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m RESUMO: A CsA é uma droga imunossupressora muito usada para prevenir a re-
jeicdo de enxertos em transplantes aldgenos. O aumento gengival é o principal
efeito colateral na cavidade bucal, porém existem muitas dividas do seu efeito so-
bre 0 0sso alveolar. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da CsA sobre a
perda Gssea alveolar, em ratos imunossuprimidos com 10 mg/Kg de peso corporal/
dia, na doenga periodontal induzida por ligadura. Os ratos foram divididos aleatori-
amente em 7 grupos, sendo eles: grupo | (controle) — sem ligadura e sem tratamento
com CsA,; grupo I - somente presenca de ligadura; grupo 11 - presenca de ligadura
e tratamento com CsA; grupo 1V — tratamen-to com CsA e presenca de ligadura; e
grupos V, VI e VII - somente tratamento com CsA, por 15, 30 e 45 dias, respecti-
vamente. Os resultados radiograficos demonstraram uma menor perda 6ssea alve-
olar nos grupos tratados com CsA, em relagdo ao grupo que foi somente submetido
a presenca da ligadura, mas com perda 6ssea maior que 0 grupo controle. Logo, a
imunossupresséo induzida por CsA diminui, em média, a intensidade de perda 6s-
sea alveolar em ratos com doenca periodontal induzida por ligadura.
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Introducéo

A atividade metabdlica dos tecidos periodontais é intensa e peculiar, res-
pondendo prontamente aos diferentes estimulos a que esta sujeita essa ativi-
dade, seja ele bacteriano, imunolégico ou mecano-funcional. Dentre os
mecanismos de defesa, a reacdo inflamatéria é a mais comum e frequente. A
microbiota do biofilme bacteriano se destaca como fator etioldgico local para
o0 desenvolvimento e progressdo da doenga periodontal e pode estar associada
a alguns fatores sistémicos, como diabete mellitus, horménios sexuais, fumo,
nutricdo, discrasias sanguineas (aids) e drogas.?*

A ciclosporina (CsA) é uma droga imunossupressora usada, principal-
mente, para inibir a rejeicdo de 6rgdos em transplantes aldgenos, a qual pode
induzir alteragBes gengivais, tanto em humanos quanto em animais.>*3

Ainda € indefinida a agéo da terapia sistémica dessa droga sobre a evo-
lugdo da gengivite e da periodontite, mas aventa-se a hipétese de que possa
influenciar o curso da doenca periodontal, modificando a resposta inflamatd-
ria do hospedeiro aos produtos da microbiota do biofilme bacteriano.’® A
acdo da CsA no periodonto, envolvendo o 0sso alveolar, ndo é muito clara,
embora ja tenha sido comprovado que, in vitro, ela inibe a agédo de osteoclas-
tos.'® Estudos em modelos animais e humanos demonstraram que a CsA pode
aumentar a atividade osteoblastica e diminuir a atividade osteoclastica,'%%
embora 0 mecanismo e os resultados mais concretos ainda permanecam in-
certos. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar, radiograficamente, o efei-
to da CsA sobre 0 0sso alveolar, em ratos, com doenca periodontal induzida
por ligadura.

Material e método

Animais utilizados

Foram utilizados 57 ratos (Rattus novergicus albinus, Holtzman) ma-
chos, adultos, com peso inicial de aproximadamente 100 gramas, alimenta-
dos com racdo e agua ad libitum. Apés a avaliacdo clinica e a verificacéo das
boas condi¢fes gengivais, os ratos foram divididos aleato-riamente em sete
grupos, como demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Distribui¢do dos grupos de ratos (n) com os respectivos tempo de
permanéncia da ligadura (dias), tratamento com CsA (dias) e
tempo total de experimento (dias). O grupo | foi considerado

controle
NO de ratos P;?nrgﬁgndceia Tempode  Tempo total
Grupos Por grupo Tratamento ] CsA experimento
da Ligadura ; .
(n) (dias) (dias) (dias)
| 5 30 dias (sem ligadura - - 30

e sem CsA)

1 13 30 dias somente com 30 - 30
ligadura

1 10 15 dias Ligadura + 15 30 15 30
dias CsA com
ligadura

[\ 6 15 dias CsA + 30 30 45 45
dias CsA com
ligadura

Y, 10 15 dias somente com - 15 15
CsA

VI 8 30 dias somente com - 30 30
CsA

VII 5 45 dias somente com - 45 45
CsA

Total 57

Colocagdo do irritante gengival (ligadura)

Para a colocagéo do irritante gengival, os animais dos grupos experi-
mentais foram anestesiados com tribomoethanol a 5%, na dosagem de 2 mL/
100g, de peso corporal, intraperitonealmente.

Apos a anestesia, 0s ratos foram entdo posicionados em mesa operatéria
com abertura da cavidade bucal realizada. Em seguida, foram realizados afas-
tamentos temporarios com o auxilio de uma sonda exploradora numero 5, en-
tre primeiro e segundo molares inferiores, para a colocacéo da ligadura (fio de
algodéo de cor preto, n° 24, marca Corrente), com o auxilio de uma pinga cli-
nica adaptada e conseqiiente nds cirdrgicos para a amarria e posicionamento
do fio de algoddo, dos lados esquerdo e direito da mandibula, atuando, as-
sim, como um irritante gengival, favorecendo o acumulo do biofilme bacte-
riano, conforme técnica preconizada por Johnnson.®
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Ciclosporina (CsA*)
Diluicdo da CSA

A CsA recebida em ampolas para infusdo intravenosa, na concentragéo
de 50 mg/mL, foi diluida em solucdo de NaCl a 0,9%, na concentragdo final
de 10 mg/mL.

Tratamento com CsA

A CsA foi administrada diariamente na concentracdo de 10 mg/kg de
peso corporal/dia, por via subcutanea, conforme Wassef et al.” e Spolido-
rio,'® durante os periodos previamente estabelecidos para cada grupo expe-
rimental.

Método para andlise radiogréafica

As tomadas radiograficas das mandibulas dos dois lados (direito e es-
querdo) foram feitas pelo uso de um sistema de imagem digital computado-
rizada, CDR (Radiografia Dental Computadorizada, Schick Technologies.
Inc., Dialom Dental Products), utilizando o aparelho de R-X GE1000, com
tempo de exposi¢do de 12 impulsos/segundo, 65 kVp, 10 mA, com distancia
foco/filme de 50 cm. Apos as tomadas radiograficas, as radiografias digitais
foram analisadas em 3 medidas e retirada uma média entre elas, por meio de
uma medida linear, que percorria a distancia da jungdo cemento-esmalte até
a crista 6ssea alveolar do lado mesial do primeiro molar inferior do rato, no
préprio sistema de imagem digital CDR, com as medigfes em mm. As mé-
dias das medidas das distancias obtidas foram analisadas pelos testes ANO-
VA e Tukey, como forma de observar a significancia entre os resultados.

Resultado

Aspectos radiograficos

Todas as radiografias das hemimandibulas dos grupos experimentais
mostraram perdas 6sseas alveolares maiores em relacdo ao grupo | (contro-
le). As perdas 6sseas alveolares foram notadas principalmente nas regides

*Sandimmum Neoral (Novartis).
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mesiais dos primeiros molares inferiores de ambos os lados. Nos demais
dentes néo foi possivel avaliar a perda dssea, uma vez que as imagens eram
sobrepostas.

Os ratos do grupo Il apresentaram maiores perdas 0sseas alveolares en-
volvendo a area de furca e notou-se que a crista 6ssea alveolar nas hemiman-
dibulas desses ratos (grupo 1) apresentava-se reabsorvida, proxima ao 0sso
basal da mandibula. Nos demais grupos, a perda 6ssea ndo foi acentuada,
ndo houve envolvimento de furca que pudesse ter sido notado radiografica-
mente, apenas houve maior variagdo na altura das cristas 6sseas alveolares,
por consequiente perda 6ssea maior nos grupos Il e 1V em relagéo aos gru-
posos V, Vle VIl

Medidas radiograficas digitais de perda dssea da face mesial

As médias das medidas radiograficas digitais foram submetidas aos tes-
tes estatisticos ANOVA e Tukey. Na Tabela 2, demonstramos as médias da
distancia da jungdo cemento-esmalte a crista 6ssea alveolar.

Tabela 2 - Médias das medidas da distancia da juncdo cemento-esmalte a
crista 6ssea alveolar (mm) da mesial de primeiros molares infe-
riores, em relagdo aos varios tratamentos, utilizando o Teste

Tukey (o < 0,05)
GRUPO MEDIA
I (controle) (n = 10) 1,06 £ 0,09 A
Il (n = 26) 1,89+0,27B
1l (n = 20) 1,61+0,14C
IV (n=12) 1,58 £ 0,24 CE
V (n =20) 1,20 £0,08 D
VI (n = 16) 1,38 +0,09 DE
VIl (n =10) 1,37 +£0,17 DE

* Médias seguidas de letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey em ni-
vel de 5%. O n corresponde ao nimero de hemimandibulas por grupo.

Mediante esses achados, pode-se observar que:

O grupo I (controle) é estatisticamente diferente de todos os demais gru-

pos, apresentando média de perda 6ssea menor.

O grupo Il (somente com ligadura) apresentou média de perda 6ssea al-
veolar maior que todos os demais grupos que receberam algum tipo de
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tratamento, no caso os grupos 11, 1V, V, VI e VII, ou que ndo recebeu
qualquer tipo de tratamento como o grupo | (controle).

* O grupo Il (ligadura + tratamento com CsA) apresentou média de perda
Ossea alveolar maior que os grupos I, V, VI e VII, demonstrando média
menor que o grupo Il, como citado anteriormente, mas ndo sendo dife-
rente estatisticamente em relagéo a média do grupo 1V.

e O grupo IV (tratamento com CsA + ligadura) ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante em relagdo as médias dos grupos 11, VI e
VII1, mas com diferenca estatistica com os demais grupos, tendo média de
perda 6ssea alveolar menor que o grupo Il e maior que os grupos V e .

* O grupo V (somente CsA por 15 dias) ndo apresentou diferenca estatis-
ticamente significante em relagdo aos grupos VI e VII, mas demonstran-
do média de perda dssea alveolar menor que os grupos II, Il e IV e
maior que o grupo | (controle).

* Os grupos VI e VII apresentaram médias com resultados estatisticos se-
melhantes, em que ambos demonstraram néo ser, em média, estatistica-
mente diferentes entre si e com os grupos IV e V, mas apresentando
diferenca estatisticamente significante com os demais grupos, com mé-
dia de perda dssea maior que o grupo | (controle) e média menor que 0s
grupos Il e 111.

Discussao

Ciclosporina (CsA)

A CsA é apresentada para uso endovenoso e por via oral. Apés a adminis-
tragdo oral, a droga € absorvida no trato gastroinstestinal, e a absorcéo e a bi-
odisponibilidade absoluta dessa substancia demonstram alta variabilidade
interindividual.?

Em nosso trabalho, a CsA foi injetada diariamente no tecido subcutaneo
da regido dorsal, na concentracdo de 10 mg/kg de peso corporal, concentra-
G40 essa baseada no trabalho de Wassef et al.,?° que mostrou que a dose de 10
mg/kg de peso corporal/dia é bem tolerada pelo rato, mantendo uma concen-
tracdo sérica constante. Também se baseou no trabalho desenvolvido por
Spolidorio,'” quando foi usado o teste cutaneo de hipersensibilidade tardia
provocado pelo DNCB (2,4 dinitroclorobenzeno), para a avaliacéo da respos-
ta imunoldgica de ratos imunossuprimidos pela CsA. Os resultados obtidos

188 Rev. Odontol. UNESP, S&o Paulo, 29(n.1/2): 183-193, 2000



mostraram baixos indices de positividade as reagdes cutaneas, confirmando
que a dose de 10 mg/kg de peso corporal/dia é imunossupressora e bem tole-
rada pelo rato.

Em humanos adultos, a concentragdo de CsA no sangue para uma efici-
ente imunossupressao, em transplantes renais, corresponde aproximadamen-
te a 4,5 e 10 mg/kg de peso corporal/dia.*

Para estabelecer a dose imunossupressora efetiva para cada individuo, o
monitoramento sérico é importante e pode ser feito por radioimunoensaio ou
cromatografia liquida de alta presso.>

A CsA e remodelagdo 6ssea

A literatura cientifica relata poucos estudos, tanto em humanos quanto
em estudos experimentais, in vivo e in vitro. Os trabalhos que envolvem esse
tema visam preferencialmente a cavidade bucal, area de atuacgéo dos cirurgi-
es dentistas.

Os efeitos da CsA no 0sso sdo dose e tempo-dependentes. A idade dos
ratos e o tipo de 0sso modificam a resposta de remodelacdo 6ssea quando da
atuacdo da CsA.! Alguns trabalhos mostraram que altas doses aumentam a
reabsorcdo 6ssea e conseqiiente desses tecidos.™’

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a presenca de liga-
dura, por periodo estabelecido (grupo I1), induz perda 6ssea alveo-lar. Por ou-
tro lado, quando ha tratamento sistémico com CsA, a perda dssea € menor.
Esses dados confirmam os achados de Li et al.*® Aventa-se a hip6tese de que
a CsA, inibindo a producdo de IL-1 e bloqueando os receptores dessa inter-
leucina nas células Th, induzir bloqueio da atividade osteoclastica, facili-
tando a maior deposicdo Gssea, como demonstraram in vitro Gowen &
Mundy.® Esses resultados s&o questionados por outros autores, como Ries et
al.* que sugeriram que a CsA estimularia a atividade osteoclastica.

Fu et al.®" usaram sobredoses de CsA em ratos para avaliar a remodela-
¢éo 6ssea, verificando decréscimo na formacao dssea, aventando-se a hipote-
se de a CsA inibir a proliferacdo de osteoblastos, as mitogéneses dessas
células e os niveis de fosfatase alcalina, ocasionando aumento da atividade
osteoclastica, resultando em uma maior e mais rapida reabsor¢éo dssea. Po-
rém, esses dados ndo podem ser considerados como padrdes de normalidade,
pois os efeitos colaterais com sobredoses exacerbam-se, imunossuprimindo
excessivamente 0s animais.

Cox et al.® apdiam o descrito anteriormente, demonstrando que a CsA
inibe a perda 6ssea periodontal induzida por ligaduras em ratos, uma vez que
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a IL-2, que reverteria esse efeito, também é inibida pela acdo seletiva da CsA
sobre o sistema imune. No presente trabalho, verificou-se que a perda 6ssea
alveolar nos grupos I11 e 1V, cujos ratos receberam ligadura e tratamento com
CsA, ou vice-versa, foi estatisticamente semelhante, podendo-se sugerir que
a CsA, quando administrada em doses adequadas, pode levar a uma inibicéo
na osteoclasia e um aumento da proliferacdo de osteoblastos.?>°

O grupo 1V (tratamento com CsA + ligadura) ndo apresentou diferenga
estatistica significativa em relagéo aos grupos que foram tratados com CsA
(grupos V, VI e VII). Esses achados sugerem as mesmas hipoteses anterior-
mente descritas. Por serem 0s osteoblastos, 0s responsaveis por secretar
componentes da matriz dssea, é possivel que a CsA altere o potencial meta-
bdlico desses osteoblastos inibindo a secre¢éo de fatores quimiotaticos para
osteoclastos, resultando em um declinio no recrutamento e estimulagéo dos
osteoclastos, embora o significado desses achados no desenvolver na forma-
¢Ao Ossea seja incerto.!! Nota-se também, pelos mesmos autores, que in vivo
o efeito nos osteoblastos é o resultado de uma complexa interagédo de ambos
os efeitos primarios mediados pela CsA e também os efeitos secundarios que
ocorrem como um resultado de alteragdo na remodelagdo dssea. Esses acha-
dos sdo importantes e devem ser mais estudados para que se possa entender
melhor o que a CsA pode mediar em fungéo de osteoblastos e osteoclastos.™
O efeito da CsA sobre 0 0sso alveolar ainda ¢ incerto e precisa de atengéo,*®
pois varios autores sugeriram que a CsA pode inibir a reabsor¢ao 6ssea in vi-
tro, e também pode aumentar a remodelagdo Gssea in vivo. Pacientes tratados
com CsA, segundo Li et al.1® em associago com transplantes renais ou en-
xertos dsseos vascularizados, exibiram um aumento de parametros osteoblas-
ticos e decréscimos de parametros osteoclasticos. Ainda assim, ndo ha um
consenso “forte” na literatura sobre o efeito da CsA no o0sso alveolar, em mo-
delos animais ou em humanos, quando a droga é administrada em doses con-
sideradas normais, uma vez que, no presente trabalho, os resultados dos
grupos V, VI e VII (somente CsA) apresentaram perdas 6sseas estatistica-
mente significantes em relacdo ao grupo I (controle), contrariando os resulta-
dos que seriam esperados nessas condigBes, 0 que demonstra mais uma vez
que a atuacdo da CsA no mecanismo Gsseo alveolar requer maior nimero de
estudos.

Os grupos V, VI e VII foram realizados e tratados somente com CsA em
periodos diferentes, apenas para a comparacdo dos resultados da CsA, uma
vez que a CsA sofreu variagdo no periodo, nos demais grupos em que foi uti-
lizada.

Logo, a imunossupressdo, induzida pela CsA, diminuiu, em média, a
intensidade de perda 6ssea alveolar, observada radiograficamente, em ratos
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com doenca periodontal induzida por ligadura. Diante do exposto, acredita-
mos que outros estudos se tornam necessarios e deverao ser idealizados para
a exploracdo de varios aspectos ainda nao elucidados, sugerindo para traba-
Ihos posteriores analises histoldgicas e histomorfométricas.

Conclusao

Os ratos imunossuprimidos com CsA apresentaram, em média, uma
perda dssea alveolar, radiograficamente, menor do que os ratos apenas sub-
metidos a colocagdo da ligadura, sugerindo a a¢do da CsA nesse mecanismo
de perda Gssea alveolar.

NASSAR, C. A. et al. Radiographic evaluation of the effect of cyclosporin A in the
development of induced periodontal disease in rats. Rev. Odontol. UNESP (S&o
Paulo), v.29, n.1-2,p.183-193, 2000.

m ABSTRACT: CsA is a immunosuppressive drug widely used to prevent graft rejec-
tions in alogenic transplants. Gingival overgrowth is the main collateral effect
observed on the oral cavity, however many doubts about its effect on the alveolar
bone loss still remain. The objective of this work was to evaluate the effect of CsA
on the alveolar bone loss in rats immunosuppressed with 10 mg/kg body weigth/day
and periodontal disease induced by ligadure. The rats were separated in 7 groups:
group | (control) - rats without ligadure and without treatment with CsA; group Il
— presence of ligadure; group 1l — presence of ligadure and posterior treatment
with CsA; group IV - treatment with CsA and posterior ligadure; and groups V, VI
and VII - rats treated only with CsA for 15, 30, and 45 days, respectively. The
results showed, radiographically, a minor alveolar bone loss in the groups treat-
ed with CsA, comparing to the group where the rats were submitted only to liga-
dure, but this bone loss was greater than that observed in the control group. So,
the immunosuppression caused by CsA decreases, on the average, the intensity of
the alveolar bone loss in rats with periodontal disease induced by ligadure.

m KEYWORDS: Cyclosporin; alveolar bone; ligadure; radiography; periodontal
disease.
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