mg/Kg. O medicamento foi administrado por via oral, por meio de agulha de
gavagem, durante vinte e oito dias. Em seguida, os animais foram submetidos a
coleta de sangue nos dias zero, sete,14 e 28 e sacrificados ap6s esse periodo
através de perfusado cardiaca, mediante a utilizacdo de anestesia. Para a realizacao
da andlise histologica, os ratos tiveram a tibia removida e dissecada, sendo dividida

em diafise e metafise. A metafise foi seccionada em trés partes e corada com



diferentes técnicas. Durante anadlise histomorfométrica, os seguintes parametros
foram considerados: volume 6sseo, numero de osteoclasto, porcentagem do volume
da matriz ostedide, indice de aposicdo mineral, indice de formacao mineral. Os
resultados ndo apontaram nenhuma mudanca significativa no calcio em nenhum
grupo. No grupo submetido a administragcao da CsA, houve um aumento significativo
no indice de aposi¢do mineral, decréscimo no volume ésseo, aumento no numero de
osteoclasto. O grupo submetido a utilizacdo da CsH nao mostrou diferenca
significativa na histomorfometria 6ssea comparado ao grupo Controle. Ainda, o
volume da matriz ostedide ndo mudou em nenhum grupo. Os autores puderam
concluir que a CsA foi capaz de acelerar o processo de remodelacao 6ssea, levando
a uma perda éssea em ratos imunossuprimidos. Assim, o estudo enfatiza a
importancia das citocinas no metabolismo do tecido 6sseo. A CsH nao produziu
alteracoes significantes no metabolismo 6sseo.

Kawana et al. (1996) realizaram um estudo para avaliar os efeitos da CsA na
remodelacdo 6ssea de ratos, através da utilizacdo de marcadores bioquimicos e
analise histomorfométrica. Doze ratos com oito semanas de vida foram divididos, de
modo randomizado, em dois grupos: Grupo A — Controle (6) e Grupo B — CsA
15mg/Kg. Os animais foram pesados e submetidos a coleta de sangue no sétimo e
28° dia. A coleta do sangue foi realizada para possibilitar a anélise da osteocalcina, e
ainda, foi realizada a coleta da urina dos ratos. Os animais foram anestesiados e
sacrificados no 28° dia para a remocdo e dissecagdo da tibia para a realizagéo da
analise histomorfométrica. Ap6s anadlise bioquimica, os resultados mostraram que
houve diferenca significativa maior nos niveis de piridinolina no Grupo B em relagéo
ao Grupo Controle. Nao houve diferenga significativa no nivel de osteocalcina nos

dias sétimo e 28° dia entre o Grupo A e Grupo B. O resultado da andlise



histomorfométrica mostrou que o volume do osso trabecular dos ratos tratados com
CsA foi significativamente menor que o Grupo Controle. O volume ostedide dos ratos
tratados com CsA também foi menor que o Grupo Controle, entretanto essa
diferenca nao foi estatisticamente significativa. Os autores concluiram que a
administracao da CsA por quatro semanas induziu osteopenia nos ratos devido a um
desequilibrio no turnover ésseo caracterizado pelo excesso de reabsorcdo e menor
formacao 6ssea.

Shen, Fu e Hsieh (2001) avaliaram por meio de analise histolégica os efeitos
da CsA no osso alveolar e o processo de formacao da matriz ostedide ao redor do
segundo molar superior de ratos, na tentativa de elucidar o possivel mecanismo de
alteracdo do osso alveolar induzido pelo medicamento. Foram utilizados vinte ratos
com 25 semanas, selecionados randomizadamente e divididos em grupo Controle e
grupo CsA. Os animais do grupo CsA receberam doses diarias de 15mg/kg. No final
de duas e quatro semanas, os animais foram sacrificados para avaliacdo
histopatoldgica e histométrica. Na analise histométrica, o volume do osso alveolar, o
volume da medula éssea, a area superficial do osso alveolar, o volume da matriz
ostedide, a area da superficie alveolar pelo volume, a espessura da matriz ostedide
e a superficie de formagdo déssea foram avaliadas. Os resultados mostraram que
houve um declinio do volume 6sseo ao redor do molar no grupo submetido a CsA
em relacdo ao grupo Controle. Foi observado aumento no volume da medula e
osteopenia nos animais tratados com a droga. O volume da matriz ostedide foi
significativamente afetado pela terapia com a CsA. Os autores concluiram que
houve um efeito inibitério na formagéao do osso alveolar associado ao uso da CsA.

Goncalves et al. (2003) investigaram a influéncia da CsA e da sua associacao

com a Nefidepina na perda 6ssea causada por periodontite induzida em ratos.



Foram utilizados 24 ratos Wistar, pesando entre 300 e 400g, distribuidos
randomizadamente em um dos seguintes grupos terapéuticos: Grupo A — solugao
salina (controle); Grupo B — CsA 10mg/kg; Grupo C — Nefidepina 50 mg/kg e Grupo
D — CsA 10mg/kg e Nefidepina 50mg/kg. Todos os animais receberam ligadura para
indugdo da doenga periodontal em um dos primeiros molares inferiores, sendo o
dente contralateral mantido como controle. Os grupos foram submetidos diariamente
a injecoes subcutaneas das substancias e apds 25 dias do tratamento, os animais
foram sacrificados. As mandibulas foram removidas para realizacdo do
processamento histolégico e o volume da perda 6ssea na regido de furca foi
determinado histometricamente. Clinicamente foi observado aumento de volume
gengival nos animais dos Grupos B, C e D em relagcdo ao Grupo A (controle) e
ainda, em relagéo aos dentes com e sem ligadura, o aumento do volume gengival foi
mais significante nos dentes com ligadura. Durante a andlise histométrica, foi
observada uma grande area de tecido conjuntivo na regido inter-radicular como
resultado da perda déssea na regido de furca. Apds analise intragrupo, uma grande
perda 6ssea foi observada nos dentes com ligadura em relacdo aos dentes sem
ligadura (controle). Contudo, na analise intergrupos, a perda 6ssea nos dentes com
ligadura nos grupos experimentais nao foi estatisticamente significativa. Os autores
concluiram que a administracdo da CsA, associada ou ndo a Nefidepina, pode néo
influenciar a perda 6ssea na periodontite induzida por ligadura em ratos.

Nassar et al. (2004) avaliaram o efeito da CsA no osso alveolar de ratos com
periodontite induzida, através de analise radiografica, histoldégica e analise do soro.
Vinte e quatro animais, pesando aproximadamente 100g, foram divididos
randomizadamente em quatro grupos, sendo: Grupo A — Controle; Grupo B —

Ligadura no primeiro molar inferior; Grupo C — Ligadura no primeiro molar inferior e



CsA 10mg/kg; Grupo D — CsA 10mg/kg. Apds trinta dias, os animais foram
sacrificados e os niveis de calcio e fosfatase alcalina foram mensurados em todos os
grupos. Durante andlise radiografica, a distancia da crista do osso alveolar a JEC foi
medida na superficie mesial dos primeiros molares inferiores. Na analise histolégica,
o volume de osteoclastos, osso alveolar, medula éssea e a relagdo da superficie
Ossea saudavel e superficie com erosao, foram obtidos da regido mesial do 0sso
alveolar. Os resultados mostraram um significante decréscimo do nivel de célcio em
todos os grupos que receberam CsA. Nenhuma mudanca significativa foi observada
no nivel de fosfatase alcalina. No Grupo C, houve diminuicdo no volume do 0sso
alveolar, aumento no volume de osteoclastos, diminuicdo da medula 6ssea e da
relacao superficie 6ssea saudavel e superficie com erosdo, na superficie mesial do
primeiro molar inferior. O exame radiografico mostrou que a utilizacdo exclusiva da
CsA diminuiu a perda 6ssea alveolar na superficie mesial dos primeiros molares
inferiores. Os autores concluiram que a CsA em niveis de imunossupressao pode
causar um desequilibrio na homeostasia do osso alveolar em ratos. Na presenca de
processo inflamatério, a inibicdo do sistema imune pela CsA pode diminuir a perda
Ossea inicial causada pela doenca periodontal.

Spolidério, Spolidério e Holzhausen (2004) propuseram um estudo para
avaliar os efeitos do uso prolongado da CsA no o0sso alveolar e no tecido gengival de
ratos. Oitenta animais mantidos em condi¢des similares e pesando cerca de 509,
foram distribuidos de modo randomizado em oito grupos com dez ratos cada. Quatro
grupos foram tratados com CsA na dose diaria de 10mg/kg durante os periodos de
sessenta, 120, 180 e 240 dias, sendo os quatro grupos restantes mantidos como
controle. Passado o periodo experimental, os animais foram sacrificados e o0s niveis

de calcio e fosfatase alcalina no soro foram avaliados. O volume do osso alveolar e



de osteoclastos foi mensurado através de analise histolégica. Os resultados
mostraram que nao houve diferenca estatistica significativa no nivel de célcio nos
grupos submetidos ao medicamento. Contudo, todos os grupos experimentais
apresentaram aumento nos niveis da fosfatase alcalina no soro. Houve diminuicao
no volume do osso alveolar em relacdo aos grupos controle nos periodos de
sessenta, 120 e 180 dias de uso da CsA. Apds 240 dias, o volume ésseo aumentou
ficando similar ao grupo controle. O volume de osteoclastos foi maior durante
sessenta e 120 dias em relacdao ao controle e diminui ap6s 180 e 240 dias em
relacdo aos periodos experimentais iniciais (sessenta e 120 dias). Os autores
puderam concluir que, as modificacées no periodonto de ratos associados com a
utiizacdo da CsA, possuem relacdo com o tempo de administracdo do
medicamento.

Wada et al. (2006) avaliaram o mecanismo da inducao de osteoporose pelo
uso da CsA em ratos e os efeitos do medicamento no metabolismo 6sseo dos
animais. Oitenta ratos germ free com 15 dias de vida foram divididos em 16 grupos
de cinco animais. Os ratos foram submetidos a uma dieta de 50mg/kg de CsA pelos
primeiros dez dias e 200mg/kg até o fim do experimento. Os animais foram
sacrificados no oitavo, 16° e 30° dia ap6s o inicio do experimento. Os animais
destinados ao controle do experimento receberam a mesma dieta. Os animais
tiveram a tibia removida para a realizagdo de analise através de imagem
computadorizada e analise histolégica. Os parametros considerados foram o volume
0sseo por volume de tecido, espessura das trabéculas e separacédo das trabéculas
O0sseas. Na andlise histologica foi considerado o numero de osteoclasto por
superficie 6ssea, niumero de osteoblasto por superficie 6ssea, volume désseo pelo

volume de tecido. Foi realizada coleta do plasma sanguineo para anélise bioquimica.



O volume 6ésseo pelo volume de tecido nos ratos tratados com a CsA foi
significativamente menor em comparacao aos animais do controle apds 16 dias. TB /
Sp foi significativamente maior nos animais medicados com a CsA em relagdo aos
ratos do controle do experimento apds 16 e trinta dias. Os resultados indicam que a
CsA induziu a reabsorcado do trabeculado 6sseo na tibia dos ratos apdés 16 dias.
Durante analise histoldgica, os resultados mostraram que apés o 16° dia, a perda do
trabeculado 6sseo nos animais medicados com a CsA foi mais evidente que nos
animais do controle. O volume ésseo pelo volume do tecido nos ratos medicados foi

significativamente menor se comparado com os animais do controle ap6s 16 dias.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da indu¢édo de doencga periodontal
no metabolismo dos tecidos 6sseo, tecido epitelial e tecido conjuntivo, no periodonto

de ratos previamente expostos a Ciclosporina A.



4 MATERIAL E METODO

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados no presente estudo quarenta ratos (Rattus novergicus,
variacao albinus, Wistar), machos com 12 semanas de vida e peso aproximado de
300g. Os animais foram pesados diariamente e avaliados em relagédo ao seu estado
de saude. O trabalho foi realizado de acordo com as normas adotadas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi submetido ao comité de Etica
em Pesquisa Animal da UNITAU (Registro CEEA/UNITAU n® 0019/06) (Anexo A).
Todos os animais foram mantidos em condigdes similares, com temperatura
ambiente controlada, em gaiolas com cinco ratos, sendo os mesmos alimentados
com agua e racao ad libitum, fornecido pelo biotério do Instituto Basico de
Biociéncias da Universidade de Taubaté. Os ratos foram inicialmente divididos de
modo randomizado em quatro grupos (n=10): grupo Controle (GC), ratos sem
ligadura e sem medicacao; grupo Ciclosporina A (GCsA), administracao de 10mg/kg
de CsA durante sessenta dias a partir do inicio do experimento; grupo Ciclosporina A
— Ligadura (GCsAL), insercao da ligadura apés trinta dias do inicio do experimento e
administracdo de 10mg/kg de CsA a partir do inicio do estudo, durante sessenta
dias; grupo Ligadura (GL), insercdo da ligadura apos trinta dias do inicio do

experimento (Tabela 1).



Tabela 1 - Grupos Experimentais

Grupos N Medicacéao (Dia Zero)  Ligadura (Dia 30)
GC 10 Néo Nao
GCsA 10 Sim Nao
GCsAL 10 Sim Sim
GL 10 Nao Sim

GC (Controle), GCsA (com CsA), GCsAL (com CsA e Ligadura), GL (com Ligadura)

4.2 ADMINISTRACAO DA CICLOSPORINA A

A Ciclosporina A foi administrada diariamente, via oral, através de agulha de
gavagem (Figura 1), durante o periodo de sessenta dias a partir do inicio do
experimento. Os animais dos grupos GCsA e GCsAL receberam doses de 2ml de
solucao de Ciclosporina A (Sandimmun, Novartis, Brasil) diluida em agua destilada
na concentracao de 1,25mg/ml considerando a dosagem de 10mg/kg de peso do
animal.

Os animais dos grupos GC e GL nao foram submetidos a nenhum
medicamento administrado como placebo, contudo, foram manipulados diariamente
por todo o periodo de administracdo da CsA para gerar uma situacdo similar de

estresse.



Figura 1 - Administragdo da CsA com agulha de gavagem

4.3 ANESTESIA

A solucdo anestésica foi composta de Cloridrato de Xilazina (Virbaxil®, Virbac
do Brazil Ind. e Com. Ltda, Sdo Paulo, Brazil) como relaxante muscular e Ketamina
base (Francotar®, Virbac do Brazil Ind e Com. Ltda, Sdo Paulo, Brazil) como
anestésico geral, na proporcéao de 1: 0,5ml utilizando 0,1ml para cada 100g de peso
do animal (RICARDO, 2002). Os animais foram anestesiados no momento da
inducdo da doenca periodontal (GCsAL e GL) e no momento do sacrificio (GC ;
GCsA ; GCsAL e GL). A anestesia foi realizada via intramuscular na parte interna da

coxa dos animais (Figura 2).



Figura 2 - Realizagdo da anestesia no rato

4.4 INDUCAO DA DOENGA PERIODONTAL

Apés trinta dias do inicio do experimento, os animais dos Grupos GL e GCsAL
foram novamente pesados e anestesiados.

A indugéo da doenca periodontal foi realizada por meio da insercdo de uma
ligadura, que constitui um fio de linha de algoddo da marca corrente, n°10 (Coats
Corrente Ltda, Sao Paulo, Brazil). A ligadura foi atada no lado mesial, mantendo-se
subgengival nas faces distal, lingual e vestibular do primeiro molar inferior esquerdo,

sendo mantida por um periodo de trinta dias apds a sua colocacéao (Figura 3).



Figura 3 - Ligadura inserida no primeiro molar inferior esquerdo

4.5 SACRIFICIO

Passados sessenta dias do inicio do experimento, os ratos dos grupos GC,
GCsA, GCsAL e GL foram mais uma vez pesados e anestesiados. Em seguida, a
morte dos animais foi realizada pela técnica da perfusdo cardiaca, através da
injecdo de solucao de formalina a 4% para possibilitar a fixagdo dos tecidos (Figura
4). Nesse momento, foi realizada a coleta de sangue e a remocéao da gengiva de
todos os animais para a realizagao da analise histolégica do tecido epitelial e tecido
conjuntivo e andlise sanguinea. As mandibulas de todos os ratos foram removidas e

dissecadas para a realizacao da analise radiografica e histolégica do tecido ésseo.



Figura 4 - Realizacao da perfusao cardiaca

4.6 ANALISE SANGUINEA

Para a realizagdo da analise sangulinea, foram coletados dos animais cerca
de 4-5ml de sangue obtido diretamente da puncao do plexo venoso abdominal com
tubos capilares heparinizados, no momento do sacrificio (Figura 5). A amostra do
sangue foi centrifugada na velocidade de 3.000rpm durante cinco minutos. Em
seguida, a amostra foi armazenada a -70°C para a avaliagdo da atividade da

fosfatase alcalina no soro.



Figura 5 - Realizagao da pung¢ao no plexo venoso abdominal

4.6.1 Atividade da fosfatase alcalina

Para avaliar a atividade da fosfatase alcalina (FA), primeiramente foi dosada a
quantidade de proteina total da amostra através do BCA™ (protein Assay Kit-
PIERCE), conforme instru¢des do fabricante. Para a dosagem da FA foi utilizado o
método cinético (Kit LaborLab) que contém um tampao reativo com solucédo de
dietanolamina 1,25mmol/L com pH de 10,2 a 25°C, reativo substrato, solugéo de p-
nitrofenilfosfato de so6dio 50mmol/L. A leitura foi realizada através de um
espectofotbmetro a 405nm, zerado contra agua deionizada em Absorbancia, em

uma cuba mantida a 37°C. Apds homogeneizag¢do, aguardou-se um minuto de



incubacdo para determinar a absorbancia inicial. Ap6s exatos um, dois e trés

minutos foram anotadas as médias das respectivas absorbancias.

4.7 PREPARO DAS AMOSTRAS

O preparo das amostras foi realizado no Laboratério de Histologia do Instituto

Basico de Biociéncias da Universidade de Taubaté.

4.7.1 Tecido gengival

A gengiva da face vestibular do primeiro molar inferior esquerdo foi removida
com o auxilio de laminas de bisturi (n°15C). Em seguida, as amostras foram
mantidas em formol a 4% e posteriormente incluidas em parafina para o
processamento histolégico. As pecas cirurgicas foram incluidas com plano de corte
no sentido transversal e foram obtidos cinco cortes semi-seriados de 5um por bloco.
As laminas foram coradas com HE e montadas para analise histologica e

histomorfométrica do tecido epitelial e tecido conjuntivo.



4.7.2 Tecido 0sseo

Apbs o sacrificio dos animais, as mandibulas foram removidas e preparadas
para andlise radiografica e anadlise histologica. As amostras foram primeiramente
radiografadas e posteriormente descalcificadas em solucdo neutra de EDTA 10%
por trinta dias, até serem consideradas préprias para a microtomia, pelo teste de
penetracdo da agulha. Em seguida, as pecas cirurgicas foram lavadas, desidratadas,
diafanizadas e incluidas em parafina com a face lingual voltada para o plano de
corte. Foram obtidos cortes semi-seriados de 5um no sentido mésio-distal e as
laminas foram preparadas e coradas com o corante Tricromico de Mallory para

avaliagdo do tecido 6sseo na bifurcagéao.

4.8 ANALISE HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA DO PERIODONTO

Para a realizacdo das analises histoldégica e histomorfométrica do tecido
gengival, tecido conjuntivo e tecido &sseo, as laminas histologicas foram
fotografadas com maquina fotografica digital Cyber Shot (Sony Brasil, Ltda)
interligada ao microscopio Optico Carl Zeiss (Carl Zeiss do Brasil Ltda), sendo
utilizado o programa de captura de imagens Axiolab. Durante a digitalizacdo das

imagens, o examinador padronizou a intensidade da luz do microscopio 6ptico e a



altura do condensador. As imagens foram avaliadas em duplicata por um
examinador previamente calibrado que desconhecia o contetdo das laminas. O nivel
de concordancia foi de 0,73. Foram obtidos valores médios para cada grupo

experimental, sendo as andlises realizadas com intervalo de uma semana entre elas.

4.8.1 Analise de area do tecido epitelial e tecido conjuntivo

A andlise histomorfométrica da area total do tecido epitelial e do tecido
conjuntivo foi realizada pelo software de leitura de imagens, Image Tool for Windows
versao 2.0, de dominio publico.

Primeiramente, a area total do fragmento que descreve a papila gengival foi
delimitada para o programa informar o valor em mm?® Em seguida, a mesma
ferramenta disponibilizada pelo software foi utilizada para delimitar a area do tecido
conjuntivo. A partir dessas duas medidas, o valor da area ocupada pelo epitélio e o
percentual de cada tecido foi calculado. As laminas coradas com HE foram

observadas em aumento de 100x (Figura 6).



Figura 6 - Delimitacao da area total que descreve a papila gengival (azul) e da
area que compreende o tecido conjuntivo (verde) observadas em aumento de 40x

4.8.2 Analise de area do ligamento periodontal (ALP)

A éarea que compreende o teto da bifurcagdo do primeiro molar inferior
esquerdo, seguindo 5mm pelas vertentes radiculares, e terminando na crista éssea
do septo inter-radicular foi mensurada por meio do software de leitura de imagens,
Image Tool for Windows versdo 2.0. As laminas foram coradas com o corante

Tricrébmico de Mallory e observadas em aumento de 100x (Figura 7).



Figura 7 - Delimitagdo da area do ligamento periodontal (verde)
observada em aumento de 100x

4.8.3 Analise de células TRAP+

As laminas coradas com o Kit Acid Phosphatase Leukocyte (Sigma - Aldrich),
foram analisadas segundo a marcacao positiva para células produtoras de fosfatase
acida tartarato resistente, coradas em purpura por campo observado através do
software ImageLab 2000, visualizadas no aumento de 200x. As laminas
consideradas fracamente marcadas por células TRAP+ receberam escore 1, as
moderadamente marcadas receberam escore 2 e as fortemente marcadas

receberam escore 3 (Figura 8).



Figura 8 — Células produtoras de fosfatase acida tartarato resistente, osteoclastos (setas): a) Lamina
fracamente marcada por células TRAP+ 200x; b) Lamina moderadamente marcada por células
TRAP+ 200x; c) Lamina fortemente marcada por células TRAP+ 200x

4.9 ANALISE RADIOGRAFICA

As mandibulas foram submetidas a analise radiografica utilizando o Sistema
de imagem Radiografica intra-oral Digital RVG ® (RADIOVISIOGRAPHY — Trophy
Radiology Inc. — Marietta / USA), o qual emprega Dispositivos de Carga Acoplada

(sensor — CCD) para captura direta das imagens. O sensor foi exposto a 65KV e



7pA, com distancia fonte-sensor de 30cm. As tomadas radiograficas foram
realizadas utilizando um aparelho de raios x digital Gendex 765DC® (Gendex,

Dentisply, Internacional, USA), com o tempo de exposi¢ao de 0,08 segundos (Figura

9).

Figura 9 - Realizagao da radiografia na mandibula

4.9.1 Suporte ésseo periodontal (SOP)

Foram fixados pontos para a mensuragdao do SOP. Os pontos representavam
a porcao mais coronaria da cuspide dental, a ponta da crista 6ssea ou defeito ésseo

e 0 apice radicular. Esses pontos foram transportados como medidas lineares de



acordo com Klausen, Evans e Sfintescu (1989). O calculo teve como resultado um
valor percentual expresso pela proporgdo entre a segunda e a primeira medida
multiplicado por cem. A primeira medida corresponde a distancia entre a porgao
mais coronaria da cuspide dental até a ponta da crista 6ssea ou defeito ésseo e a
segunda medida a distancia entre a ponta da crista éssea ou defeito 6sseo até o
apice radicular. Na andlise do SOP, o Software Image Tool 2.0 foi utilizado por um
unico examinador calibrado, que avaliou em duplicata o contetdo das imagens, sem
conhecer a identificagdo das imagens. Foram obtidos valores médios por imagem e

por grupo (Figura 10).

Figura 10 - Mensuragéo do SOP

4.9.2 Densidade radiografica (DR)

A densidade radiografica (DR) foi avaliada por meio do software Image tool

versao 2.0. Foi desenhado um poligono regular na regiao periapical da raiz mediana,



entre as raizes mesial e distal, do primeiro molar inferior. A densidade radiografica
foi quantificada por meio da mensuracdo dos tons de cinza realizada pelo programa.
A andlise foi realizada em duplicata por um examinador calibrado, que desconhecia
o conteudo das imagens. Foram obtidos valores médios por imagem e por grupo

(Figura 11).

Figura 11 - Mensuragédo da DR

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos durante o experimento foram analisados quanto a
normalidade da distribuicdo dos dados (Kolmogorov-Smirnov). Em seguida, os
valores médios obtidos por grupo experimental foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA e Kruskal - Wallis). Quando observadas diferencas estatisticas
significativas na andlise paramétrica (p<0,05), foi realizado o teste de comparacéao

multipla de Tukey. Para todas as andlises, foi adotado o nivel de significancia de 5%.



Os valores da proporcao AC/AT, AE/AT, ambas do tecido gengival, TRAP e
FA, foram submetidos a analise de variancia (Kruskal — Wallis).

Os valores de SOP e DR (analise radiografica), ATTG e AC/AE, ambas do
tecido gengival, ALP e peso corp6reo dos animais, foram submetidos a analise de

variancia (ANOVA) e ao teste de comparagcao multipla de Tukey.



5 RESULTADOS

5.1 PESO DOS ANIMAIS

Os valores médios dos pesos corpéreo dos animais foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), nao sendo observada diferenga estatistica

significativa entre os grupos (Tabela 2 e Grafico 1).

Tabela 2 — Valores dos pesos corpéreos dos animais (mg)

Grupos Dia0 Dia 30 Dia 60 Relacéo
(n=10) Média £ DP Média + DP Média £ DP entre Grupos
GC 268.2+17.66 366.10+21.26 413.40431.12 A
GCsA 279.2+25.10 356.60+31.25 406.80+31.16 A
GCsAL 281.2+30.02 368.61+25.97 411.76+44.96 A
GL 274.6+15.55 373.73+21.26 416.40+36.75 A
p 0.328 0.233 0.861

GC (Controle), GCsA (com CsA), GCsAL (com CsA e Ligadura), GL (com Ligadura)
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Graéfico 1 — Grafico dos pesos corporeo dos animais (mg) por grupo experimental



5.2 ANALISE RADIOGRAFICA

5.2.1 Suporte 6sseo periodontal

Os valores médios do SOP foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), sendo observada diferenca estatistica significativa entre os grupos
(Tabela 3). Apos teste de comparacao multipla de Tukey, verificou-se que GC e
GCsAL, GCsA e GL, foram semelhantes entre si (p>0,05) e GC e GCsA, GC e GL,

GCsA e GCsAL, GCsAL e GL, foram diferentes entre si (p<0,05) (Grafico 2).

Tabela 3 - Valores do SOP (%)

N Média + DP Relacéo entre Grupos
GC 10 60.5 +£2.22 B
GCsA 10 55.0 +4.44 A
GCsAL 10 58.1 +2.24 B
GL 10 54.8 +3.11 A
p 0.1776

GC (controle); GCsA (com CsA); GCsAL (com CsA e Ligadura); GL (com Ligadura)
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Gréafico 2 — Grafico comparativo do SOP (%) por grupo experimental, letras iguais
representam auséncia de diferenga estatistica

5.2.2 Densidade radiografica

Os valores médios da DR submetidos a andlise de variancia (ANOVA) nao

apresentaram diferenca estatistica significativa (Tabela 4 e Grafico 3).

Tabela 4 - Valores da DR (Tons de Cinza)

N Média + DP Relagao entre Grupos
GC 10 234 +5.51 A
GCsA 10 239 +5.35 A
GCsAL 10 237 +5.15 A
GL 10 239 +4.97 A
p 0.1776

GC (controle); GCsA (com CsA); GCsAL (com CsA e Ligadura); GL (com Ligadura)
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Gréfico 3 — Gréfico comparativo da DR (Tons de cinza) por grupo experimental, letras iguais
representam auséncia de diferenga estatistica

5.3 ANALISE SANGUINEA

5.3.1 Fosfatase alcalina

Os valores médios da atividade da FA foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA), nao sendo observada diferenga estatistica significativa entre os

grupos (Tabela 5 e Grafico 4).

Tabela 5 - Valores da Atividade da FA (U/L)

N Média + DP Relacéo entre Grupos
GC 9 165.3 £22.58 A
GCsA 9 130.4 £19.93 A
GCsAL 9 131.1 £23.86 A
GL 9 173.2 £ 8.921 A
P 0.2806

GC (controle); GCsA (com CsA); GCsAL (com CsA e Ligadura); GL (com Ligadura)
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Gréfico 4 — Grafico comparativo da atividade da FA (U/L) por grupo experimental, letras iguais
representam auséncia de diferenca estatistica

5.4 ANALISE HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA DO PERIODONTO

5.4.1 Células TRAP+

Os valores médios de células TRAP+ por grupo foram submetidos ao teste
nao paramétrico de Kruskal-Wallis e ndo foi observada diferenca estatistica

significativa entre os grupos experimentais (Tabela 6 e Grafico 5).

Tabela 6 - Valores de células TRAP+ (escore)

N Média + DP Relagao entre Grupos
GC 9 1.40 £0.89 A
GCsA 9 1.75+0.88 A
GCsAL 9 2.10+0.73 A
GL 9 1.87 £ 0.83 A
P 0.3995

GC (controle); GCsA (com CsA); GCsAL (com CsA e Ligadura); GL (com Ligadura)
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Gréfico 5 — Grafico comparativo de células TRAP+ (escore) por grupo experimental, letras
iguais representam auséncia de diferenca estatistica

5.5 AREA DO LIGAMENTO PERIODONTAL

Os valores médios da ALP junto ao teto da bifurcacdo radicular foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e como resultado desta analise foi
observado diferenca estatistica significativa (Tabela 7). Apés a comparacao multipla
de Tukey observou-se que GC e GCsA, GCsAL e GL, foram semelhantes entre si
(p>0,05) e que GC e GCsAL, GC e GL, GCsA e GL, GCsA e GCsAL, foram

diferentes entre si (p<0,05) (Grafico 6).

Tabela 7 - Valores da ALP (mm?)

N Média + DP Relagao entre Grupos
GC 9 0.29 +0.03 A
GCsA 10 0.30 £ 0.02 A
GCsAL 9 0.43+0.17 B
GL 9 0.41 £0.11 B
P 0.03994

GC (controle); GCsA (com CsA); GCsAL (com CsA e Ligadura); GL (com Ligadura)
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Gréafico 6 — Grafico comparativo da ALP (mm2) por grupo experimental, letras iguais
representam auséncia de diferenca estatistica

5.6 AREA TOTAL DO TECIDO GENGIVAL (ATTG)

Os valores médios da ATTG foram submetidos ao teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis e foi observada diferenca estatistica significativa entre os grupos
experimentais (Tabela 8). Os grupos GCsA e GL foram, semelhantes entre si
(p>0,05) e que GC e GCsA, GC e GCsAL, GC e GL, foram diferentes entre si

(p<0,05) (Grafico 7).

Tabela 8 - Valores da ATTG (mm?)

N Média + DP Relacéo entre Grupos
GC 5 0.053 +0.020 A
GCsA 5 0.088 + 0.033 B
GCsAL 5 0.146 +0.047 C
GL 5 0.101 £0.034 B
P 0.000001

GC (controle); GCsA (com CsA); GCsAL (com CsA e Ligadura); GL (com Ligadura)
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Gréfico 7 — Grafico comparativo da ATTG (%) por grupo experimental, letras iguais
representam auséncia de diferenga estatistica

5.7 PROPORGCAO ENTRE A AREA DO TECIDO CONJUNTIVO E A AREA TOTAL

(AC/AT)

Os valores médios da proporcao entre a AC/AT foram submetidos ao teste

nao parameétrico de Kruskal-Wallis e foi observada diferenca estatistica significativa

entre os grupos experimentais (Tabela 9). O grupo GCsA foi semelhante a todos os

grupos (p>0,05) e o grupo GC foi estatisticamente diferente de GCsAL e GL (p<0,05)

(Gréfico 8).

Tabela 9 - Comparacéo dos valores da proporcédo AC/AT (%)

N Média + DP Relacéo entre Grupos
GC 5 28.60 + 8.64 B
GCsA 5 32.72+14.13 AB
GCsAL 5 38.50 £ 10.98 A
GL 4 37.70 £7.49 A
p 0.0093

GC (controle); GCsA (com CsA); GCsAL (com CsA e Ligadura); GL (com Ligadura)
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Graéfico 8 — Grafico comparativo da proporgdo AC/AT (%) por grupo experimental, letras iguais
representam auséncia de diferenga estatistica

5.8 PROPORGCAO ENTRE A AREA DO TECIDO EPITELIAL E A AREA TOTAL

(AE/AT)

Os valores médios da proporcao entre a AE/AT foram submetidos ao teste
nao parameétrico de Kruskal-Wallis e foi observada diferenca estatistica significativa
entre os grupos experimentais (Tabela 10). O grupo GCsA foi semelhante a todos os

grupos (p>0,05) e o GC foi diferente de GCsAL e GL (p<0,05) (Grafico 9).

Tabela 10 - Comparacao dos valores da propor¢ao AE/AT (%)

N Média Relacéo entre Grupos
GC 5 71.39 +8.64 B
GCsA 5 67.27 £14.13 AB
GCsAL 5 61.49 +£10.98 A
GL 4 63.37 £7.44 A
P 0.0142

GC (controle); GCsA (com CsA); GCsAL (com CsA e Ligadura); GL (com Ligadura)



Proporcao AE/AT

1 B2 A, A
60-
R 40-
20-
"
00 ooev. 009& o

Graéfico 9 — Grafico comparativo da proporgao AE/AT (%) por grupo experimental, letras iguais
representam auséncia de diferenca estatistica

5.9 PROPORGCAO ENTRE A AREA DO TECIDO EPITELIAL E CONJUNTIVO

(AE/AC)

Os valores médios da proporcdo entre a AE/AC apresentaram diferenca
estatistica significativa ap6s analise de variancia (ANOVA) (Tabela 11). Apos o teste
de comparacdo multipla de Tukey, verificou-se que o GCsA foi similar a todos os

grupos (p>0,05) e o GC foi diferente do GCsAL e GL (p<0,05) (Grafico 10).

Tabela 11 - Comparacao dos valores da propor¢cdo AE/AC

N Média Relacéo entre Grupos
GC 5 2.80+1.13 B
GCsA 5 2.18 +1.32 AB
GCsAL 5 1.89 £1.17 A
GL 4 1.81+£0.80 A
P 0.0334

GC (controle); GCsA (com CsA); GCsAL (com CsA e Ligadura); GL (com Ligadura)
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Gréfico 10 — Grafico comparativo da propor¢cdo AE/AC por grupo experimental, letras iguais
representam auséncia de diferenca estatistica



5.10 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA

Os cortes histolégicos foram analisados em microscopio éptico no qual foram
avaliados fragmentos de mandibula na regiao do processo alveolar em que estao
implantados os molares inferiores. Os cortes foram realizados no sentido mésio-
distal de forma que, ap6s o desgaste da raiz mediana, ficasse evidente a bifurcacao
do primeiro molar inferior.

O periodonto de protecdo apresentava tecido epitelial com diferentes
espessuras em relacao a sua localizacéo, sendo mais espesso na porcao externa da
papila gengival, diminuindo de espessura na porcao do sulco gengival e retilineo e
com poucas camadas na porcao do epitélio juncional. Este tecido apresentava-se
estratificado e queratinizado ocupando a maior parte da papila gengival. O tecido
conjuntivo  sub-epitelial apresentava-se levemente infiltrado por células
mononucleares e na porcdo mais profunda da papila gengival, apresentava-se mais
fibroso e menos celular, sendo permeado por fibroblastos em diferentes morfologias
representando diferentes niveis de atividade de sintese colagena. Estas
caracteristicas sofriam pouca alteracdo quando analisadas em cortes de espécimes
expostos a CsA sem a indugdo de doenca periodontal. Nos animais nos quais foi
inserida a ligadura, independentemente da presenca de CsA foi observado aumento
no infiltrado inflamatério sub epitelial e o tecido conjuntivo apresentava-se menos

organizado e intensamente infiltrado por células mononucleares (Figura 12).



AR

Figura 12 - Andlise dos grupos na glao da aplla gengival

Aspectos histoldgicos da papila gengival apresentando alteragdes na proporgdo conjuntivo-epitélio
nas diferentes condigcdes experimentais comparadas ao controle. A) Grupo controle; b) Grupo CsA; c¢)
Grupo CsAL. H-E 200x. D: dentina, EOE: epitélio oral externo, EOS: epitélio oral do sulco, EJ: epitélio
juncional, TC: tecido conjuntivo, =: jungdo cemento-esmalte, * infiltrado inflamatério



Em todos os cortes pode ser visto 0 processo alveolar com suas vertentes na
face mesial do primeiro molar, o septo interradicular e o septo interdental. Nos cortes
de animais de GC e GCsA o tecido 6sse observado na regido de bifurcacao
apresentava-se compacto e mantendo uma relacdo de uniformidade em relacdo ao
teto da bifurcacao e ao espaco ocupado pelo ligamento periodontal. O tecido ésseo
apresentava-se com aspecto ondulado caracteristico de areas com intensa atividade
de remodelacdo 6ssea evidenciadas pelo grande numero de linhas reversas
observadas (Figura 13). Na regido da bifurcacao radicular dos espécimes nos quais
foi induzida doenca periodontal observava-se que parte da bifurcacdo era
preenchida por tecido conjuntivo intensamente infiltrado por células mononucleares
e em alguns espécimes pode ser observada presenca de epitélio junto ao teto da
bifurcacdo, caracterizando a perda de insercdo conjuntiva (Figura 14). Nestes
espécimes pode ser observada intensa atividade de reabsorcdo 0ssea caracterizada
pela presenca de lacunas de Howship preenchidas por osteoclastos ou ainda por
pré-osteoclastos mononucleares ainda nao fusionados junto a crista 6ssea no septo
interradicular, bem como a atividade de remodelagdo Ossea caracterizada pela

presenga de linhas reversas (Figura 15).



Figura 13 - Andlise dos grupos sem ligadura
Aspectos histologicos dos espécimes de grupos sem indugdo da doenga periodontal. a) Grupo
controle H-E 25x. b) Papila gengival H-E 200x. C) Area de bifurcacdo radicular Mallory 100x. d)
Marcacao de células TRAP+ 200x. D: dentina, EOE: epitélio oral externo, EOS: epitélio oral do sulco,
EJ: epitélio juncional, TC: tecido conjuntivo, =: juncdo cemento-esmalte, * infiltrado inflamatdrio,
AQ: osso alveolar, C: cemento, TC: tecido conjuntivo, V: células TRAP+
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Fira 1 - Analise dos grupos com Iigadu
Aspectos histologicos dos espécimes nos quais foi induzida doenga periodontal.

a) Grupo GCsAL H-E 25x; b) Papila gengival H-E 200x; c) Area de bifurcagao radicular Mallory 100x;
d) Marcagéo de células TRA+ 400x. D: dentina, EOE: epitélio oral externo, EOS: epitélio oral do sulco,
EJ: epitélio juncional, TC: tecido conjuntivo, =: juncdo cemento-esmalte, * infiltrado inflamatério, LP:

ligamento periodontal, AO: osso alveolar, C: cemento, &4: fibras colagenas,<: ostedcitos, <: células
TRAP+.



Figura 15 - Andlise do processo de remodelagao dssea

Aspectos histolégicos representativos da atividade de remodelagdo 6ssea. a) Regido de bifurcagao
radicular H-E 100x; b) Porgao interradicular do osso alveolar com remodelacdo 6ssea caracterizada
pela presenca de linhas reversas (V) H-E 200x; ¢) Osso alveolar com lacunas Howship preenchida
por osteoclasto caracterizando é&rea de reabsor¢do Ossea Mallory 400x; d) Células TRAP+
multinucleares e mononucleares sobre a superficie do osso alveolar TRAP 600x. D: dentina, AO:
0sso0 alveolar, C: cemento, LP: ligamento periodontal



6 DISCUSSAO

O estudo dos mecanismos de acdo da CsA no metabolismo dos tecidos
0sseo, tecido epitelial e tecido conjuntivo, desenvolvidos em modelos animais,
estudos clinicos em seres humanos e estudos in vitro, sao frequentemente descritos
na literatura (AFONSO et al., 2003; AYANOGLOU; LESTY, 1999; FU et al., 1995;
KING et al.,, 1993; KATAOKA et al., 2005; KAWAMURA, 2006). Alteracées no
metabolismo desses tecidos, manifestadas como efeito adverso ao uso do farmaco,
podem representar um possivel fator de risco para a doenca periodontal (BIRRAUX
et al., 2006; CHIN et al., 2006).

A utilizacdo de modelos animais no desenvolvimento de novos estudos
experimentais pode apresentar uma série de vantagens para o pesquisador, além
das implicagdes éticas atribuidas a realizagcdo de pesquisa com seres humanos
(BENTZEN et al., 2005; FU et al., 1999; KIMURA et al., 2000; MELLER et al., 2002;
SHEN; FU; HSIEH, 2001; TAKATA et al., 1999). A facilidade na manipulacao desses
modelos, o desenvolvimento de desenhos experimentais para varias doencas, a
possibilidade do uso associado de farmacos e a inducao de doenca periodontal, sao
algumas das vantagens na utilizacido de modelos animais em pesquisa (GAU et al.,
2005; PAGE; SCHROEDER, 1982; PRABHU; MEHTA, 2006).

O modelo experimental de periodontite induzida por ligadura em ratos,
desenvolvido nesse estudo, reproduz uma metodologia confirmada pela literatura
(FERNANDES et al., 2007; GALVAO et al., 2003; KHUR, et al., 2004; NASSAR, et
al., 2004; RODINI, 2005; SEMENOFF et al., 2006). A utilizagcdo desse modelo é
justificada pela semelhanca anatémica, fisiolégica e histolégica entre a regiao de

molares do rato e do homem, possibilitando a avaliacdo macroscopica e



microscépica dos mecanismos envolvidos na evolucdo e modulagdo da doenca
periodontal.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da indugéo de doenca
periodontal no metabolismo dos tecidos 6sseo, tecido epitelial e tecido conjuntivo, no
periodonto de ratos imunossuprimidos pela administragéao da CsA.

A inducdo de doenca periodontal por meio da insercdo de ligadura nos
animais submetidos previamente ao uso da CsA por um periodo de trinta dias, a
partir do inicio do experimento, conforme descrito no grupo GCsAL, segue uma
metodologia diferente da maioria dos estudos descritos na literatura (CETINKAYA et
al., 2006; GONCALVES et al., 2003; NASSAR et al., 2004), nos quais a inducéo da
doenca se da a partir do inicio do estudo, juntamente com a utilizacdo do
medicamento.

O desenvolvimento desse protocolo medicamentoso € baseado na hipotese
que as alteracdes teciduais desencadeadas pela indugcéo de doenca periodontal nos
animais, podem sofrer influéncia dos mecanismos de acdo do farmaco no
metabolismo dos tecidos. Os resultados observados no presente estudo quanto a
densidade radiografica, demonstraram que a exposi¢cdo a CsA nao gerou alteracéao
significativa em nenhuma condig&o experimental. Alguns estudos tém relacionado o
efeito adverso de osteoporose e osteopenia ao uso do medicamento (KAWANA et
al., 1996; RUCINSKI; LIU; EPSTEIN, 1994; SHEN; FU; HSIEH, 2001; WADA et al.,
2006). De acordo com Fu et al. (1999) a CsA apresenta alteracdes distintas no
metabolismo do osso alveolar, sendo observado em seu estudo, um aumento de
atividade osteoclastica nos sitios periodontais e reducdo no processo de formacao
0ssea nos sitios sinfisais. Movsowitz et al. (1988) afirmam que as alteragcdées no

metabolismo 6sseo observadas em modelos animais estdo relacionadas com uma



interacdo complexa entre a CsA e as citocinas. Assim, os complexos mecanismos
envolvidos no processo de remodelacdo 6ssea, podem ndo ser tao facilmente
observados na avaliagdo da densidade radiografica.

A quantificacao do suporte 6sseo periodontal € uma ferramenta importante na
analise da influéncia de fatores modificadores sobre as alteracdes Osseas
decorrentes da doenca periodontal (KLAUSEN; EVANS; SFINTESCU, 1989). Dentre
estes fatores podemos citar os efeitos adversos da CsA sobre o metabolismo ésseo.
A manutencdo das caracteristicas fisiolégicas do SOP indica normalidade deste
metabolismo. No presente estudo a analise radiografica do SOP demonstrou que 0s
grupos GL e GCsA sofreram uma maior perda linear de SOP, em relacao aos grupos
GC e GCsAL. Assim, é possivel considerar que a diminuicdo do suporte 6sseo
periodontal (SOP) esteve diretamente relacionada com a indugdo da doenca
periodontal nos animais (GL), conforme os estudos de (FERNANDES et al., 2007;
KHUR et al., 2004; SEMENOFF et al., 2006). O uso exclusivo da CsA (GCsA) pode
ter promovido alteracdo no metabolismo do tecido 6sseo e consequentemente, ter
gerado reducdo do SOP, como demonstrado nos estudos de alguns autores
(KAWANA et al., 1996; RUCINSK; LIU; EPSTEIN, 1994; SHEN; FU; HSIEH, 2001;
WADA et al., 2006). Ainda, a manutencdo do SOP no GCsAL assume maior
importancia por considerarmos que a associagdo do processo inflamatorio neste
grupo (GCsAL) ocorreu trinta dias apds a exposicao a CsA. Esses achados estéao de
acordo com Nassar et al. (2000), que observaram através de andlise radiogréfica, a
diminuicdo na intensidade da perda &ssea alveolar, em ratos com doenca
periodontal induzida por ligadura, previamente expostos a CsA. Nassar et al. (2004)
discutem em seu estudo a possibilidade de diminuicdo da reabsorcdo déssea em

animais nos quais a doenca periodontal foi induzida simultaneamente a exposi¢ao a



CsA. Segundo os autores, esta condicdo pode ser o resultado da inibicdo da
resposta imunolégica das células T causada pela CsA durante os estagios iniciais da
inducdo de doenca periodontal em ratos. Cetinkaya et al. (2006) observaram a
diminuicdo no processo de reabsorcdo 6ssea em ratos com doenca periodontal
induzida por ligadura submetidos ao uso simultdneo da CsA. Em outro estudo
Goncalves et al. (2003) ndo observaram aumento da reabsorcdo Ossea na
periodontite induzida associada a presenca de CsA, Nefidepina ou ambas.

A enzima fosfatase alcalina estd relacionada com a atividade dos
osteoblastos no processo fisiolégico de remodelacdo éssea. Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi observada nos grupos experimentais, entretanto,
houve uma tendéncia para menores valores da atividade desta enzima nos grupos
submetidos ao uso da CsA (GCsA e GCsAL). A literatura apresenta resultados
divergentes quanto a influéncia da exposicao a CsA sobre a atividade da fosfatase
alcalina. Nassar et al. (2004) observaram uma diminui¢cdo ndo significativa nos niveis
de atividade desta enzima e sugeriram em seu estudo que a CsA teria um papel
negativo no processo de formacédo 6ssea. Por outro lado, Spolidério, Spolidério e
Holzhausen (2004) observaram aumento na atividade da enzima e sugerem a
participacdo da CsA no processo de formacgédo éssea. Ainda, Cetinkaya et al. (2006),
também observaram em seu estudo um aumento significativo na atividade da
fosfatase alcalina.

Outra ferramenta de avaliacdo dos eventos biolégicos da doenca periodontal
€ a mensuracdo do espaco ocupado pelo ligamento periodontal na regido da
bifurcacdo radicular do dente no qual foi induzida a doenga periodontal
(GONGCALVES et al., 2003; NOCITI JUNIOR et al., 2001). No presente estudo, foi

avaliada a influéncia da exposicéo prévia a CsA sobre esse evento biologico. Os



resultados mostraram que o0s grupos submetidos a inducdo da doenca periodontal
(GL e GCsAL) foram semelhantes entre si e apresentaram maiores valores médios
quando comparados aos grupos sem processo inflamatério (GC e GCsA). As
alteracdes observadas no estudo estiveram mais associadas com a presenca de
inflamacao do que a acao do farmaco sobre o metabolismo ésseo.

O processo de remodelacdo oOssea esta intimamente relacionado com a
atividade celular de uma célula gigante multinucleada denominada osteoclasto. Os
osteoclastos participam do processo de turnover 6sseo e desempenham papel
fundamental nos fenémenos de reabsorcdo e aposicdo éssea (CEDRIC, 1982;
COLE; WALTERS, 1987; ODDIE et al., 2000). A fosfatase acida tartarato resistente
(TRAP) é um marcador histoquimico e bioquimico capaz de reconhecer 0 processo
de diferenciacao celular dessa célula. A quantificacao de células TRAP+ no tecido
06sseo mostrou uma tendéncia para marcacées mais evidentes em GCsA, GL e
GCsAL, relacdo a GC, embora nao tenha ocorrido diferenca significativa entre os
grupos. Em seu estudo, Li et al. (1991) discutem a influéncia da CsA no bloqueio da
atividade de células osteoclasticas através do mecanismo de inibicdo da producao
de IL-1, favorecendo o processo de formacdo Ossea. Contudo, Rucinsk, Liu e
Epstein (1994), Fu et al. (1999) e Nassar et al. (2004) observaram um aumento no
namero de osteoclastos associado a utilizagcdo da CsA e a inducdo de doenca
periodontal em modelos animais.

O aumento do volume gengival é um dos efeitos adversos associado ao uso
da CsA, sendo freqlientemente descrito na literatura (AFONSO et al.,, 2003;
AYANOGLOU; LESTY et al., 1999; MARIANI et al., 1993; RAMALHO et al., 2003). O
exato mecanismo pelo qual o farmaco promove essa alteracdo ainda nao €

totalmente conhecido (BOLTCHI; REES; IACOPINO, 1999; HALLMON;



ROSSMANN, 1999; KATAOKA et al., 2005) e uma série de hipbteses tem sido
verificadas. Segundo Ayanoglou e Lesty (1999) o aumento gengival induzido pela
utilizacdo da CsA é resultado da vasodilatacdo, do aumento do volume da matriz

extracelular e aumento da espessura do espitélio.

No presente estudo, a area total do tecido gengival (ATTG), observada nos
cortes da papila gengival, apresentou maiores valores médios de area nos grupos
experimentais (GCsA, GCsAL e GL), sendo que, a inducado de doenca periodontal
nos animais previamente expostos a CsA (GCsAL) potencializou ainda mais o
aumento do volume gengival.

Na analise da papila gengival em relacdo aos seus tecidos constituintes,
epitélio e conjuntivo, foi verificado que embora tenham ocorrido modificagées nos
dois tecidos apds a exposicdo a CsA e ao processo inflamatério subsequente, as
alteracdes observadas no tecido conjuntivo foram maiores.

A acédo da CsA sobre a fagocitose de colageno como descrito por Ayanoglou
e Lesty (1999) e Kataoka et al. (2003) pode ter sido responsavel por uma maior
proporcao do tecido conjuntivo quando comparados juntamente com a area total do
tecido gengival em todos os grupos. De acordo com Auad e Quirino (2000) a
principal caracteristica da hiperplasia gengival induzida pela CsA € o aumento do
tecido conjuntivo. A observacao do aumento desta proporcao frente a associacao
com o processo inflamatério trinta dias apdés o inicio do experimento pode estar
relacionada ao aumento de mediadores inflamatérios associados a proliferacéo
celular, aumento de vasos sangulineos e formagcdo do edema, caracteristicos dos
eventos biolégicos da patogenia da doenca periodontal (CARRANZA, 2004; LOE;
THELLADE; JENSEN, 1965). Desta forma, embora tenha sido observado o aumento

volumétrico do tecido gengival, a propor¢cdo entre seus componentes foi



significativamente influenciada apenas pelo processo inflamatério. Estes achados
estdo em concordancia com os resultados de (GALVAO et al., 2003).

Com base no limite desse estudo, é possivel sugerir que a complexa relacao
da CsA com o metabolismo dos tecidos ésseo, epitelial e conjuntivo, pode ser
influenciada pelo desenvolvimento da doencga periodontal induzida por ligadura em

ratos.



7 CONCLUSAO

A associacao do uso prévio da CsA com a inducao de doencga periodontal

promoveu a manutengao no nivel do suporte ésseo periodontal (SOP).

A perda Ossea observada na area do ligamento periodontal (ALP) esteve
relacionada apenas com a inducao da doenca periodontal e nao sofreu influéncia da

presenga do medicamento.

A area total do tecido gengival (ATTG) sofreu influéncia da presenca do
medicamento e da inducdo da doenga periodontal, sendo que a associacdo dessas

duas variaveis potencializou ainda mais 0 aumento do volume gengival.

O aumento do volume gengival observado durante a analise da papila
gengival se deu principalmente pela acdo das variaveis (CsA e doenca periodontal)
no metabolismo do tecido conjuntivo. O metabolismo do tecido epitelial foi menos

influenciado pela acdo dessas variaveis.
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Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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