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1. INTRODUCAO

Na pratica clinica, o transplante de oOrgdos visa melhorar um déficit
funcional. A menos que o0 doador e receptor sejam geneticamente idénticos, 0s
antigenos do enxerto sdo capazes de provocar resposta de rejeicdo imunoldgica.
Um transplante pode estimular todos os mecanismos de imunidade humoral e
celular, especificos e inespecificos (Dunn et al.?8, 2001).

Na Ultima década ocorreram avancos substanciais na compreensdo dos
eventos que controlam o sistema imune e dos efeitos seletivos das drogas,
capazes de alterar ou modular a funcdo imune. Um dos agentes mais comum
utilizado na imunoterapia sistémica € a ciclosporina-A (CsA) (Dunn et al.®, 2001).

Ha alguns anos junto com o aprimoramento das técnicas cirdrgicas, a CsA
propicia de modo incontestavel avancos significativos no sucesso na inibicdo da
rejeicdo de transplante. Essa premissa apodia-se no efeito inibidor marcante nos
eventos iniciais da proliferacdo de linfocitos T, particularmente sobre a
interleucina-2 (IL-2). Entretanto, a CsA produz efeitos secundéarios indesejaveis
incluindo diretamente a boca. Neste caso o efeito indesejavel mais evidente e
estudado é o aumento gengival (Seymour et al. &, 2000).

As alteracOes gengivais induzidas por CsA tem sido observada tanto em
humanos quanto em modelos experimentais “in vivo" e “in vitro® (Fu et al. 3,
1999). Interacbes entre a CsA e os fibroblastos gengivais tem sido intensamente
investigada e sugere-se que tais interacdes exercem um papel significante na
etiologia do crescimento gengival (Fu et al. ¥, 1997; Shen et al.%, 2001).

Por outro lado, ha relatos na literatura que os 0ssos de maneira geral assim

como o processo alveolar (Epstein®®, 1996; Hofbauer et al. 8, 1999; Hofbauer &



14

Heufelder*®, 2000; Fu et al.®®, 2001; Shen et al.®8 2001) e o cemento (Ayanoglou &
Lesty? ,1997; Ayanoglou & Lesty®, 1997; Ayanoglou®, 1998; Ayanoglou®, 1999) s&o
acometidos pela CsA desequilibrando sua homeostase.

Trabalhos experimentais objetivando estudar a acdo da CsA sobre 0 0SSO
tém mostrado resultados conflitantes (Del Pozo et al. 2°, 1995; Orcel et al. ’’, 1989;
Klein et al. ®, 1994). Em alguns protocolos terapéuticos indicados para pacientes
transplantados, a CsA é administrada concomitantemente com outras drogas, com
0 objetivo de minimizar a rejeicGo ao enxerto. Dentre essas drogas, 0 uso de
glicocorticoides é comum, e sabe-se que dentre seus efeitos indesejaveis estd a
perda Ossea (Lukert & Raisz®®, 1880). Nestes casos existem dificuldades para
avaliar em humanos o efeito da CsA sobre 0 0sso, proporcionando resultados
controversos. Por outro lado, deve-se levar em consideracdo algumas variveis
tais como género e idade do paciente, dosagem e tempo de administracdo da
droga e o bioflme dental (Klein et al. ®, 1994). Trabalhos experimentais podem
eliminar parte dessas variaveis. Na realidade, ha poucos estudos relacionando
perda 6ssea com a administracdo da CsA, tanto em humanos quanto em animais

de laboratorio.
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Etiologia e Patogénese da Doenca Periodontal

A doenca periodontal € iniciada e mantida por fatores oriundos da
microbiota presente no biofilme dental (Kahnberg et al>®, 1976). Estes
microrganismos e seus produtos, em contato com o sulco gengival e no interior da
bolsa, constituem o0 agente etiologico primario e, possivelmente, o Unico fator
extrinseco da doenca gengival e periodontal inflamatéria (Page & Schroeder®,
1976).

Experimentos classicos tém demonstrado que o acumulo do biofilme
dental induz uma resposta inflamatéria dos tecidos gengivais c& forma reprodutivel
(Loe et al. ®, 1965) e que a remocdo deste biofime resulta no desaparecimento
dos sinais clinicos de inflamagcao (Theilade et al. %, 1966).

Embora exista um consenso de que o fator etiologico priméario das
doencas periodontais seja o biofime dental, muitas caracteristicas significativas da
doenca ndo podem ser explicadas apenas por substancias presentes no biofiime.
Os mecanismos de defesa do hospedeiro também desempenham um papel
essencial na patogénese da doenca. Dados atualmente disponiveis mostram que
as substancias oriundas dos microrganismos presentes no biofilme dental séo
patogénicas porque tém a capacidade de ativar determinados mecanismos de
defesa do hospedeiro que amplificam o dano tecidual. Algumas destas
substancias podem causar injuria direta as células e aos tecidos do hospedeiro.
Outros componentes microbianos podem ativar o processo inflamatério ou o

sistema imune celular e humoral, 0 que secundariamente danifica o periodonto. E
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esta Ultima via a responsavel pela maior parte das injurias periodontais (Page &
Kornman’®, 1997).

Desta maneira, a patogénese da doenca periodontal provoca a
destruicBo das estruturas de sustentacdo dental, como resultado da acéo ineficaz
e frustrada do sistema de defesa do hospedeiro em resposta ao acumulo do
bioflme. Este processo patogénico apresenta diferencas na extenséo e
severidade no proprio individuo (em diferentes sitios) e entre individuos diferentes;
e as razbes para isto sdo multifatoriais (Goncalves*, 2002).

Independente da susceptibiidade do individuo, o biofime dental
desempenha um papel fundamental no processo patogénico, de modo que o Unico
meétodo universalmente aceito para interromper a destruicdo periodontal € o
emprego de uma estratégia antimicrobiana, na qual a raspagem e alisamento
radicular, assim como a manutencdo de uma boa higiene oral sdo geralmente
eficazes (Page & Kornman’®, 1997).

A resposta do hospedeiro, exerce assim, um papel muito importante
na patogénese da doenca periodontal, por contribuir para o processo da doenca
ou por modular os efeitos produzidos pelas bactérias (Genco™, 1992). A resposta
imune pode ser tanto protetora quanto destrutiva. Varios componentes do sistema
imunolégico sdo ativados na doenca periodontal. Os neutrdfilos, linfocitos,
plasmdcitos e macréfagos variam em numero dependendo da condicdo da saude
ou doenca dos tecidos. Os anticorpos locais, sistétmicos e 0 sistema complemento
também participam na patogénese da doenca periodontal. Estas varidveis do
hospedeiro podem influenciar a colonizagdo e invasdo bacteriana, destruicdo

tecidual, cicatrizacéo e fibrose (Gongalves*?, 2002).
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O biofilme dental é essencial para 0 processo patolégico. A resposta
do hospedeiro a esta agressdo sofre grandes variagbes. A resposta imunologica €,
portanto, a fonte mais provavel de variacdo do hospedeiro, constituindo um fator

importante na etiopatogénese da doenca periodontal (Kiname®8, 1999).

2.2- Ciclosporina-A (CsA)

A CsA é um polipeptideo ciclico que foi inicialmente isolado a partir
dos fungos Tolypocladium inflatum gams (Goodman et al.*3, 2001) e o seu maior
uso é na prevencdo da rejeicdo de transplante de 6rgdo. A CsA também tem
mostrado reduzir a morbidade e a mortalidade de doencas de enxerto versus
hospedeiro em transplantes de medula 6ssea. Além disso, esta droga tem sido
usada com sucesso no tratamento de uma variedade de doencas nas quais o
sistema imune pode estar envolvido, tais como diabetes mellitus insulino-
dependentes, psoriase e liguen plano erosivo, assim como, artrite reumatdide,
penfigbide e pénfigo bolhoso, esclerose mudltipla, colite ulcerativa e Sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (Boltchi et al'®, 2001).

O exato mecanismo da acdo da CsA ndo é conhecido, mas existe
uma efetividade para inibicio especifica e reversivel dos linfécitos
imunocompetentes. Os linfocitos T sdo os preferencialmente inibidos, com as
células T-helper como principal alvo, embora as células T-supressoras também
possam ser suprimidas (Hallmon & Rossmann*®, 2000).

A CsA interfere com os estagios precoces de ativagdo das células-T,

inbindo a producdo de IL-2, prevenindo, deste modo, a liberacdo de sinais
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essenciais para a maturacao de células-T e células-B. Embora a CsA suprima a
imunidade humoral com pouca extensdo, evidéncias sugerem que a diferenciacdo
e proliferacéo das células também sao afetadas (Boltchi et al'®, 2001).

Segundo Borel'?, 1988, a CsA age tanto na resposta humoral como
na celular, mas sua acdo € preferencialmente sobre a imunidade celular. A acdo
da CsA sobre a linhagem de linfocitos B, assim como outras interleucinas ou
outros mediadores, ainda estd sendo melhor estudada (Marshall & Bartold®,
1998). Segundo Nickoloff et al’®, 1988, a CsA inibe o crescimento de
gueratinécitos e de fibroblastos dérmicos ‘“in vitro”. Verificou-se também “in vitro” a
acdo antiproliferativa da CsA sobre osteoblastos de ratos (McCauley et alS,
1992), assim como inibicdo da reabsorcdo Ossea por osteoclasto (Chowdhury et
all’, 1991). Também ndo é conhecida a acdio sobre polimorfonucleares, mas
parece prejudicar a acdo e a mobilizacdo dessas células “in vivo” (Marshall &
Bartold®®, 1998; Hemmerle & Frank*’, 1991).

A CsA pode ser administrada na forma oral, intramuscular ou
intravenosa numa formulacdo conhecida como Sandimmunm (Sandoz). Para
manter a imunossupressado, uma dose terapéutica oral de 10 a 20 mg por Kg de
peso corporal por dia € necessario. Esta dose resulta numa concentracdo sérica
de 100 a 400 ng/mL (Boltchi et al'®, 2001). Nesta concentracdo, a CsA inibe a
sintese de IL-2 e também a capacidade de resposta dos linfécitos-T citotxicos a
IL-2. A CsA produz ainda imunossupressao através da inibicdo da ativacdo de
macrofagos e prevenindo a producdo de receptores de interleucina-1 (IL-1) na
superficie das células T-helper. Sendo assim, a CsA parece ser seletiva na acéo

nos linfécitos-T (Hallmon & Rossmann®®, 2000).
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2.3- Efeitos Colaterais

Os efeitos colaterais da CsA incluem crescimento gengival e
multiplos efeitos sistémicos. A maioria desses efeitos sdo dose-dependentes e sé&o
freqUentemente reversiveis sem sequelas apds diminuicdo ou descontinuidade da
droga (Hallmon & Rossmann’*®, 2000).

Além do crescimento gengival, como mais notavel efeito da terapia
com CsA, outros principais efeitos adversos incluem nefrotoxicidade,
hepatotoxicidade, hipertensédo, neurotoxicidade e uma predisposicdo a infeccOes
bacterianas, fdngicas e virais; além de fibrose dos tecidos pulmonar, pericardial e
renal (Boltchi et al'®, 2001). Adicionalmente, Goodman et al.**, 2001 tem
demonstrado que a CsA causa um estado de alto turnover osteopénico em ratos;
e outros autores acreditam que a CsA causa uma perda 6éssea em humanos.

Apesar das consideraveis atencbes que os efeitos da CsA no
metabolismo 6sseo tém recebido, o mecanismo pelo qual esta droga induz perda

6ssea ndo é claramente entendido (Fiore et al. 32, 2000).

24- Efeitos da CsA nos Tecidos Periodontais de Suporte

O cemento, o ligamento periodontal e o 0sso alveolar constituem
uma unidade estrutural e funcional entre o dente e o alvéolo. Dentre eles, o

cemento radicular e 0 0sso alveolar estéo envolvidos pelo tratamento com CsA.
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2.4.1- Cemento Radicular

O cemento € um tecido conjuntivo mineralizado que recobre a
dentina radicular, tendo como principal fungdo a inser¢cdo das fibras do ligamento
periodontal na raiz do dente. Embora muitas vezes seja considerado como parte
do dente, o cemento ndo é uma estrutura dentaria. Desenvolve-se a partir do
foliculo dentario, uma estrutura que nao faz parte do germe dentario propriamente
dito (constituido pelo 6rgdo do esmalte e a papila dentaria). Porém, por ser
depositado sobre a raiz, uma vez mineralizado, adere firmemente (Ten Cate®’,
1994).

O cemento é muito semelhante ao tecido 0Osseo: possui
aproximadamente 60% de mineral; sua matriz organica € constituida
principalmente por colageno do tipo |I; suas células, cementoblastos e
cementocitos, sdo similares aos osteoblastos e ostedcitos respectivamente. Em
contraste, o cemento € um tecido avascular que depende do ligamento periodontal
para se nutrir por difusdo. Ele ndo sofre, normalmente, remodelacdo, embora seja
passivel de reabsorcdo e neoformagdo, com uma intensidade muito menor que a
do tecido dsseo (Ten Cate®’, 1994).

Estudos recentes em ratos mostram que a CsA pode levar a
neoformagdo cementéria. Relatou-se que a administracdo oral de 10 mg/Kg de
peso corporal/dia induziu abundante neoformacdo cementaria. O cemento novo
parece se depositar no cemento acelular principalmente no terco cervical das

raizes, com camadas irregulares, as vezes se depositando somente em um

determinado local, formando saliéncias de varios tamanhos e configuracdes,



21

estando os feixes de fibras do ligamento periodontal inseridos normalmente
(Ayanoglou et al. *, 1996).

Ayanoglou & Lesty®’, 1997, realizaram um estudo onde ratos
Sprague-Dawley foram tratados com 30 mg/Kg/dia de CsA, e mostraram
guantidade de cemento neoformado cobrindo extensas areas de cemento acelular
em toda superficie radicular. A neoformacdo era abundante no terco cervical das
raizes, ocorrendo muitas  vezes  aumentos  cementarios  localizados,
caracterizando-se por apresentar linhas irregulares, corpos globulares e,
infreqiiéntes linhas incrementais. Ayanoglou®, 1998, em outro estudo de nova
formacdo de cemento, demonstrou através de exame histologico, a presenca de
muitas ilhotas de cemento ectdpicos no interior do tecido conjuntivo gengival nas
proximidades das superficies das raizes. As estruturas destas ilhotas como novo
cemento eram compactas e homogéneas ou heterogéneas, mas idénticas aquelas
dos depositos adjacentes de novo cemento. As observacdes deste estudo também
sugerem que o abundante depésito de novo cemento formado durante o
tratamento com CsA sédo devido a um aumento no nimero de células progenitoras

estimuladas pela CsA e diferenciadas nos cementoblastos.

2.4.2- Osso alveolar
O tecido 6sseo € um tecido mineralizado de natureza
conjuntiva que se dispde formando os 0ssos, estruturas rigidas e resistentes que
fomam o0 esqueleto. E originado predominantemente do  mesénquima
embrionario, apresentando varios tipos celulares e matriz 6ssea que o fazem

altamente resistente. Apresenta dois tipos macroscopicos distintos: tecido 6sseo
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compacto, na regidao mais periférica dos 0ssos, a cortical; e o0 tecido esponjoso ou
trabecular, com redes de trabéculas e espagos intercomunicantes, de localizacdo
mais central, ou seja, na cavidade medular, abrigando a medula d6ssea (Ten
Cate®’, 1994).

O tecido 6sseo tem 2 componentes basicos: células e matriz
organica e inorganica. As células osteoprogenitoras tém capacidade de
diferenciacdo, produzindo tecidos, 0sseo, cartilaginoso, fibroso e tipos
intermedidrios osteocondrdide, fibrocondrdide e osteofibrocondréide (Ten Cate®’,
1994).

Os osteoblastos sintetizam elementos da matriz 6ssea e
possuem alto teor de fosfatase alcalina. Arranjam-se em fileiras na periferia da
superficie Ossea e, quando aprisionados em lacunas na matriz mineralizada,
tornam-se ostedcitos com canaliculos de comunicacdo com células adjacentes e a
superficie ssea, para transporte de nutrientes e metabdlitos (Ten Cate®’, 1994).

Os osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas que se
formam  provavelmente pela fusdo sinsicial de  mondcitos  circulantes
especializados. S&o ricos em fosfatase acida e colagenase e participam da
remodelacdo Ossea e da homeostase do calcio, uma vez que apresentam
receptores para paratorménio (PTH) e calcitonina (Ten Cate®’, 1994).

Segundo Brasileiro Filho et al. **, 2000, a eficacia do esqueleto
em proporcionar sustentacdo adequada, depende da massa dssea (quantidade) e
do seu estado de mineralizacdo (qualidade). A quantidade de tecido 0sseo esta na

dependéncia da formacdo e da destruicdo durante o ciclo de remodelacdo éssea.



23

O processo de mineralizacgdo e o ritmo de remodelacdo sdo influenciados por
muitos fatores mecanicos e humorais, locais e gerais.

O processo de formacdo Ossea consiste da diferenciacdo de
células mesenquimais em osteoblastos, proliferacdo de osteoblastos, deposicdo
de matriz e mineralizagéo.

A osteopatia metabdlica € definida como um distdrbio
generalizado do esqueleto, independente de sua causa. Osteoporose € uma das
principais osteopatias metabdlicas, e ndo €& propriamente uma doengca, mas o
denominador comum de muitas afeccdes que provocam reducdo da massa Ossea
(Blake et al®, 2002). Tratase de um distirbio quantitativo, pois 0 0SSO
remanescente é bem mineralizado (Concensus Development Conference'®, 1993).

Apés o advento de técnicas radiologicas nao invasivas para
avaliar a densidade éssea, a osteoporose pode ser definida como a reducdo da
massa de osso mineralizado a um nivel suficiente para tornélo fragil e vulneravel

7

a fraturas. Do ponto de vista clinico, a osteoporose é classificada em dois grupos
principais: primaria, na qual a osteopenia é a doenca béasica, e secundaria,
atribuida & varias condigbes clinicas ou medicamentosa. Entretanto, um comum e
sério efeito dos transplantes de oOrgdos halogénicos € a osteoporose, e a CsA
pode contribuir para a sua patogénese (Epstein et al. ¥, 1996).

Porém, em relagdo ao o0sso alveolar, ndo estda bem
estabelecido se a imunossupressao induzida pela CsA pode modificar a evolugéo
ou a dindmica da doenca periodontal inflamatoria e consequente perda Ossea

(Duarte et af’, 1998). O mecanismo de atuacdo da CsA sobre o 0sso alveolar na

literatura pertinente pode ser dividido em 2 partes, com trabalhos “in vitro”
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demonstrando um aumento de osteoblastia e diminuicdo de osteoclasia (Stewart
et al.®, 1986 ; Klaushofer et al. ®° 1987), com excecdo do estudo de Fornoni et
al.®®, 2001 onde ocorreu reducdo do nimero de células capazes de sintetizar nova
matriz ostedide, o que poderia contribuir para 0 processo de perda Ossea; e uma
segunda parte apresentando resultados controversos ‘in vivo’, com aumento da
osteoclasia e uma diminuiciio da formacdo éssea (Fu et al. 8 1999) ou um
aumento da osteoblastia e uma diminuicdo da atividade osteoclastica (Wilmink et
al.1® 1989 Lietal. ®*, 1991).

Alguns estudos indicam que pacientes imunossuprimidos pela CsA
desenvolvem rapidamente doenca periodontal (Oshrain et al. "8, 1983; Barr et al.’,
1992; Oettinger-Barak et al. ’°, 2001; Oettinger-Barak et al. ®, 2002). Outros porém
contradizem essas observacdes (Been & Engel’, 1982; Swango®®, 1991). Em
animais essa relacdo é incerta (Cox et al?!, 1987, Guggenheim®®, 1981). A
utiizacdo e o desenvolvimento de modelos de estudos em caes e ratos, através
de um irritante marginal capaz de produzir acimulo de biofime bacteriano, tem-se
mostrado eficaz para avaliacdo da evolugdo da microbiota, assim como da
resposta dos tecidos periodontais ao bioflme estabelecido (Johnson®!, 1975;
Sallum®3, 1982; Fischer & Klinge™, 1994).

Fischer & Klinge® (1994) avaliaram a influéncia de diversas doses de
CsA sobre a evolugdo da doenca periodontal experimental em fures domésticos,
e 0s resultados histométricos demonstraram uma significante perda de insercdo e
reabsorcdo Ossea, completando com reabsor¢cdo radicular nos dentes
experimentais. Histopatologicamente verificou-se que o] nimero de

polimorfonucleares neutrdfilos e linfécitos era significativamente maior nos dentes
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com doenca periodontal induzida em relacdo aos dentes controles. Os resultados
indicaram que as células-T do sistema imune podem participar do mecanismo de
defesa contra a patologia periodontal em furdes domésticos.

Fischer et al® (1996), usando métodos semelhantes ao experimento
anteriormente descrito, obtiveram resultados que foram comparados com suas
prévias investigacOes, onde os furbes ndo foram tratados com CsA, mas somente
submetidos a ligaduras induzindo periodontites experimentais. Quanto a
microbiota, as espécies de Eubacterium ssp. eram ausentes em animais nao
tratados com CsA, enquanto que estas espécies eram freqUentemente presentes
nos furbes imunossuprimidos. Os resultados indicaram que a presenca de um
grande numero de gram negativos e bactérias anaerdbicas podem ter um aumento
no processo inflamataorio.

Hemmerle & Frank*’ (1991) avaliaram a invasdo bacteriana dos
tecidos periodontais apds imunossupressao experimental em ratos. Foi induzida
uma gengivite moderada através da dieta 2000 (Keyes & Jordan®’, 1964) em trés
grupos de 10 ratos adultos Wistar, , por 30 dias. O primeiro grupo serviu como
controle ndo tratado. O segundo grupo recebeu cinco inje¢cdes intraperitoneais de
CsA (15mg/Kg) do 20" ao 30 dia para interferir com a ativacdo dos linfocitos-T e a
sintese de interleucinas. O terceiro grupo recebeu duas injecdes intraperitoneais
de ciclofosfamida (100mg/Kg) do 20 ao 25 dia, com o objetivo de induzir severa
neutropenia. Os autores encontraram invaséo bacteriana somente no grupo da

ciclofosfamida, e um intenso infitrado de polimorfonucleares em todos os grupos.

Dados adicionais sobre a reabsorcdo da crista 6ssea alveolar foram obtidos de
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acordo com o método de Keyes & Gold®® (1955), comparando as distancias
medias entre a juncdo cemento-esmalte e a crista 0ssea alveolar na regido dos
molares inferiores. Os resultados mostraram maior reabsorcdo Ossea NOS grupos
da CsA e ciclofosfamida, quando comparados ao controle. Entretanto, ndo houve
diferencas estatisticamente significantes quanto a perda 6ssea entre o0s dois
grupos medicados.

Fu et al® (1999), realizaram um estudo para avaliar
histologicamente e histomorfometricamente, através de um microscopio de luz, os
efeitos da CsA (30 mg/Kg/dia, via gastrica) no osso alveolar de ratos. Observou-se
com o0s resultados demonstrados, um “parentesco”’ distinto de aumento de
osteoclasia e reducdo de formagdo Ossea observados nos animais expostos a
CsA em relagdo ao grupo controle. O aumento de osteoclasia era observado nos
sitios periodontais e o decréscimo de formagdo éssea era observado nos sitios
sinfisais. Assim, 0s resultados sugeriram, segundo o0s autores, que a CsA tem
efeitos distintos no metabolismo do 0sso alveolar.

Fu et al. “°, (2001), avaliou morfologicamente e histometricamente os
efeitos da CsA sobre o 0sso, desta vez sobre o rebordo edéntulo recém formado
em ratos. Apés a extracdo de todos os molares superiores direitos de 16 ratos
Sprague-Dawley, foi aguardado um periodo de cicatrizacdo de 2 semanas. Os
ratos foram divididos em grupo teste e grupo controle. O grupo teste recebeu 15
mg/Kg de CsA, via gastrica por 4 semanas, enquanto que O grupo controle
recebeu apenas O6leo mineral. Os animais foram sacrificados no final do

experimento e foram obtidos modelos de estudo do rebordo desdentado para

avaliacdo morfologica, incluindo medidas da espessura vestibulo-ingual e da
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altura vertical do rebordo. Para a andlise histométrica, foram selecionados 10
cortes descalcificados do rebordo de cada animal, nos quais foram feitas as
medidas das areas de tecido mole e de osso trabecular. A avaliacdo morfoldgica
mostrou que a terapia com CsA produziu um aumento significativo tanto na
espessura quanto na altura do rebordo. A andlise histolégica mostrou um aumento
na area total de tecido mole e uma significante perda de volume ésseo trabecular
no grupo teste, quando comparado ao grupo controle. Os autores concluiram, com
isso, que a CsA pode induzir, além do crescimento gengival, alteragbes 0sseas no
rebordo edéntulo.

Shen et al® (2001) realizaram um estudo para avaliar a
histomorfologia 0ssea dos alvéolos dentais ao redor do segundo molar superior de
ratos Sprague-Dawley tratados com CsA. Um grupo recebeu CsA 15 mg/Kg
diariamente e o0 grupo controle recebeu apenas d6leo mineral. No final de 2 e 4
semanas os ratos foram sacrificados. Esses alvéolos dentais foram frontalmente
seccionados e corados com azul de toluidina. Avaliacdo histométrica incluindo
volume 0Osseo, superficie Ossea especifica e formacdo de oskodide foram medidas
nas porcOes vestibular, apical e palatina nos alvéolos. Os resultados mostraram
massa Ossea total dos alvéolos diminuida no grupo da CsA em relacdo ao
controle. Todas as medidas histométricas, exceto superficie Ossea especifica, foi
significantemente afetada pela terapia com CsA. Sendo assim, 0s autores
concluiram que a CsA tem um efeito inibitério na formacdo Ossea nos alvéolos
dentais da regiao maxilo-facial.

Contraditoriamente aos resultados descritos anteriormente, Nassar et

al’®, 2000, avaliaram o efeito da CsA sobre a perda Ossea alveolar em ratos,
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Rattus novergicus albinus, Holtzman, imunossuprimidos com 10 mg/Kg de peso
corporal/dia, na doenca periodontal induzida por ligadura. Os ratos foram divididos
aleatoriamente em 7 grupos, sendo eles: grupo | (controle): sem ligadura e sem
tratamento com CsA durante 30 dias; grupo Il: somente presenca de ligadura por
30 dias; grupo lll: presenca de ligadura por 15 dias + 15 dias de tratamento com
CsA com ligadura; grupo IV: 15 dias de tratamento com CsA + 30 dias de CsA
com ligadura; e grupos V, VI e VII: somente tratamento com CsA, por 15, 30 e 45
dias respectivamente. Os aspectos radiograficos de todas as hemimandibulas
mostraram que 0S grupos experimentais tiveram perdas O&sseas alveolares
maiores em relagdo ao grupo | (controle). Os ratos do grupo Il apresentaram
maiores perdas Osseas alveolares envolvendo a area de furca e notou-se que a
crista 6ssea alveolar nas hemimandibulas desses ratos (grupo Il) apresentava-se
reabsorvida, proximo ao 0sso basal da mandibula. Nos demais grupos, a perda
Ossea ndo foi acentuada, ndo houve envolvimento de furca que pudesse ter sido
notado radiograficamente, apenas houve maior variagdo na altura das cristas
Osseas alveolares, por consequente perda 6ssea maior nos grupos Il e IV em
relacdo aos grupos V, VI e VI Sendo assim, 0s autores concluiram que a
imunossupressdo induzida por CsA diminui, em média, a intensidade de perda
Ossea alveolar em ratos com doenca periodontal induzida por ligadura.

Estudos realizados em humanos (Wilmink et al. 1%, 1989) e em cées

“in vivo” (Li et al. ®

, 1991), estdo de acordo com os achados do estudo
anteriormente descrito, exibindo um aumento de parametros osteoblasticos e

decréscimos de parametros osteoclasticos.
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Ainda de acordo com estes achados, Cox & Wiliams-Miller*®, (1986),
realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a destruicdo periodontal induzida
por ligaduras em ratos congenitamente atimicos (ratos deficientes quanto a fungdo
das células T) e em ratos rormais heterozigotos. Foram utilizados 16 ratos, sendo
8 atimicos e 8 normais, que receberam ligaduras ao redor do segundo molar
superior, unilateralmente. Metade de cada grupo recebeu 10 mg/Kg de CsA, via
gastrica. Apos sete dias os ratos foram sacrificados e foram realizadas as medidas
de perda Ossea. Tanto o0s ratos homozigotos quanto o0s heterozigotos
demonstraram uma perda Ossea significante com sete dias de ligadura.
Entretanto, os ratos medicados com CsA exibiram inibicdo da perda 6ssea quando
comparados com os animais ndo medicados. Sendo assim, 0s autores concluiram
gue é possivel que a perda 6ssea induzida por ligaduras seja mediada por outros
mecanismos além da IL-2 e da atividade das células T, ou que estas células sejam
resistentes a pequenas doses de CsA.

Estudos “in vitro” tém demonstrado que a CsA inibe a reabsorcdo
6ssea (Stewart et al. %3, 1986; Klaushofer et al. *°, 1987; Stewart & Stern®*, 1989;
McCauley et al.?® 1992). Para estudar este efeito inibitorio ndo especifico da CsA
na reabsorcdo éssea “in vitro”, Chowdhury et all’, 1991, realizaram um estudo do
efeito da CsA na reabsorcdo Ossea basal e estimulada pelo horménio paratireside
bovino em cultura de osteoclastos novos. Os resultados mostraram que numa
concentragdo de 10 ng/ml de CsA ocorreu uma inibicdo quase total de reabsorcéo

Ossea associada a uma reducdo no numero de células multinucleadas. Ja numa

concentracdo de 1 ng/ml de CsA ocorreu uma redugdo significante na reabsorcéo
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Ossea basal, entretanto, ndo foi associada com alguma diminuicdo no nimero de
células multinucleadas.

Ainda para observar o mecanismo deste efeito observado, Stewart &
Stern®*, 1989, compararam a CsA com medicamentos anélogos, de diferentes
potenciais imunossupressores. A CsA, assim como a CsG, também com alto
potencial imunossupressor, inibiram a reabsorcdo Ossea estimulada pelo hormoénio
paratirecideano (PTH) e pela IL-1. Os andlogos sem potencial imunossupressor
(CsH e CsF) ndo inibiram a reabsor¢cdo Ossea estimulada pelo PTH e IL-1. Um
andlogo de baixo potencial imunossupressor (CsD), por sua vez, ndo inibiu
significativamente a reabsor¢do Ossea induzida pelo PTH. Os autores concluiram
que, embora outros mecanismos ndo possam ser excluidos, os dados sé&o
consistentes com 0 conceito de que a reabsorcdo Ossea envolve um mediador do
sistema imunologico.

A literatura cientifica relata poucos estudos do efeito da CsA no 0sso
alveolar, tanto em humanos quanto em estudos experimentais, “in vivo” e “in vitro”.
Tentando elucidar melhor os efeitos da CsA no tecido 6sseo, estudos realizados
em 0ssos longos fazem parte desta reviséo.

Os efeitos da CsA no osso sao dose e tempo-dependente. A idade
dos ratos e o tipo de osso modificam a resposta de remodelacdo 6ssea quando da
atuacdo da CsA (Ayanoglou et al. 2, 1997). Alguns estudos mostram que altas
doses aumentam a reabsorcdo Ossea e consequente destruicdo destes tecidos
(Ayanoglou et al. 3, 1997; Fu et al. *® 1999), enquanto outros estudos mostram que
em doses menores a CsA pode prevenir a osteopenia apés transplante de figado

(Westeel et al. 192, 2000).
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Vérios estudos tém demonstrado que a CsA acelera a reabsorcdo e
formacdo Ossea, induzindo um estado de alto-turnover osteopénico ‘in vivo”™ (Zeni
et al. 1%, 2002; Goodman et al. *3, 2001; Cueto-Manzano et al. 2%, 1999; Ekelud &
Nilsson?®, 1996), onde a reabsorcdo excede a formagdo, e esta provavelmente
associado com um significante aumento no nimero de osteoclastos (Stein et al. 2,
1992). Porém, este estado de alto-turnover osteopénico produzido pela CsA, como
ja citado anteriormente e segundo Sass et al. 3, 1996, é dose e duracdo-
dependente. Del Pozo, et al. %, 1995, em um estudo comparando os diferentes
efeitos da CsA na remodelacdo Ossea em ratos jovens e adultos, através da
administracdo oral de trés concentracdes diferentes de CsA (5, 15 e 30 mg/Kg)
durante 30 dias, observaram que a dose de 15 mg/Kg produziu uma reducdo
significante  no volume trabecular da tibia dos ratos jovens, onde o crescimento
esquelético ndo esta completo, e a dose de 30 mg/Kg, além do volume trabecular
da tibia, produziu também uma reducdo significante em todo o esqueleto mineral.
Na verdade, segundo este autor, uma dose de 7 mg/Kg tem aumentado a nova
formacdo 6ssea e reduzido a atividade osteoclastica em ratos. Em outro estudo,
combinando tratamento com CsA e Flurbiprofen, um antiinflamatorio nao-esterdide
derivado do acido propiénico, o qual “in vivo” tem sido demonstrado reduzir o
namero de osteoclastos em ratos, foi proposto para prevenir a perda Ossea
associada com a terapia com CsA. O estudo realizado em ratos Sprague-Dawley
durante 28 dias e com administracdo de 15 mg/Kg de CsA sozinha ou associada
ao Flurbiprofen, mostrou evidéncia de osteopenia trabecular com uma perda de

60% do volume trabecular 6sse0 em ambos 0s grupos e um aumento no turnover
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6sseo no grupo tratado apenas com CsA (Sass et al. 2, 1996), estando de acordo
com prévios estudos.

Zeni et al. 1%, 2002, em um estudo em ratos Sprague-Dawley, avaliou
mudancas no turnover Osseo e densidade Ossea mineral induzidos pelo
tratamento com CsA a 15 mg/Kg por um periodo de 30 dias, e os resultados
mostraram que, sob condi¢cbes experimentais, houve um aumento na reabsorcdo
O0ssea sem mudancas na formacdo 6Ossea, 0 que pode levar a um efeito deletério
no esqueleto e isso se reflete nas medidas de densidade 6ssea mineral. Além
disso, uma andlise bioquimica para avaliar a concentracdo de dioxipiridinolina na
urina (um marcador de reabsor¢cdo éssea) mostrou um aumento na excrecao
desta substancia nos dias 14 e 30 do experimento, o que de acordo com outros
autores isso se reflete em um aumento na reabsor¢do Ossea. Em consequéncia
desta reabsorcdo, resultados histomorfométricos deste e de varios estudos
mostraram uma perda Ossea trabecular da tibia pela administracdo de CsA 15
mg/Kg em ratos. Embora tenha ocorrido perda Ossea na regido da tibia e espinha
(reas trabeculares), o esqueleto em geral e a tibia média (areas corticais) ndo
mostraram mudangas na densidade Ossea mineral. Estes resultados poderiam
refletir que apesar de a CsA ter efeitos osteopénicos, apenas as areas
trabeculares sdo mais sensiveis e mostraram uma diminuicdo em seu volume
Osseo. Esta diferenca pode ser parcialmente explicada pelo fato de que o 0sso
trabecular € metabolicamente mais ativo que o 0sso cortical e também mais
susceptivel a fatores locais como as citocinas que sdo afetadas pela

administracéo de CsA.
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Cvetkovic et al. 23, 1994, avaliou “in vivo" os efeitos a longo prazo da
administracdo de trés tipos de drogas imunossupressoras (CsA, CsG e FK506) no
metabolismo 6sseo mineral em ratos, utlizando 5 grupos de 15 ratos Sprague-
Dawley que receberam por um periodo de 28 dias: (1) Cs-veiculo; (2) CsA 15
mg/Kg de peso corporal; (3) CsG 15 mg/Kg de peso corporal; (4) FK506-veiculo;
(5) FK506 5 mg/Kg de peso corporal. Os resultados da histomorfometria éssea da
tibia, comparados com o0s respectivos veiculos, mostraram que o0s trés
imunossupressores causaram significante reducdo de é&rea trabecular: 34% para
CsG, 44% para CsA e 64% para FK506. Esta mudanca foi devido a uma
acentuada reducdo no numero trabecular, bem como, um notavel aumento na
separacdo trabecular. Estes parametros refletem um notavel e profundo grau de
perda d6ssea em animais tratados com imunossupressores. Todos 0S grupos
tratados com drogas demonstraram um aumento na relacdo de formacdo Ossea
relativa ao volume tecidual. Sendo assim, o indice histomorfométrico mostrou que
0s trés imunossupressores causam acelerada remodelacdo, com a reabsorcdo
excedendo a formacdo, levando a uma perda de volume d&sseo trabecular; e
confirmando resultados de outros estudos, onde a CsA induz um alto turnover de
osteopenia em ratos “in vivo”.

Kawana et al. °°, 1996, realizaram um estudo para avaliar o efeito da
CsA no metabolismo 0sseo de ratos, por meio de marcadores quimicos e
histomorfometria das tibias. Um total de 12 ratas Sprague-Dawley foram divididas
em dois grupos, sendo que 6 ratas receberam CsA 15 mg/Kg durante 28 dias e 6
ratas receberam Oleo oliva veiculo que serviram como controle. Apés 28 dias as

ratas foram sacrificadas e os resultados histomorfométricos mostraram que o
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grupo que recebeu CsA apresentou um volume ésseo trabecular significantemente
menor que o0 grupo controle. Os resultados histoquimicos mostraram que as taxas
de piridinolina urinaria (um marcador de reabsorcdo déssea) aumentaram
significantemente no grupo que recebeu CsA, entretanto, a formagdo Ossea
estimada através das taxas de osteocalcina sérica e o volume ostedide nédo
tiveram diferencas significantes entre os dois grupos. Estes resultados, segundo
0os autores, sugerem que a CsA administrada por 28 dias induz osteopenia em
ratas, devido ao desequilibrio no turnover Osseo caracterizado por excesso ha
reabsorcao e respectiva formacgéo 0ssea.

Finalmente, para avalar se a CsA tem um efeito direto na
proliferacdo de osteoblastos, a viabilidade e/ou abilidade em sintetizar ou degradar
matriz extracelular, Fornoni et al. °, 2001, propds um estudo “in vitro” expondo

osteoblastos MC3T3-E1 a doses aumentadas de CsA (0, 05 1 e 5 mg/ml) e &

BN

resultados mostraram que a exposicdo de CsA por 48 horas ocorre diminuicdo no
nimero de osteoblastos em uma dose-dependente com auséncia de apoptose ou
citotoxidade. Ja a CsA a uma dose de 5 ng/ml por 72 horas causou diminuicdo da
expressdo do RNAmM de cdageno tipo | e atividade aumentada de matriz
metaloproteinase-9. A atividade do tecido inibidor de matriz metaloproteinase1
ndo foi afetada e em dosedependente, houve aumento de tecido inibidor de
matriz metaloproteinase-2. Esses dados, segundo o autor, sugerem que a CsA
altera a sintese e degradacdo da matriz extracelular em osteoblastos MC3T3-E1
pela diminuicdo da produgcdo de coldgeno tipo | e aumento na atividade de matriz

metaloproteinase-9. Ainda segundo o0 autor, a combinacdo de aumento da
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atividade de matriz metaloproteinase9 com a ndo mudanca da atividade do tecido
inibidor de matriz metaloproteinase-1 poderia reduzir a matriz ostedide com
capacidade para mineralizacdo. Além disso, a diminuicdo da proliferacdo poderia
adicionalmente, reduzir o nimero de células que sintetizam nova matriz ostedide e
contribuir, deste modo, para o processo de perda éssea. Este € o primeiro estudo
para investigar o efeito da CsA na sintese e degradacdo da matriz Ossea
extracelular (Fornoni et al. *°, 2001) e talvez seja o Unico estudo realizado “in vitro”
encontrado na literatura que contrarie os resultados dos outros estudos “in vitro”
(que tém demonstrado que a CsA inibe a reabsorcdo Ossea) e estas mudancas
nele encontradas possam talvez contribuir para a osteopenia observada em

pacientes tratados com CsA (Fornoni et al. %, 2001).



36

3. PROPOSICAO
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da CsA sobre o tecido 6sseo de
ratos com ou sem doenca periodontal induzida por ligadura. Para isso, utilizou-se:
- Avaliacao histoldgica, histométrica e estereométrica do processo alveolar.
- Determinagdo da concentracdo sérica de célcio (Ca'™) e fosfatase alcalina
no sangue de todos os grupos de animais.
- Determinacdo da espessura de cemento de ambas as raizes dos primeiros

molares inferiores.
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4. MATERIAL E METODO

4.1- Animais utilizados
No presente trabalho, foram utilizados 24 ratos (Rattus novergicus albinus,
Holtzman) machos, adultos, com peso inicial de aproximadamente 100 gramas,
alimentados com racdo e agua “ad Libitum” provenientes do Biotério Central da

UNESP, Campus de Araraquara. Ap0s a avaliagdo clinica e a verificacdo da

normalidade gengival, os ratos foram divididos aleatoreamente em 4 grupos de 6
animais cada como mostra a tabela 1, e mantidos em gaiolas plasticas, de acordo

COmM 0S grupos experimentais.

Tabela 1- Distribuicio dos grupos de ratos, de acordo com o tratamento

proposto (o periodo experimental foi de 30 dias).

GRUPOS N° DE RATOS POR TRATAMENTO
GRUPO (n)
1 06 Injecdes subcutaneas de solugcdo
salina
2 06 Doenca periodontal induzida por meio

da colocacéo da ligadura

3 06 Doenca periodontal induzida
por meio da colocacéo da ligadura e

tratamento com CsA

4 06 CsA
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4.2- Anestesia
Os animais receberam anestesia geral obtida com injecdo intraperitoneal
de 0,08 mL/100g de peso corporal de Ketamina* e 0,04mL/100g de peso corporal

de cloridrato de xilasina**.

4.3- Inducéo da doenca periodontal

Apés anestesia geral, os animais foram posicionados em mesa operatoria
apropriada (figura 1) a qual permitu a manutencdo da abertura bucal dos ratos,
facilitando o acesso aos dentes da regido posterior da mandibula (figura 2).
Posteriormente ao posicionamento dos animais, foram realizados afastamentos
temporarios entre o primeiro e o segundo molar inferior, com o auxilio de uma
sonda exploradora n° 5 (figura 2). Apés o afastamento, procedeu-se a colocacéo
da ligadura por meio de um fio de algodao de cor preto, n° 24, marca Corrente ao
redor do primeiro molar inferior (figura 3). Os fios eram colocados ao nivel do
sulco gengival dos primeiros molares de ambos os lados , e posicionados por
meio de nés cirdrgicos para amarria (figura 4). Esta ligadura atuou como irritante
gengival, favorecendo o0 acumulo de placa bacteriana, conforme técnica

preconizada por Johnnson® (1975).

* Francotara , Virbac do Brasil Ind. e Com. Ltda

**\/irbaxyl 2%, Virbac do Brasil Ind. e Com. Ltda
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Figura 1: Rato anestesiado e posicionado na mesa operatdria com a abertura

da cavidade bucal correta.

Figura 2: Sonda exploradora n° 5, provocando afastamento temporario entre o

primeiro e segundo molar inferior para a colocacdo da ligadura na regido do sulco

gengival.
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Figura 3: Colocacdo da ligadura com o auxilio de uma pinca clinica adaptada, na

regido distal do primeiro molar inferior do rato.

Figura 4. Presenca da ligadura posicionada na regido de sulco para indugdo da

doenca periodontal.
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4.4- Ciclosporina (CsA**¥)

4.4.1- Diluicdo da CsA
A CsA recebida em ampolas para infusdo intravenosa, na
concentracdo de 50 mg/mL, foi diluida com solucdo de NaCl a 0,9%, obtendo-se a

concentracao final de 10 mg/mL.

4.4.2- Tratamento com CsA
A CsA foi administrada na concentracdo de 10 mg/Kg de peso
corporal/dia, por via subcutanea, conforme  Wassef, et al.l®® (1985) e
Spolidorio™ (1996) , durante todo o periodo experimental.
Todos os animais foram sacrificados apds os 30 dias do inicio do

experimento.

45- Avaliacao Bioquimica
Apbés 30 dias de tratamento, os ratos receberam anestesia geral obtida com
injecdo intraperitoneal de 0,08 mL/100g de peso corporal de Ketamina* e
0,04mL/100g de peso corporal de cloridrato de xilasina**. Os ratos foram

submetidos a coleta de amostras de sangue (aproximadamente 5 mL)

**Sandimmum Neoral (Novartis)
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através de puncdo cardiaca direta. As amostras foram mantidas em estufa a 37°C
por aproximadamente 15 min para estabelecer a retracdo do coagulo. Apés
a retracdo do coagulo a amostra foi centrifugada a 2500 rpm por 10min para a
separacdo do soro. Através do soro determinou-se a concentracdo de Ca** e ALP
(Fosfatase alcalina total).

A determinacdo de Ca™ foi feita através do método espectofotométrico (0
Ca™ reage com a purpura e ftaleina em meio alcalino, formando um complexo de
cor violeta que € medido em 570 nm), utilizando-se para isso o Kit Labtest
Diagndstica. Os resultados foram expressos em mg/dL.

Para a determinacdo da  ALP utilizou-se o método colorimétrico. Este
meétodo utiliza a reacdo de hidrolise do p-nitrofenilfosfato, pela ALP, com formacédo
do produto colorido p-nitrofosfato, para isso foi utlizado o Kit Bayer-Sera Pak®
alkaline phosphatase (SCE).

Os resultados foram expressos em Ul. Para as leituras espectrofotométricas

das anélises de Ca"™ e ALP, utilizou-se 0 espectofotdmetro Technicon SMA-24.

4.6- Andlise Microscopica
Apés a coleta do sangue, os animais foram sacrificados com injecdo
excessiva do anestésico e logo apdés o sacrificio, a mandibula de cada animal foi
retirada e fixada em formol tamponado (pH 7.2) 10% durante 48 horas. Apdés a
fixacdo , as mandibulas foram lavadas em agua corrente por 24 horas. Em

seguida, as mandibulas foram imersas em lucdo descalcificadora constituida de
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50 mL de &cido férmico a 50% e 50 mL de citrato de sédio a 20% (Morse®®, 1945)
e trocadas trés vezes por semana.

Apbés a descalcificacdo, as mandibulas foram lavadas em &gua corrente,
desidratadas em série crescente de &lcoois e diafanizadas em xilol. Apos a
diafanizacdo, as mandibulas foram incluidas em parafina, de forma padronizada
para obtencdo de cortes histologicos seriados e paralelos de 5mm de espessura
no sentido vestibulo — lingual e foram corados com Hematoxilina/Eosina (H.E.)

A andlise microscopica foi realizada por dois examinadores através da
avaliacdo dos cortes histologicos corados. As laminas foram analisadas com
auxilio de um microscopio de luz transmitida comumente (Carl Zeiss, Germany)
para observagbes morfologicas do processo alveolar das hemimandibulas direita

e esquerda.

4.7- Andlise Histométrica
As medidas histométricas foram feitas nas hemimandibulas direita e
esquerda em todos o0s grupos, utlizando-se o programa analisador de imagens
Sigma Scan 2.0 (Jandel Sigma Scan — Image Measurement Software), acoplado a
um microscépio de luz Diastar (Cambridge Instruments, Buffalo, NY, USA) com
objetiva 2,5 a intervalos de 10 cortes entre uma contagem e outra No seriamento

do corte (cerca de 50 mm).

As mensuracdes foram feitas a partir dos pontos expressos na figura 5.
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Figura 5: Corte transversal do primeiro molar inferior de rato normal
mostrando 0s pontos e 0s segmentos de referéncia usados para as medidas

histométricas. O resultado foi expresso em mm.

AB: Distancia da juncio cemento-esmalte (JCE) a crista Gssea alveolar nas
faces mesial e distal dos primeiros molares inferiores.

C: Espessura de cemento das raizes mesial e distal dos primeiros molares
inferiores.

D: Area de tecido mole do processo alveolar.

E: Area de tecido duro do processo alveolar.

Ambas as éareas, D e E, foram delimitadas em largura pelas porcdes externas

dos tecidos gengivais e em altura pelos forames apicais.
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4.7- Estereometriado Processo Alveolar

Para a estereometria do processo alveolar, a densidade volumétrica de
osteoclastos multinucleados (Vo), osso alveolar (V-0sso), medula (V-medula) e
relacdo de superficie 6Ossea/superficie reabsorvida (SO/SR - %) foi estimada. A
guantificacdo foi feita com auxilio de um programa analisador de imagens (Mocha
Jandel Scientific San Rafael, CA, USA), acoplado a um microscopio de luz Diastar
(Cambridge Instruments, Buffalo, NY, USA), com objetiva de imerséo (200x), a
intervalos de 10 cortes entre uma contagem e outra no seriamento dos cortes
(cerca de 50 mm). Foram contados 25 pontos coincidentes sobre as estruturas
histolégicas em 32 cortes do processo alveolar dos primeiros molares inferiores
(cada corte correspondia a um campo), numa distancia de 10 cortes entre uma
contagem e outra, perfazendo-se um total de 800 pontos em todo O processo
alveolar em ambas as hemimandibulas por rato . O Vo, V-0sso, V-medula e SO/Sr
foram expressos em porcentagem do total de pontos contados, onde foram feitos
para a determinacdo da densidade volumétrica de osteoclastos (células gigantes
multinucleadas com citoplasma acidofilo e/ou espumoso), do tecido 0sseo e outras
estruturas, que correspondem ao espaco medular ou tecido conjuntivo fibroso,
nervos e espacos vazios. A contagem de osteoclastos, tecido Osseo e espaco
medular ou area de tecido mole, foram feitas separadamente, sendo que foram
guantificadas em 3 diferentes localizagbes anatbmicas: regido mesial,
apical/interradicular (regido proximo ao apice) e a regido dista. O método usado

para a quantificacdo da determinacdo da densidade de volume das estruturas em

andlise, foi baseado no principio fundamental da estereologia estabelecido por



46

Delesse® (1848) e aplicados & histologia por Weibel**

(1979), onde o volume
relativo (%) foi calculado através da formula: Ppi=Pi/P onde:

Ppi = densidade de volume das estruturas da area

Pi = soma do numero de pontos coincidentes sobre cada estrutura

P = numero total de pontos do reticulo, multiplicando-se o numero de pontos do
reticulo pelo nimero de campos examinados (25 pontos x 32 campos = 800).

Ex: A somatoria do nimero de pontos que incidiram sobre osteoclastos foi 40 e o

namero total de pontos contados em todo o processo alveolar do lado direito foi de

800, tem-se entéo Ppi=40/800=0,05 ou 5%.
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5- RESULTADOS
5.1- Avaliagdo Bioquimica

A tabela 2 e as figuras 6 e 7 mostram os niveis de Ca'" e fosfatase
alcalina dos animais tratados com CsA e submetidos ou ndo a periodontite
experimental.

No grupo controle (grupo 1) e no grupo com periodontite experimental
(grupo 2), os niveis de célcio sérico e fosfatase alcalina foram semelhantes, com
médias que variavam entre 10,6+0,3 mg/dL, 843+76 U/L e 10,1+0,2 mg/dL,
836+81 U/dL, respectivamerte.

Nos grupos tratados com CsA (grupos 3 e 4), os niveis de calcio sérico
diminuiram significantemente quando comparados com 0S grupos ndo tratados
com CsA (p<0,05). Diminuicdo nos niveis de fosfatase alcalina também foi
observado nos grupos tratados com CsA, entretanto estes valores ndo foram

diferentes estatisticamente daqueles do grupo controle.

As figuras 6 e 7 ilustram a tabela 2.



Tabela 2 — Médias e desvios padrées da determinac&o de fons célcio (Ca™) e
fosfatase alcalina (ALP) no soro de ratos tratados por periodo de 30 dias de

tratamento com CsA e do respectivo grupo controle.
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Grupos Célcio Sérico (mg/dL) Fosfatase Alcalina
Sérica (U/dL)

1 (n=6) 10,6+0,3 843+76

2 (n=6) 10,1+0,2 836+81

3 (n=6) 9,0+0,2* 780+91

4 (n=6) 9,3+0,3* 760+76

Os dados séo representados como média + desvio padrdo quando n=6, onde n corresponde ao n°
de ratos por grupo.
* P< 0.05, estatisticamente significante versus ratos controles
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Figura 6 — Médias das concentracbes de Ca™ medidas em mg/dL nos Varios

grupos estudados (Ver tabela 2)
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Figura 7 — Médias das concentracdes de ALP medidas em U/dL nos varios grupos

estudados (ver tabela 2)
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5.2- Andlise Microscépica
5.2.1. Grupo 1 (controle)

Nos ratos controle, o processo alveolar era constituido pelas tabuas
ou corticais externa e interna, tanto na face mesial quanto na face distal (figura 8),
0 0sso alveolar que forma as paredes do alvéolo dentario e 0 0SSO esponjoso
entre ambos consistia de uma por¢do externa ou cortical de espessura variavel
formada por osso compacto regular, uma porcdo esponjosa central, e na porcao
préxima ao ligamento periodontal, delimitando internamente o alvéolo dentario,
observava-se 0sso0 compacto irregular de espessura variavel, também chamada
de porcéo cribiforme (figura 9).

O tecido 6sseo da regido interradicular (figura 10) e do corpo da
mandibula apresentavam-se com trabéculas maiores, de espessuras variaveis que
delimitavam pequenas éareas de tecido medular.

A gengiva da face mesial e distal da regido do primeiro molar inferior
era formada por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado, com excecédo da
porcdo que participava da juncdo dentogengival. Entre as células do epitélio
juncional, havia pequeno numero de neutrofilos e o corion gengival subjacente
apresentava infiltrado  inflamatério  composto  principalmente  por  células
polimorfonucleares.

O cemento se mostrava com aspecto de normalidade recobrindo a
dentina radicular. A espessura do cemento variava conforme a regido,
apresentando-se mais espesso e irregular no terco médio e apical da raiz do
dente, e mais delgado e regular na porcdo cervical da raiz e regido de furca. No

terco médio e apical e areas de furca do dente, o cemento era celularizado
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apresentando  inimeros  cementdcitos em  lacunas  individuais.  Disposto
paralelamente & superficie cementéria, eventualmente era possivel observar

camada Unica de cementoclasto, que se caracterizava como células de morfologia

arredondada, ovalada ou muitas vezes achatadas.
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Fig 8 — Processo alveolar da regido de primeiro molar inferior de rato normal, mostrando
as tdbuas Osseas mesial (M) e distal (D), gengival livre mesial e distal e area
interradicular. Grupo 1. H.E. Aumento 2x/0,08

Fig 9 — Destaque em maior aumento da fig 8, mostrando integridade da porcdo mesial do
processo alveolar. Grupo 1. H.E. Aumento 10x/0,40

Fig 10 — destague em maior aumento da fig.8, mostrando trabéculas ésseas de varias
espessuras, delimitando espacos ocupados por tecido mole. Grupo 1. H.E. Aumento
10x/0,40.
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5.2.2. Grupo 2

O tecido gengival mesial e distal apresentava-se com epitélio
desorganizado (figura 11) e o tecido conjuntivo subjacente, com faixa de infiltrado
de células inflamatérias polimorfonucleares. Em continuidade observava-se
intenso processo inflamatério de células mononucleares (figura 12). O septo
0sseo, assim como 0 0sso da regido interradicular (figura 13) de ambas as faces,
mostravam-se com extensas areas de reabsorcdo. Em alguns casos, o terco
cervical dos dentes apresentava-se exposto.

O tecido 6sseo do corpo da mandibula apresentava-se com aspecto

de normalidade.
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Fig 11 — Processo alveolar da regido de primeiro molar inferior de rato submetido a

doenca periodontal mostrando as tdbuas 6sseas mesial (M) e distal (D), gengival livre
mesial e distal e area interradicular. Grupo 2. H.E. Aumento 2x/0,08

Fig 12 — Destague em maior aumento da fig.11 mostrando crista 6ssea reabsorvida.
Grupo 2. H.E. Aumento 10x/0,40

Fig 13 — Destaque em maior aumento da fig.11 mostrando a regiéo interradicular com
extensa area de reabsor¢do. Grupo 2. H.E. Aumento 10x/0,40.
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5.2.3. Grupo 3

Apbés 30 dias de tratamento com CsA e ligadura, verificou-se que
todos os animais apresentavam aumento gengival tanto na regido mesial quanto
na regido distal. O corion gengival apresentava discreto infiltrado de células
mononucleares. A gengiva da face mesial e distal apresentava-se com sinais de
desorganizacdo, porém em menores proporcdes que O grupo somente com
ligadura (figura 14).

O processo alveolar apresentava-se  parcialmente  integro,
delimitando todas as estruturas adjacentes normalmente (figura 17). A regido
central (tecido Osseo esponjoso) apresentava areas de reabsorcdo (figura 15). A
regido interradicular (figura 16), e principalmente o corpo da mandibula
apresentava-se com evidente perda da massa 0ssea, CUj0S espacos eram
ocupados por tecido medular ou fibroso, com aumento perceptivel de

osteoclastos.
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Fig 14 — Processo alveolar da regido de primeiro molar inferior de rato submetido a
inducé@o de doenca periodontal e tratado com CsA, mostrando as tdbuas 6sseas mesial e
distal , gengival livre mesial e distal e area interradicular. Grupo 3. H.E. Aumento 2x/0,08.
Fig 15 — Destaque em maior aumento da fig.14, mostrando areas de reabsorgdo 0ssea,
principalmente na area de 0sso esponjoso, conservando a altura 6ssea. Grupo 3. H.E.
Aumento 10x/0,4

Fig 16 — Destaque em maior aumento da fig.14, mostrando reabsorcéo 6ssea da regido
de osso interradicular. Grupo 3. H.E. Aumento 10x/0,40.

Fig. 17 — Maior aumento da porcdo mesial do processo alveolar do primeiro molar inferior,
mostrando que a reabsor¢do 6ssea se da principalmente na regido de 0SSO esponjoso,
exibindo menores trabéculas 6sseas, cujos espacos sdo ocupados pelo tecido mole.
Grupo 3. H.E. Aumento 10x/0,40.
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5.2.4. Grupo 4

Apbés 30 dias de tratamento com CsA todos os ratos apresentavam
discreto aumento gengival. O aumento foi mais exuberante na face mesial dos
primeiros molares. Observou-se perda da massa Ossea em todas as regides
analisadas (figura 18).

O processo alveolar apresentava areas de reabsorcdo, tanto na éarea
de crista 6ssea quanto na area de tecido O6sseo esponjoso (figura 19). A perda
Ossea era exuberante, nas regides de corpo da mandibula e interradicular (figura
20), cujos espacos com sinais de desorganizacdo, porém em menores proporcoes
gue o grupo somente com ligadura, eram ocupados por tecido medular ou tecido
fibroso. Alinhado e adjacente ao trabeculado 0Osseo, observava-se osteoblastos de
morfologia similar ao encontrado no grupo controle. Por outro lado, observava-se

maior concentracéo de osteoclastos acoplados em depressdes dsseas.
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Fig 18 - Processo alveolar de primeiro molar inferior de rato tratado com CsA, mostrando

as tabuas 0sseas mesial e distal , gengiva livre mesial e distal e area interradicular. Grupo
4. H.E. Aumento 2x/0,08.

Fig 19 — Destaque em maior aumento da fig 18, mostrando integridade da altura da crista
Ossea. Grupo 4. H.E. Aumento 10x/0,40

Fig. 20 - Destaque em maior aumento da fig.14, mostrando reabsor¢do 0ssea da regiao
de osso interradicular. Grupo 4. H.E. Aumento 10x/0,40.
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5.3- Andlise Histométrica
5.3.1- Perda Ossea Alveolar
A tabela 3 e a figura 21 mostram a perda 6ssea alveolar medida em
milimetros (mm), avaliada pela distancia da JCE & crista Ossea alveolar nas
regibes mesial e distal dos primeiros molares inferiores. Quando comparado ao
grupo controle, a distancia da JCE a crista O0ssea alveolar de todos o0s grupos
experimentais foram maiores.
Porém, no grupo 4 ocorreu uma menor perda 0ssea em relacdo aos
grupos com ligadura (grupo 2 e 3). JA 0 grupo 2 obteve maior perda dssea, em

relacdo ao grupo com ligadura e tratado com CsA (grupo 3), podendo sugerir uma

diminuicdo na perda 0ssea pela atuacdo da CsA.

Tabela 3 — Médias das medidas histométricas (mm + desvio padrao) da distancia

da JCE a crista Ossea alveolar nas regibes mesial e distal dos 1°° molares

inferiores.
Grupos Média + desvio padréo
1 (n=6) 0,4310,05
2 (n=6) 1,14+0,13 *#
3 (n=6) 0,89+0,07 *
4 (n=6) 0,77+0,06 %

n corresponde ao N’ de ratos por grupo.

*Significantemente diferente do grupo controle (p<0,05).

# Significantemente diferente dos grupos tratados com CsA (p<0,05)

" Significantemente diferente do grupo submetido somente a periodontite experimental e do
grupo submetido somente ao tratamento com CsA (p<0,05)

a Significantemente diferente dos grupos submetidos a periodontite experimental (p<0,05).
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Figura 21 — Medidas histométricas nas faces mesial e distal da perda Ossea
alveolar (mm) dos primeiros molares inferiores em relacdo aos varios tratamentos

(ver tabela 3).

5.3.2- Area de tecido duro e Area de tecido mole
A tabela 4 e a figura 22 mostram os resultados das medidas de area
de tecido duro e tecido mole do processo alveolar na area de primeiro molar
inferior. O grupo controle (grupo 1), apresentou, em média, a maior area de tecido
0sseo e menor area de reabsorcdo. A associacdo entre ligadura e CsA (grupo 3)
apresentou, em média, a maior area de tecido mole, quando comparada com os
demais grupos, sugerindo uma maior reabsorcdo Ossea ha area de processo

alveolar.
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Os grupos 2 e 4 nao apresentaram diferenca estatisticamente

significante entre si nas médias das areas de tecido duro e mole.

Tabela 4 — Médias das areas (mm? + desvio padréo) de tecido duro e tecido mole
da regido de processo alveolar dos 1°° molares inferiores, delimitada em largura

pelas porcbes externas dos tecidos gengivais e em altura pelos forames apicais,

NoS VArios grupos
Grupos Area de reabsorcao Area de tecido 6sseo
1 (n=6) 1,95+1,17 14,02+1,48
2 (n=6) 5,62+1,91* 10,90+1,58*
3 (n=6) 7,29+1,42%4 7,53+2,38*#
4 (n=6) 4,52+0,94* 11,09+2,72*

n corresponde ao r° de ratos por grupo.

* Significantemente diferente do grupo controle (p<0,05)

# Significantemente diferente do grupo submetido somente a periodontite experimental e do
grupo submetido somente ao tratamento com CsA (p<0,05)
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Figura 22 — Medidas das areas de tecido mole e tecido duro do osso alveolar dos
1°° molares inferiores, delimitada em largura pelas porcGes externas dos tecidos

gengivais e em altura pelos forames apicais.

5.3.3- Espessura de Cemento
Os dados demonstrados na tabela 5 e figura 23 denotam que existe,
em média, maior deposicdo de cemento nos grupos que receberam a CsA (grupos
3 e 4) em relacdo aos grupos ndo tratados com CsA (grupos 1 e 2), sugerindo,

assim, estimulacdo da formacéao de cemento por parte da CsA.
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Tabela 5 — Médias das medidas histométricas (mm + desvio padréo) do cemento

da regido apical das raizes dos 1°° molares inferiores em relagdo aos Vvarios

tratamentos.
Grupos Média + desvio padrdo
1 (n=6) 0,1240,05
2 (N=6) 0,1740,05
3 (n=6) 0,2910,04*
4 (n=6) 0,33£0,03*

n corresponde ao n° de ratos por grupo.
* Significantemente diferente do grupo controle e do grupo submetido somente a
periodontite experimental (p<0,05)
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Figura 23 — Médias das medidas da espessura de cemento (mm) realizadas nas

raizes mesial e distal dos 1°° molares inferiores.
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5.4- Estereometria do Processo Alveolar

No grupo controle, a densidade de osteoclastos (Vo) na face mesial foi 2,6+
2,8%. A densidade volumétrica de osteoclastos aumentou nos animais submetidos
a periodontite experimental (18,1+8,1%), e foi mais pronunciado quando a
periodontite experimental foi associada com a administracdo de CsA (20,6+3,2%,
grupo 3).

A relacdo de superficie reabsorvida/superficie dssea  (Sr/So), foi
estatisticamente maior em todos 0s grupos tratados, quando comparado com o
grupo controle. Os valores mais altos foram encontrados nos ratos submetidos a
periodontite experimental e tratados com CsA (36,5+66). Os valores para V-0SSo
foram estatisticamente menores em todos o0s grupos tratados com CsA em
comparacdo ao grupo controle (p<0,05). Os menores valores para V-0sso foram
encontrados na associacdo da doenca periodontal experimental e tratamento com
CsA (0,45+0,02). Resultados opostos foram observados em relagdo ao volume
medular (p<0,05).

A tabela 6 mostra os valores da densidade volumétrica da osteoclastos
multinucleados (Vo), osso alveolar (V-osso), medula (V-medula) e relacdo de

superficie 6ssea/superficie reabsorvida (So/Sr - %).
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Tabela 6 — Densidade volumétrica de osteoclastos (Vo), volume ésseo (V-0Ss0),
volume medular (V-medula) superficie reabsorvida/superficie 6ssea (Sr/So) do
0sso0 alveolar dos 10S molares inferiores dos ratos controles e ratos tratados com

CsA e/ou doenca periodontal experimental.

Grupos V-0Sso V-medula \o Sr/So (%)
1 (n=6) 0,72+0,02 0,28+0,03 2,6+2,8 13,1+11,9
2 (n=6) 0,56+0,01* 0,44+0,01 18,1+8,1* 30,8+13,7*
3 (n=6) 0,45+0,02*# 0,55+0,02*# 20,6+3,2*# 36,5+6,6*#
4 (n=6) 0,65+0,01* 0,35+0,01* 15,5+4,3* 25,9+8,3*

n corresponde ao N’ de ratos por grupo.

Todos os valores representam a média + o desvio padrao.
*Significantemente diferente do grupo controle (p<0.05)

# Significantemente diferente dos grupos experimentais (p<0.05)

5.5- Analise Estatistica

O teste T'Student foi usado para determinar significancia estatistica entre os
grupos com tratamentos e o grupo controle para todas as medidas de sangue e
para 0s parametros estereoldgicos

Para as medidas da andlise histométrica, foi utilizado a andlise de variancia
(ANOVA), para verificar diferengcas significantes entre os grupos. Devido a
ocorréncia de diferengas entre os grupos, foi utlizado o Teste Tukey para
determinar as diferencas significantes entre pares de grupos. Estes dados foram
aceitos como significantes com o p<0,05. Os resultados sdo dados com média +

desvio padrdo das médias.
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6- DISCUSSAO

E bem estabelecido na literatura pertinente, o protocolo de pesquisa usado
neste trabalho, para a inducdio de doenca periodontal em ratos (Sallum®, 1982;
Nassar’?, 2000; Holzhausen®, 2002).

O imitante gengival, representado pela ligadura, foi utilizado para que
houvesse acumulo de  bioflme  bacteriano, e  conseqlentemente, o0
desenvolvimento da doenca periodontal. A opcdo pela técnica utlizada, como
preconizada por Johnsor®® (1975) e Salum® (1982), ocorreu pela maior
confiabilidade no desenvolvimento da doenca periodontal.

A colocacdo da ligadura ao redor do primeiro molar inferior, modificou
gradativamente as caracteristicas macroscopicas da gengiva. No desenvolvimento
da doenca periodontal inflamatdria, existe um fato repetidamente demonstrado e,
sobre o qual, parece ndo existir qualquer sombra de duvida: o acimulo de biofilme
nas superficies dentais proximas a gengiva, € a causa direta da inflamacdo
periodontal (Holzhausen®®, 2002).

No presente trabalho, ndo avaliose quantitatvamente e nem
qualitativamente o biofilme bacteriano, assim como o grau de inflamagéo gengival.

A imunologia e a evolucdo do processo inflamatério da doenca periodontal
€ importante por véarias razes, tanto no impacto causado na compreensdo dos
processos biolégicos basicos, quanto na aplicabilidade clinica, aprimorando o
diagnéstico e tratando com sucesso as doencas periodontais inflamatérias. Por
outro lado, € bem estabelecido que nem todos os acumulos de biofime levam ao
desenvolvimento da doenca periodontal, mesmo quando um grande numero de

patbgenos  periodontais estdo  presentes. Esses fatores levaram a0
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reconhecimento de que outros fatores, além do biofilme, tém papel significativo na
determinacdo da razdo pela qual alguns individuos sé&o mais susceptiveis do que
outros & destruicgo periodontal (Wilson & Kornman'®, 2001).

Sugere-se que a susceptibilidade a periodontite é complexa, visto que,
multiplos fatores precisam estar presentes para alterar significativamente a
resisttncia do hospedeiro. Fortes evidéncias sugerem que deficiéncias
imunolégicas derivadas geneticamente sdo fatores de risco para a doenca
periodontal. E importante perceber que fatores de risco criados externamente
também podem ter grande importancia, em especial com relacdo a periodontite
cronica (Wilson & Kornman'®4, 2001).

A resposta do hospedeiro as infeccbes periodontais pode ser afetada por
uma combinagdo intrincada de fatores externos tais como, fumo, certos
medicamentos, como 0s imunossupressores, presenca de doencas sistémicas
debilitantes, estresse ou desnutricdo, as quais, isoladamente ou em conjunto,
podem modificar ou imunossuprimir 0s mecanismos imunologicos que compde as
defesas do hospedeiro (Wilson & Kornman'%*, 2001).

Entre as drogas imunossupressoras, a CsA é uma das drogas mais usadas
nos casos de transplante de 6rgdo. E apresentada para uso endovenoso e por via
oral. Apés a administracdo oral, a droga € absorvida do trato gastrointestinal e a
absorcdo e biodisponibilidade absoluta desta substancia, demonstra alta
variabilidade inter-individual (Nagata’*, 1996)

No presente trabalho a CsA foi administrada diariamente no tecido
subcutdneo da regido dorsal, na concentracdo de 10 mg/Kg de peso corporal,

concentracdo essa baseada no trabalho de Wassef et al'®. (1985), que mostrou
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gue a dose de 10 mg/Kg de peso corporal/dia é bem tolerada pelo rato, mantendo
uma concentracdo seérica constante. Também baseou-se no trabalho desenvolvido
por Spolidério® (1991), a partr do teste cutdneo de hipersensibilidade tardia
provocado pelo DNCB (2,4 dinitroclorobenzeno), para a avaliacdo da resposta
imunoloégica de ratos imunossuprimidos pela CsA. Os resultados obtidos
mostraram baixos indices de positividade as reagbes cutaneas, confirmando que a
dose de 10mg/Kg de peso corporal/dia € imunossupressora e bem tolerada pelo
rato.

Em humanos adultos, a concentracdo da CsA no sangue para uma eficiente
imunossupressao, em transplantes renais, corresponde a aproximadamente 4,5 a
10 mg/kg de peso corporal /dia (Daley et al.?*, 1986).

Para se estabelecer a dose imunossupressora efetiva para cada individuo,
0O monitoramento sérico € importante, e pode ser feito através de
radioimunoensaio ou cromatografia liquida de alta pressdo (Buonpane, 1990), o
gue ndo foi feito neste trabalho.

Os efeitos da CsA na gengiva tém sido extensivamente investigados
(Seymour et al. 8, 2000; Bolzani et al. ', 2000; Cotrim et al. °,2002). Relatos
clinicos e experimentais subseqientes mostram que, além do aumento gengival, a
CsA pode alterar a homeostase do tecido 6sseo (Fu et al. *°, 2001; Bjoro et al. &,
2003) e do cemento (Ayanoglou & Lesty?, 1997; Ayanoglou & Lesty®; 1997;
Ayanoglou et al. 4, 1998; Ayanoglow’, 1999). Os efeitos da CsA sobre o 0ssO
alveolar, assim como na doenca periodontal inflamatoria tem recebido atencéo

limitada. Os efeitos da CsA sobre o tecido 6sseo e o cemento tém apresentado
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resultados conflitantes, assim como acontece com o aumento gengival (Erben et
al. 3%, 2003).

Aumento da remodelacdo Ossea e perda 6ssea trabecular foi observada em
animais tratados com CsA (Movsowitz et al’®, 1988; Schlosberg et al*®, 1989),
podendo estar acompanhada do numero de osteoclastos, assim como, aumento
da atividade osteoclastica em ratos tratados com CsA (Fu et al. 8 1999). Em
trabalho subseqiiente, Fu et al. *° 2001 confirmaram que houve diminuicdo da
massa 6ssea e da formacdo de superficie ostedide apOs tratamento de ratos com
CsA.

VariagOes do efeito da CsA sobre o osso podem estar relacionadas com os
diferentes tipos de ossos analisados ou protocolos experimentais desenvolvidos.
Nesse sentido, variaveis como dose da CsA, género e idade teriam que ser
levadas em consideracdo (Movsowitz et al. "°, 1988; Fu et al. *° 2001; Shen et
al.28 2001; Erben et al. *!, 2003)

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a inducdo da
periodontite induzida pela ligadura por 30 dias, induziu perda de altura da crista
Ossea alveolar. Por outro lado, quando associou-se a inducdo da periodontite com
tratamento com CsA, a perda desta altura foi menor. Esses dados confirmam os
achados de Cox & Wiliams-Miller’®, 1986; Cox et al. **, 1987 e Nassar’?, 2000.
Aventa-se a hipétese de que a CsA, inibindo a producdo de IL-1, blogueiam as
atividades sobre os osteoclastos, inibindo a reabsorcdo éssea, facilitando a maior
deposicdo 6ssea (osteoblastia), como demonstraram “in vitro” Gowen & Mundy**,
(1986). Esses dados explicam parcialmente os resultados do presente trabalho.

Por outro lado, Cox & Wiliams-Miller®, 1986, concluiram que é possivel que a
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perda 6ssea induzida por ligadura seja mediada por outros mecanismos além da
IL-2 e da atividade das células T, componentes sabidamente bloqueados pela CsA
como discutido a seguir.

O mecanismo do efeito da CsA sobre o tecido 0sseo € complexo e dentre
outros certamente pode envolver o sistema imune. A atividade imunossupressora
da CsA ocorre de forma seletiva nos linfocitos T CD4 positivos, inibindo a sintese
de IL-2 e de outros mediadores da resposta imunoldgica (Thivolet®™®, 1990). Ela
interage com um receptor citoplasmatico sollivel, a ciclofiina. A estimulacdo dos
receptores da células T por antigenos estranhos, resulta na ativacdo de uma via
de transmissdo de sinais através do citoplasma da célula, ativando fatores de
transcricdo especificos no ndcleo dos linfécitos, chamado de fator nuclear das
células T ativadas (NF-AT). A funcdo do NF-AT, é regular a transcricdo da IL-2,
controlando sua sintese e secrecdo para 0 meio extracelular. A acdo da CsA leva
a uma inibicdo desta via de transmissdo de sinais, impedindo a ligacdo NF-AT as
regides regulatérias do gene que codifica a IL-2, IL-3, IL-4 (Schreiber®®, 1991;
Kahan®?, 1989; Suthanthiran & Strom®°, 1994).

Em concordancia com os achados de Cox & Wiliams-Miler?® (1986),
sugere-se que a perda 6ssea induzida pela CsA seja mediada, em parte, pela
presenca de linfocitos T, pelo fato de a CsA n&o induzir osteopenia em ratos com
auséncia de células T (Ratos Nude) (Buchinski et al*®, 1996; Zahner et al. **°
1997). Em ratos, a CsA aumenta a expresséo de IL-1 e IL-6, citocinas
sabidamente envolvidas na proliferacdo de osteoclastos e conseqlente
reabsorcdo 6ssea (MacDonald & Gowen®*, 1992; Marshall et al. ®°, 1995). Tanto a

proliferacdo de osteoclastos, quanto a osteopenia foram mostrados neste trabalho
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através da avaliacdo estereométrica nos ratos tratados com CsA. Esses
resultados sdo referentes a porcdo do corpo da mandibula e estdo de acordo com
os achados de Fu et al. ®® 1999; Shen et al. 8 2001; Movsowitz et al. "°, 1988;
Schlosberg et al. %, 1989; Katz et al>, 1994; Klein et al. %, 1994,
Surpreendentemente os dados obtidos da regido de osso basal, sdo diferentes
daqueles obtidos da medida da altura da crista Ossea alveolar, onde a perda
Ossea era maior no grupo sé com ligadura (grupo 2).

A localizagdo ou a regido analisada do osso também pode ser referencial
para a avaliacdo do efeito da CsA. Verificou-se no presente trabalho, que nos
periodos iniciais, a perda 6ssea foi maior na regido interradicular e apical. A
distribuicdo dos vasos sanguineos na regido do processo alveolar pode estar
associado com as diferencas detectadas entre as regibes analisadas. Verificou-se
que a regido interradicular e apical, assim como as faces proximais ao ligamento
periodontal sdo mais vascularizadas (dados nao apresentados), onde ocorreram
maiores perdas oOsseas. E bem estabelecido que a formagdo Ossea (osteogénese)
depende de prérequisitos indispensaveis, como por exemplo, 0 suprimento
vascular (angiogénese) e consegilentemente oxigenacdo (Floyd®®, 1987; Bosse et
al. '3, 1994). Embora a acdio da CsA sobre os vasos sangiiineos sejam
extensamente estudados, a relevancia da presenca dessas estruturas nas
reabsorcdes 6sseas induzida pela CsA necessitam ser melhores avaliadas.

“In vitro”, a CsA inibe a proliferacdo, nimero, mitogénese, insercdo e

concentracdo de fosfatase alcalina dos osteoblastos, mas “in vivo” ela
aparentemente aumenta o turnover O&sseo. Tais diferengcas podem estar no

protocolo experimental usado, e sugere-se que 0 modelo animal seja mais
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representativo por apresentar influéncia de mudltiplas e complexas interacdes do
sistema imune comparado com muitos fatores locais isolados estudados nos
sistema “in vitro” (Movsowitz et al. °°, 1988).

Acredita-se que em situacOes fisiologicas normais, a formacdo Ossea e a
progressdao de reabsorcdo estdo em equilibrio, reguladas de modo que a
reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos precedem uma nova formacgdo Ossea por

osteoblastos (Cueto-Manzano et al.

, 1999). A presenca de CsA, entretanto,
induz a um desequilibrio neste dindmico ciclo de remodelacdo, com a reabsorcéo
excedendo a formacdo, levando a osteopenia (Kawana et al. °°, 1996). Os dados
do presente trabalho mostraram que a associacdo do tratamento com CsA e a
inducdo da doenca periodontal pela ligadura apresentaram perda de altura Ossea,
com menor perda de altura nos animais tratados com CsA.

A analise bioguimica de marcadores de turnover 6sseo correlatou bem com
0os achados histoloégicos. Os resultados do presente trabalho mostraram
significante diminuicdo no nivel de célcio sérico, que, de acordo com Mason®’,
1990 e Ryffel®?, 1986, poderia ser um efeito ndo-especifico da CsA devido a um
aumento da excrecdo pelo figado, que € um dos principais Orgdos afetados pela
CsA. Outros experimentos com ratos tratados com doses similares as usadas no
presente trabalho, causaram aumento de osteopenia sem mudangas nos hiveis de
célcio ionizado, fosfatase ou paratormdnio (Schlosberg et al. 2°, 1989; Rucinski et
al. 8, 1994). De acordo com prévios estudos (McCauley et al. ®8 1992),
verificamos diminuicdo (embora ndo significante) no nivel sérico de fosfatase

alcalina, um marcador de fenétipos de osteoblastos (Wong et al. 1% 1990),

sugerindo um modesto efeito negativo da CsA na formacdo éssea. Assumindo que
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a formacdo Ossea € o dobro da reabsorcdo éssea, estes achados bioquimicos
poderiam explicar o aumento significante do grande numero de osteoclastos e a
porcentagem de superficie Ossea reabsorvida, encontrada nos ratos com
periodontite experimental associada ao tratamento com CsA no presente estudo.

Ainda com relacdo aos efeitos da CsA nos tecidos periodontais, 0 menos
comentado € sua acdo no cemento. Recentemente, estudos dos eventos
biolégicos associados ao processo de proliferacdo de estruturas em diversos
tecidos, tém identificado e caracterizado diversos modificadores de resposta
biol6gica capazes de regular a quimiotaxia, proliferacdo e até mesmo as fungbes
secretoras dos diferentes tipos celulares, gque eventualmente corroboraria para o
entendimento de alguns processos regenerativos (Spolidorio®, 2003). De acordo
com o presente trabalho, o cemento tem comportamento bioldgico diferente do
tecido 6sseo e dos tecidos gengivais, em ratos tratados com CsA.

No presente trabalho, os resultados mostraram que a administracdo de 10
mg/kg de peso corporal/dia de CsA, induz aumento na espessura do cemento,
principalmente na regido apical das raizes dos molares de ratos. Verificou-se uma
significante deposicdo cementaria na regido apical, diferente do que acontece com
0 tecido 6sseo. Esses dados confrmam os achados de Spolidorio™, 2003, o qual
verificou, em seu estudo, que houve deposicdo cementaria em toda a extensdo
das raizes dentarias, mas a regido apical foi a mais exuberante. Este autor,
administrando CsA a 10mg/Kg de peso corporal/dia em ratos por diferentes
periodos, verificou que o cemento dos ratos tratados com CsA, independente do
periodo de tratamento, apresentaram-se mais espesso principalmente na porgcao

apical e na porcdo média da raiz dos dentes analisados, sendo que em alguns
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casos oObservava-se aumento da  espessura cementaria  na  regido
amelocementéria (Ayanoglou & Lesty®, 1997).

Ayanoglou et al. 11996, usando doses de 30 mg/Kg de peso corporal/dia
em ratos tratados com CsA, verificou resultados contraditorios aos estudos
descritos anteriormente, mostrando que a deposicdo de cemento se deu
principalmente no terco cervical das raizes. Ayanoglou & Lesty?, 1997, em
trabalho subsequente, relataram que apesar da deposicdo cementaria ser
exuberante no terco cervical, a deposicdo do cemento independe da superficie
radicular, localizacdo do dente (incisivos ou molares) ou idade, e depende em
parte do tempo de tratamento com CsA. Este trabalho usando doses de 30 mg/Kg
de peso corporal/dia em ratos tratados com CsA em diferentes periodos de tempo,
mostrou que no periodo de 4 semanas houve aumento na deposicdo de cemento,
mas esta deposicdo aumentava conforme era aumentado o0 tempo de
administracéo da droga.

Mediante os resultados do presente estudo e dos trabalhos anteriormente
relatados, podemos sugerir que a CsA aumenta a espessura de cemento,
independente da superficie radicular; e talvez isto explique as diferencas de
distancia da JCE a crista 0ssea alveolar entre 0 grupo controle (grupo 1) e 0 grupo
tratado somente com CsA (grupo 4), jA& que este aumento da espessura de
cemento pode sugerir uma erupcao passiva do dente e aumentar assim esta
distancia.

Enfim, deve-se salientar que independente do tecido analisado, outros

trabalhos necessitam ser desenvolvidos para a exploracdo de varios aspectos
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ainda ndo elucidados, na busca de bases cientificas visando uma possivel

aplicacao clinica.
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7- CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos e dentro das condicbes experimentais

deste trabalho, pode-se concluir que:

1- A CsA induz perda Ossea principalmente na regido basal das hemi-
mandibulas de ratos.

2- A CsA inibiu a perda de altura é6ssea alveolar em ratos com doenga
periodontal induzida por ligadura.

3- A CsA diminui os niveis de marcadores de formacdo 0ssea, embora em
relacdo ao nivel sérico de fosfatase alcalina, os grupos nédo tenham sido
significantemente diferentes.

4- A CsA induz deposicdo cementaria em toda a extensdo da raiz dos

molares, principalmente na regido apical.
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9- RESUMO

A administracdo da CsA tem sido associada a osteopenia ou aumento na
remodelacdo Ossea. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da CsA no processo
alveolar de ratos com doenca periodontal induzida, por meio de andlises sérica,
estereométrica, histolégica e histométrica. 24 ratos foram divididos em 4 grupos de
6 animais cada: Grupo 1. Controle; Grupo 2: ligadura ao redor do I* molar inferior;
Grupo 3: ligadura ao redor do 1° molar inferior e tratamento com CsA a 10mg/Kg
de peso corporal/dia; Grupo 4. tratamento com CsA a 10mg/Kg de peso
corporal/dia. Apés 30 dias os animais foram sacrificados e 0s niveis séricos de
célcio e fosfatase alcalina foram mensurados. Apds andlise histolbgica, uma
analise histométrica da juncdo cemento-esmalte até a crista Ossea alveolar, da
area de tecido 6sseo e de reabsorgdo, mais espessura de cemento foi realizada
conjuntamente com 0s parametros estereoldgicos: densidade volumétrica de
osteoclastos multinucleados (Vo), osso alveolar (V-0sso), medula (V-medula) e
relacdo de superficie reabsorvida/superficie Ossea (Sr/So) foram analisados na
regido mesial do osso alveolar. Diminuicdo significante foi observada no célcio
sérico nestes grupos que receberam terapia com CsA. Nao foi observada

mudanca significante na fosfatase alcalina sérica. A terapia com CsA combinada
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com ligadura diminuiu 0 V-0sso e aumentou o Vo, V-medula e Sr/So na superficie
mesial dos primeiros molares inferiores, dados esses concordantes com a analise
histométrica e comprovada pela leitura histolégica. Além disso a espessura de
cemento foi aumentada nos grupos tratados com CsA em relacdo aos nado
tratados. Entretanto, apesar da falta de efeitos diretos na altura do osso alveolar, a
terapia com CsA intensifica o desequilibrio da homeostasia do o0sso alveolar em

ratos com doenca periodontal induzida.
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NASSAR, P.O. Evaluation of effect of cyclosporinrA on the bone tissue with
induced-periodontal disease to ligature in rats. Araraquara, 2003. 96f. Dissertacdo
(Mestrado em Periodontia) — Faculdade de Odontologia de Araraquara,

Universidade Estadual Paulista.

10- ABSTRACT

The administration of CsA has been associated with significant bone loss
and increased bone remodeling. The present investigation was designed to
evaluate the effects of CsA on alveolar bone of rats subjected to experimental
periodontitis, using serum, stereometric and histological analysis. 24 rats were
divided in groups 6 animal each: 1-control; 2-rats with ligature around the lower
1stmolars; 3-rats with ligature around the lower 1stmolars and were treated with
10mg/kg body weight/day CsA; 4-rats were treated with 10mg/kg body weight/day
CsA. At the end 30 days, rats were sacrificed and calcium and alkaline
phosphatase levels were measured. After histological processing, the
histomorfometric analysis of the distance cemento-enamel junction and alveolar
bone crest, bone area, eroded bone area and cemento surface together with
stereological parameters: volume densities of multinucleated osteoclasts(\Vo),
alveolar bone(V-bone), marrow(V-marrow), and relation of eroded surface/bone
surface(Es/Bs) were assessed at the mesial region of the alveolar bone. Significant
decreases in serum calcium were observed in groups with CsA therapy. No
significant changes in serum alkaline phosphatase were observed. The CsA
therapy combined with ligature placement decreased the V-bone and increased the

Vo, marrow and Es/Bs at the mesial surface and the results at the histologic and
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histomorfometric analysis showed the same combination and changes. Significant
increase on the cemento height were observed in the CsA therapy groups.
Therefore, in spite of the lack of a direct effect on the alveolar bone height, the CsA
therapy intensified the imbalance of the alveolar bone homeostasia in a rat model

of experimental periodontitis.
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