EUGENIO JOSE PEREIRA LAGES

ANALISE COMPARATIVA DO TECIDO
GENGIVAL DE RATOS EM USO DOS
IMUNOSSUPRESSORES CICLOSPORINA E
TACROLIMUS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
BELO HORIZONTE — MINAS GERAIS
2001




EUGENIO JOSE PEREIRA LAGES

ANALISE COMPARATIVA DO TECIDO GENGIVAL DE RATOS
EM USO DOS IMUNOSSUPRESSORES CICLOSPORINA E
TACROLIMUS

Dissertacdo apresentada ao Colegiado de
Pés-graduacédo em Odontologia da
Universidade Federal de Minas Gerais, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre em Odontologia.

Area de concentracdo: Periodontia

Orientador: Prof. Fernando de Oliveira Costa
Co-Orientador: Prof. José Eustaquio da Costa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
BELO HORIZONTE — MINAS GERAIS
2001



Dissertacao defendida e aprovada em ---/----/2001, pela banca

examinadora constituida pelos professores:




Mapa Betn, AuiZa € Admia,

TEAO IVXEVTITIO € OITIOIO XOVOTOVTEC.
cox| O IAUMIVO L HEVT XOUIVNOG XOL OIQE
10 € 3ediXa| ©0 £l TPOA 30 PEL XPETXIUE

VTO TEGOOOA € TIPO@ OCIOVAA.



AO0O LIEVO T O,
TEAOC GOXPIP X100 BUE TEPUITI PO LIV
na eduxal ©o.



A0 2p. Ppavxioxo € A. Mapia 0o Xapu
O,
TEEAO OITIOIO XOVOTAVTE QUPAVTE €000 $O
pVaoda.



AGRADECIMENTO ESPECIAL

Ao amigo Fernando de Oliveira Costa
pela amizade, confianca, paciéncia, incentivo e dedicacao,
meus sinceros agradecimentos

A sua esposa Rosilene e filhos Guilherme e Lucas pelo
privilégio da convivéncia.

Ao Professor José Eustaquio da Costa,

pela confianca, amizade e exemplo de dedicacao.



AGRADECIMENTOS

Ao Professor Ricardo Santiago Gémez,
pela acolhida, apoio e incentivo para a realizagao desta pesquisa.

Ao Professor Marcelo Eustaquio da Silva,
pela valiosa e indispenséavel contribuicdo durante

a execucao da metodologia deste trabalho.

Prof. Jacques Robert Nicoli,

pela acolhida e incentivo a pesquisa.

Ao Dr. Aguinaldo Soares Lima e
Dra. Lucimar Goncalves de Sousa,

pelo apoio técnico na realizacédo do estudo.



As farmacéuticas Claudia Madalena Braga e
Silva e Eliete Maria Quintao Santos,

pela boa vontade e auxilio constante.

A minha irma Flavia Lages,

pelo carinho, atencao e ajuda nesta conquista.

Ao Colegiado do Curso de Pos-Graduacao da FOUFMG, pela acolhida.

A todos os colegas do curso de mestrado, em especial a Wanessa Cury,

por transformar esta etapa em um agradavel convivio.

A Wanessa e Silvia,
secretarias do Colegiado do Curso de Pos-Graduacao, pela boa vontade e

atencao.

As minhas secretarias Marilda e Cristiane

pela dedicacédo e ajuda na minha clinica privada.



2 €PPao Bue og OO0 COIVOO, TPA AECTATIP OUTPA

O OEPPUC.

TeW O TOOOC 0 X0IOOO. CITEVOO OE ATPEVOE; HOT O

Bue ot aTpevde, paio,| o[ a alep oLTPOC LOIOPED
TEPYUVTOO.

GUIMARAES ROSA,
GRANDE SERTAO: VEREDAS



2.1

3.1
3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.14
3.1.5
3.1.6
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.24
4.
4.1

SUMARIO

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS
LISTA DE GRAFICOS
LISTA DE ABREVIATURAS
RESUMO
INTRODUGAO ...t
OBUJETIVO .o
Objetivo SPECITICO .....cceeivveeeiicie e
REVISAO DA LITERATURA ......ooviieeeeeeeeeeeeeeee e
(@1 od (0157 0T ] 11 - SRR
DEFfINIGEO ...
FarmacoCIiN@LiCa ..........uuvvvvviieiiiiiiiiieiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeee
FarmacodinAmiCa............uuveevieeieiiiiiiiiiieiieieeeeeeeeeeeeeee
Ciclosporina e alteracdes periodontais.......................
Estudo de prevaléncia...........ccooeeeiiiiiiiiiiiiiien
Estudo em modelo animal.............cccceeeiiiiiiiiiiiiiinnn.
TaCrOliMUS ..o
D= 1] (o> o 10U
FarmacoCIiN@LiCaA ..........uuvvveviiiiiiiieiieeiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeee
Farmacodin@miCa...........ccooeeiieeiiiiiiiiiiie e
Crescimento gengival e tacrolimus............cccceeeeeeeeee.
METODOLOGIA. ... ..ot

AANIMNAUS e e

18
21
21
23
23
23
24
25
25
29
30
34
34
39
40
41
45
45



4.2
4.3
4.4
4.4.1
4.4.2
4.5
45.1
4.5.2
4.6
4.7
4.7.1
4.7.2
4.8
5.
5.1
5.2

5.3
5.4

5.5
5.6

10.

Desenho experimental............oooovuiiiiiiieeiiieeeie e

Monitoramentos dOS FratOS .......ceuveeeeeeeee e

Fracionamento e administracdo das drogas....................

Fracionamento da ciclosporina e tacrolimus ..............

Administracdo das drogas............eeeveeeeeeeeeeeieeeeeeeeennnn.

Exame clinico dos tecidos gengivais ..........ccccccceeeeeeeeennn.

Alteracfes morfolOgiCas .........eeevvvvvveiiiiiiieeee e,

Alteraces de COloraga0.........coeeeevveeeviiiiiiieeeeeeeeeeeainnns

Preparacdo do material para exame histolégico..............

ANALISE EStatiStICA.....uieneee e

Analise de conCordancCia .........couveeeeeeeeeeee e,

Analise dos dados coletados.........ccccoveeveeeieiieieia,

Colaboracgéao e suporte laboratorial..............cccooeeeiiiiennnns
RESULTADOS ...

Concordancia intra-examinador........cc.c.oveveeieeeeeeeeaeen,

Peso médio e dose utilizada de 12/12 horas durante o

EXPEIMENTO ...ttt e e e e eeeeeees

Medidas da jun¢do mucogengival a incisal (JIMG-I).........

Diferenca entre a medida da juncdo mucogengival a

incisal (JMG-I) e da margem gengival a incisal (MG-I).....

AlteracOes de coloragéo dos tecidos gengivais...............

Remissao das alteragfes gengivais .........ccccvvvvviiineeeeenne.
DISCUSSAOD ...t
CONCLUSOES ......coi ettt
SUMMARY ..ottt sttt n e,
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .........ccoveevieeeeeeeeea,

ANEXOS

45
46
47
47
48
48
48
51
52
52
52
53
53
55
55

56
57

63
64
66
70
72
74
83



LISTA DE TABELAS

Estudos de prevaléncia do crescimento gengival associado
A0 USO 0B CSA ...

Subdivisdo dos animais de acordo com a dosagem da

Comparacéo entre as duas medidas realizadas pelo mesmo
examinador no que se refere a medida da juncdo muco
gengival a incisal (IMG-I) ...coevvveiiiiieeeeeeeecce e
Comparacéo entre as duas medidas realizadas pelo mesmo
examinador no que se refere & medida da margem gengival
AiNCisal (MG-1) oo
Peso médio apresentado pelos animais..........cccceeeeeeeeeeeeennnn.
Medidas de tendéncia central (média com desvio padrao) da
juncd@o mucogengival a incisal (IMG — 1) ....coooeiviiiiiiiiiiicns
Medidas de tendéncia central (média com desvio padrdo)
para diferenca entre a medida da distancia da juncéo
mucogengival / incisal e da distancia da margem gengival /
INCISAL. .t
Avaliacdo do efeito das drogas e do tempo na diferenca
entre a medida da distancia da juncdo mucogengival / incisal

e da distancia da margem gengival / incisal .................ccc......

29

46

55

55

56

58

60

60



A

o

LISTA DE FIGURAS

Desenho esquematico lateral de incisivo inferior de rato .............

Desenho esquematico frontal de incisivo inferior de rato..............

Vista fotogréafica de incisivo inferior de rato.......
Vista fotografica da medicdo da margem gengival a incisal do
incisivo inferior esquerdo de rato......................

Grupo controle - auséncia de crescimento........

Crescimento gengival em animal do grupo Cs2

49
49
50

51
62
62



LISTA DE GRAFICOS

Caracterizacdo dos ratos quanto ao peso corporal em todo o
periodo de acompanhamento considerando-se o grupo............
Medidas da distancia da juncdo mucogengival a incisal,
considerando-se o grupo e a época da avaliacao......................
Diferenca entre as medidas da JMG-I e MG-I dos grupos no
exame base e segundo eXame.........ccoovvvviviiiiiiinn e
Alteragdes de cor no segundo exame, considerando-se 0s

GIUPOS ...ttt ettt et e e et e et e e et e et e e be e e et eesbaeeebeeeebaeeeteeeebaeearaeereeas

57

59

61

63



LISTA DE ABREVIATURAS

Csl Grupo ciclosporina 1

Cs2 Grupo ciclosporina 2

CsA Ciclosporina

EB Exame base

Gc Grupo controle

IMG-I Juncdo mucogengival & incisal
mg/kg Miligrama / quilograma

mg/mi Miligrama / mililitro

MG-I Margem gengival a incisal
ng/mi nanograma / mililitro

SE Segundo exame

Tc Tacrolimus

Tcl Grupo tacrolimus 1

Tc2 Grupo tacrolimus 2

TGF-B Fator B de transformacao do crescimento

UNICAMP Universidade Estadual de Campinas



RESUMO

A proposta deste estudo experimental foi avaliar e comparar as possiveis
alteracdes morfologicas dos tecidos gengivais em ratos, sob administracdo dos
Imunossupressores, ciclosporina e tacrolimus. Essa pesquisa foi motivada pela
alta prevaléncia de crescimento gengival associado ao uso de ciclosporina, que
pode acarretar alteracbes estéticas, fonéticas, funcionais e pelos relatos de
casos clinicos que demonstraram reducéao significativa do crescimento gengival
apos a substituicdo da ciclosporina pelo tacrolimus. A amostra constou de 50
ratos Sprague Dawley, machos, com quatro a seis semanas de vida com peso
meédio entre 165 a 225 gramas. Os animais foram divididos em trés grupos e
receberam, durante 54 dias, por via oral, doses terapéuticas e doses superiores
a terapéutica com a finalidade de exacerbar as possiveis alterac6es adversas.
Os animais foram selecionados e divididos homogeneamente em grupos, de
acordo com o peso. Apos a selecdo dos animais, trés grupos foram
estabelecidos. O grupo controle (Gc), com 10 animais, recebeu medicamento
placebo (agua destilada). O grupo ciclosporina (Cs), com 20 animais, foi
subdividido em dois sub-grupos de 10 animais que receberam 10mg/kg/dia
(Csl) e 30mg/kg/dia (Cs2) de ciclosporina. O grupo tacrolimus (Tc), também
com 20 animais, foi subdividido em dois sub-grupos de 10 animais e receberam
3,2mg/kg/dia (Tcl) e 6,4mg/kg/dia (Tc2) de tacrolimus. Os resultados
mostraram que a ciclosporina induziu crescimento gengival nos grupos tratados
com esse medicamento. A gravidade do crescimento gengival foi maior no
grupo de animais que recebeu ciclosporina em dose superior a terapéutica
(Cs2) do que no grupo que recebeu a dose terapéutica (Csl), mostrando uma
relacdo positiva entre dose e gravidade do crescimento gengival. O grupo de

animais que recebeu tacrolimus nao apresentou nenhuma alteracéo



morfolégica nos tecidos gengivais, apresentando apenas alteragdo na cor dos
tecidos. As evidéncias dessa pesquisa mostram que o tacrolimus pode ser uma
importante op¢cdo para prevencdo das alteracbes periodontais nos individuos

gue apresentam grave crescimento gengival.



1 INTRODUCAO

As relacbes entre alteracdes clinicas e histoldgicas dos tecidos gengivais
decorrentes da terapia com drogas como imunossupressores, anti-
convulsivantes e bloqueadores de calcio estdo bem documentadas na literatura
(SEYMOUR et al., 1993; SEYMOUR et al., 1996; NISHIKAWA et al., 1996).

A primeira associacao entre crescimento gengival e a terapia com drogas foi
descrita por KIMBALL (1939). Nesse relato de caso, o medicamento utilizado
foi o difenil hidantoinato, num tratamento de epilepsia. A inducdo do
crescimento gengival associada ao tratamento de pacientes com Orgaos
transplantados em uso de ciclosporina foi relatada pela primeira vez, na década
de 70, na literatura médica, por CALNE et al. (1979) e depois por STARZL et al.
(1981). Posteriormente, na literatura odontolégica, essas alteracdes foram
confirmadas por RATEITSCHAK-PLUSS et al. (1983) e trabalhos experimentais
em modelo animal também confirmaram essa associacdo (RYFFEL et al.,
1983). Os primeiros casos de nifedipine induzindo crescimento gengival foram
registrados por RAMON et al. (1984) e LEDERMAN et al. (1984).

Na década de oitenta a ciclosporina passou a ser incluida na maioria dos
regimes de imunossupressao devido aos sucessos obtidos nos transplantes de
orgdos. Com 0 seu uso, uma alta prevaléncia de crescimento gengival vem
sendo registrada, podendo esse crescimento acarretar alteracdes estéticas,
fonéticas e funcionais (TYLDESLEY & ROTTER, 1984; DALEY et al., 1986;
SEYMOUR & HERASMAN, 1992; BUSUTIL et al., 1994).

Apesar dos avancos obtidos com a introducdo da ciclosporina em 1978, o
problema de rejeicdo cronica irreversivel ainda persiste. Um novo
imunossupressor, denominado tacrolimus, surge em 1989 com a promessa de
superar algumas limitagdes na terapia com ciclosporina e atenuar algumas
alteracdes adversas, dentre elas e de especial interesse para 0 nosso trabalho,
o0 crescimento gengival (BUSUTIL et al., 1994, NEUHAUS et al.,, 1995;



WILLIAMS et al., 1996; MAYER et al., 1997, SPENCER et al., 1997; BADER et
al., 1998; VAN HOOFF & CHRISTIAANS, 1999; PLOSKER & FOSTER, 2000).

Na literatura consultada ndo foi encontrado nenhum estudo comparando o0 uso
dessas duas drogas e sua influéncia nos tecidos gengivais. Observaram-se
apenas relatos de casos clinicos em humanos que demonstraram reducéo
significativa do crescimento gengival apods substituicdo da ciclosporina pelo
tacrolimus (WILLIAMS et al., 1996; BADER et al., 1998; KOHNLE et al., 1998;
VAN HOOFF & CHRISTIAANS, 1999; JAMES et al., 2000).

A partir dessa premissa, este estudo propde uma investigacdo comparativa da
administracdo da ciclosporina e do tacrolimus em modelo animal (ratos), em
relagdo a presenca e gravidade do crescimento gengival, buscando uma
melhor compreensdo das possiveis alteracfes e das provaveis diferencas na
gravidade do crescimento gengival, almejando um maior respaldo cientifico
para discutir, junto a comunidade meédica, a possivel substituicdo dos
medicamentos imunossupressores em individuos com crescimento gengival

grave.



2 OBJETIVO

A presente pesquisa objetiva determinar o comportamento do tecido gengival

de ratos em uso das drogas imunossupressoras - ciclosporina e tacrolimus.

2.1 Obijetivo especifico

a. Determinar, em modelo animal, a presenca ou auséncia de crescimento
gengival apds a administracéo de ciclosporina e tacrolimus;
b. comparar, clinicamente, em diferente nivel de dosagem de ciclosporina e

tacrolimus, a gravidade das alteracbes gengivais em ratos.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Ciclosporina

3.1.1 Definigéao

A ciclosporina, inicialmente denominada ciclosporina A (CsA), foi desenvolvida
na Suica. E um endecapeptideo ciclico, hidrofébico, lipofilico, originado da
fermentacdo de duas espécies de fungos: Trichoderma polysporum e
Cylindrocarpon lucidum (WYSOCKI et al., 1983; ROSS et al., 1989).

Sua atividade antimicrobiana € fraca, mas investigacbes mostraram a sua
capacidade em inibir a proliferacdo de linfécitos, induzindo a um tipo de
imunossupressdo seletiva (BOREAL et al.,, 1976). Desde a descoberta das
propriedades imunossupressoras da CsA, muitos estudos tém mostrado que a
droga tem uma acéo seletiva sobre os linfocitos T, e uma pequena acéo sobre
a resposta humoral, os linfécitos B, ocorrendo assim uma rapida expanséo de
seu uso no tratamento de desordens imunoldgicas (BUTTON & PALACIOS,
1982).

Com o0 sucesso obtido com o uso da CsA na prevencdo da rejeicdo nos
transplantes de 6rgdos, a maioria dos regimes imunossupressores na década
de 80 passou a utilizar essa droga. Assim, este potente imunossupressor tem
sido utilizado, com sucesso, tanto na prevencao da rejeicdo de transplantes de
orgaos quanto no tratamento de varias desordens auto-imunes: diabetes tipo 1,
artrite reumatéide, lesdes dermatoldgicas, cirrose biliar primaria e sindrome de
imunodeficiéncia humana adquirida (HASSEL & HEFTI, 1991; SEYMOUR &
SMITH, 1991; FISCHER & KLINGE, 1994; WILSON et al., 1998; JAMES et al.,
1998).

Os pioneiros na terapia com ciclosporina em transplantes humanos observaram

que a CsA age como um potente imunossupressor e tem sido usada com



eficacia nos procedimentos aloplasticos, elevando em cinco anos o nivel de
sucesso dos transplantes de 6rgaos solidos e de medula 6ssea em 96% dos
casos (CALNE et al.,1979; STARZL et al., 1981; WILLIAMSON et al., 1994).

O sucesso, obtido com a CsA como imunossupressor em uma ampla variedade
de doencas sistémicas, permite estimar que um bilhdo de pessoas em todo o
mundo ultilizaram CsA em regime crénico na década de 90 (NARES et al.,
1996).

3.1.2 Farmacocinética

De acordo com DALEY & WYSOCKI (1984), a administracdo de ciclosporina
pode ser realizada de duas formas: oral e parenteral. Seu metabolismo ocorre
no figado e a maior parte dos metabdlitos (90%) é excretada pela via biliar,
atraves das fezes e 10% pelos rins (SEYMOUR & JACOBS, 1992), e menos de
0,1% é excretado na forma natural (BUTTON & PALACIOS, 1984).

A dose oral terapéutica de ciclosporina varia de 10 a 20mg/kg/dia, resultando
em concentragdes sorologicas ideais de 100 a 400ng/ml e sua meia vida
metabdlica é de aproximadamente quatro horas (DALEY & WYSOCKI, 1984;
SEYMOUR & JACOBS, 1992). A dose oral requerida para manter esses niveis
plasmaticos é variavel de individuo para individuo, devido a variacdo pessoal
na absor¢cado no nivel do trato gastrointestinal. Normalmente atinge o nivel de
concentracdo plasmética de trés a quatro horas ap6s a administragdo, com 0s

niveis séricos retornando ao normal em doze horas.

Como a ciclosporina é lipofilica, pode ocorrer deposicéo dessa droga no figado,
pulméo, baco, linfonodos e tecido adiposo e sua redistribuicdo ocorre de forma
lenta para o0 sangue. Portanto, baixas concentracbes soroldgicas desse
medicamento foram encontradas apds cessar terapia prolongada (DALEY &
WYSOCKI, 1984).



3.1.3 Farmacodinamica

A efetividade da ciclosporina ocorre devido a inibicdo especifica e reversivel de
linfécitos imunocompetentes. O efeito parece ser maior nas células T auxiliares
em relagdo as células T supressoras, resultando em um desequilibrio em favor

da acéao imunossupressora (LAUPACIS et al., 1983).

A ciclosporina tem acdo imunossupressora seletiva sobre subpopulacbes
especificas dos linfécitos T, interferindo na populagdo de linfocinas e
interleucinas 1 e 2 (BUTTON & PALACIOS, 1982).

Uma das vantagens do uso da ciclosporina é o pouco ou henhum efeito sobre o
sistema de células B do individuo, fato de extrema importancia. A dose de
ciclosporina suficiente para suprimir a funcdo das células T tem pouco ou
nenhum efeito sobre o sistemas de células B, o que torna o individuo apenas
parcialmente imunossuprimido. Sua resposta imune humoral é preservada
(DALEY & WYSOCKI, 1984).

A acdo imunossupressora da ciclosporina ndo deprime a hematopoese e nao
tem nenhum efeito sobre a funcdo das células fagocitarias (HESS &
COLOMBANI, 1987; FAULDS et al., 1993). Entretanto uma reviséo de literatura
realizada por BENNETT & CHRISTIAN (1985) mostrou que a depressao da

medula éssea ocorre em 2% das terapias com ciclosporina.

3.1.4 Ciclosporina e altera¢des periodontais

Esta bem estabelecido na literatura que pode ocorrer crescimento gengival em

individuos em uso de CsA, apos transplantes de o6rgdos (TYLDESLEY &
ROTTER, 1984; DALEY et al., 1986; SEYMOUR & HERASMAN, 1992).



Estudos realizados por PALESTINE et al. (1984) mostraram que o crescimento
gengival, associado ao uso de ciclosporina, independe da condi¢céo sistémica

para o qual o medicamento € indicado.

Variaveis como idade, dose, nivel sérico de CsA e placa bacteriana tém sido
relatadas como co-fatores na prevaléncia e gravidade do crescimento gengival.
Alguns estudos tém demonstrado que alteracées periodontais preexistentes e
irritantes locais podem, também, influenciar na gravidade do crescimento
gengival (RATEITSCHAK-PLUS et al, 1983; WYSOCKI et al, 1983;
SEYMOUR & SMITH, 1991; THOMASON et al., 1993; SEYMOUR et al., 1993;
ADAMS & DAVIES, 1994; SOMACARRERA et al., 1994; SEYMOUR et al.,
1996; CEBECI et al., 1996a), sugerindo que o controle de placa, educacao e
orientacdo dos individuos quanto a higiene bucal pode prevenir ou minimizar o

crescimento gengival.

Entretanto, outros trabalhos mostraram que o indice de higiene bucal teve
efeito limitado para prevenir as alteracbes da CsA sobre os tecidos
periodontais, refutando a hipotese de que o crescimento gengival associado a
drogas possa ser desencadeado por uma ma higiene bucal (SEYMOUR et al.,
1987; SEYMOUR & SMITH, 1991; HEFTI et al., 1994; VARGA et al., 1998;
SPRATT et al., 1999). Para esses autores um bom controle de placa pode
influenciar na gravidade do crescimento gengival, mas nao impedi-lo. De
acordo ROSTOCK et al. (1986), uma interacdo entre fatores locais (placa
bacteriana e céalculo) e concentracdo plasmatica da droga € necessaria para

gue o0 mecanismo de crescimento gengival seja desencadeado.

De acordo com alguns pesquisadores, o grau de crescimento gengival em
pacientes transplantados renais é influenciado pela dosagem de uma droga
individual ou por terapia com multiplas drogas, independente da presenca local
de fatores irritantes (SEYMOUR et al., 1987; ADAMS & DAVIES, 1994; HEFTI
et al., 1994; VARGA et al., 1998; WILSON et al., 1998; SPRATT et al. 1999).



De acordo com MARGIOTTA et al. (1996), 60% dos transplantados que usam
CsA provavelmente usardo bloqueadores de calcio (nifedipine, oxidipina,
diltiazem e verapamil), devido a alteracdes cardiovasculares (hipertensao).
Essa associacdo medicamentosa potencializa o crescimento gengival,
aumentando a sua prevaléncia e gravidade (KING et al., 1993; BOKENKAMP
et al., 1994; MARGIOTA et al.,, 1996; SPRATT et al., 1999; THOMAS et al.,
2000).

Além disso, outros pesquisadores acreditam ser controvertida a hipotese de
que a concentracdo plasmatica de ciclosporina pode influenciar a inducédo do
crescimento gengival (ROSTOCK et al., 1986; SEYMOUR & JACOBS, 1992;
FU et al.,, 1995; CEBECI et al.,, 1996a; DODD, 1997; BADER et al., 1998;
AGUIAR, 2001).

HEFTI et al. (1994) sugerem que pacientes em tratamento com CsA em baixas
concentracbes podem ndo apresentar nenhuma alteracdo nos tecidos
periodontais, enquanto que, em concentracbes maiores que 400mg/ml, parece
ocorrer um maior estimulo a proliferacdo celular, induzindo o crescimento
gengival. Contraditoriamente, estudos como o de FU et al. (1995) e BADER et
al. (1998) ndo mostraram uma correlacéo positiva entre concentracdo de CsA e
crescimento gengival. Essas observacdes conflitantes suportam a tese de que
o paradigma de especificidade e sensibilidade sdo importantes, mostrando que,
em determinados individuos, os fibroblastos gengivais podem ser sensiveis,

mesmo em baixas concentracdes de CsA.

A gravidade do crescimento gengival induzido pelo uso de CsA chega, em
determinados individuos, a interferir na oclusdo, fonética e mastigacéo
(BENNETT & CHRISTIAN, 1985; SOMACARRERA et al., 1994; MORISAKI et
al., 1997).

Mesmo apds o tratamento preventivo e cirdrgico, quando sao instituidas

medidas de controle de placa por métodos mecéanicos, quimicos, orientacao e



educacdo do paciente, observou-se reducdo na gravidade do crescimento
gengival, mas essas medidas ndo impediram a ocorréncia de recidiva em
pacientes susceptiveis (SEYMOUR & SMITH, 1991; SEYMOUR et al., 1993;
PILATTI & SAMPAIO, 1997; VARGA et al., 1998; SPRATT et al.,1999).

A alteracao periodontal em humanos inicia-se, preferencialmente, na regido da
papila interdentaria. Esse crescimento esta restrito a largura da faixa de
gengiva ceratinizada até o limite da juncdo mucogengival, sendo mais comum
no segmento anterior, na face vestibular e na regido mandibular (BENNETT &
CHRISTIAN, 1985; SOMACARRERA et al., 1994; MORISAKI et al., 1997).

Estudos clinicos sugerem que criancas e adolescentes sdo, aparentemente,
mais susceptiveis que os adultos ao crescimento gengival induzido por drogas
(WYSOCKI et al., 1983; TYLDESLEY & ROTHER, 1984; DALEY et al., 1986;
SOMACARRERA et al., 1994). De acordo com WILSON et al. (1998), a
prevaléncia do crescimento gengival acomete mais adultos, aumentando com a
idade. Porém, em adultos, a associagdo de drogas, como bloqueadores de
calcio, € muito maior do que em criancas e adolescentes, 0 que poderia

justificar esses achados.

Relatos de casos apresentados por BENNETT & CHRISTIAN (1985) mostram
gue o crescimento gengival ocorreu a partir de oito semanas do inicio do uso
da CsA. WYSOCKI et al. (1983); DELILIERS et al. (1986); SEYMOUR &
SMITH, (1991); SEYMOUR & JACOBS (1992) relatam que o crescimento
gengival, em pacientes susceptiveis, pode ser observado apds 12 semanas de
uso da droga. Nos estudos apresentados por RATEITSCHAK-PLUS et al.
(1983) e HEFTI et al. (1994) o crescimento gengival ocorreu entre a quarta e

sexta semanas.



3.1.5 Estudos de prevaléncia

Os efeitos adversos do crescimento gengival associado a CsA mostram uma

prevaléncia bastante variavel. A TAB. 1 mostra os principais achados dos

estudos de prevaléncia do crescimento gengival correlacionando variaveis

como amostra e idade.

TABELA 1

Estudos de prevaléncia do crescimento gengival associado ao uso de CsA

AMOSTRA
AUTORES (N° _  DElipADE PREVALENCIA
PACIENTES
)
LAUPACIS (1983) 142 Adultos 8,5%
WYSOCKI etal. (1983) |18 Adultos 33,3%
TYLDESLEY & ROTTER|36 15 e 68 anos 25%
(1984)
DALEY et al. (1986) 100 Criangas e|70%
adultos
ROSTOCK et al. (1986) 892 Criancas e|3,49%
adultos
FRISKOPP &30 Adultos 81%
KLINTMALM (1986)
MCGAW et al. (1987) 30 Adultos 26,7%
SEYMOUR et al. (1987) |12 Adultos 33,3%
PERNU et al. (1992) 22 Adultos 77,3%
PERNU et al. (1993) 35 Adultos 28,6%
THOMASON et al. (1993) |55 Adultos 41,8%
SOMACARRERA et al.|100 Criangas e|43%
(1994) adultos
HEFTI et al. (1994) 90 Adultos 17% p/ nivel
(40-Grupo plasmatico < 400
teste mg/ml
50-Grupo 59% p/ nivel
controle) plasmatico > 400
mg/ml
BOKENKAMP et al. |87 Adultos 84,6%
(1994)
CEBECI et al. (1996a) 51 Adultos 47,1%
CEBECI et al. (1996b) 52 Adultos 50%




MARGIOTTA et al.(1996) |113 Adultos 37% - CsA
60% - CsA e
Bloqueadores de
Célcio
VARGA et al. (1998) 94 Adultos 82,9%
WILSON et al. (1998) 207 147 com 19 a|48% nos pacientes
89 anos adultos.
60 com 23 a 18|30% nos pacientes
anos jovens.
Continua
TABELA 1 - Concluséo
AMOSTRA
AUTORES (N° DE IDADE PREVALENCIA
PACIENTES
)
SPRATTH et al. (1999) 112 Adultos 49%
84-Grupo
teste
36-Grupo
controle
JAMES et al. (2000) 135 Adultos 47,9%
THOMAS et al. (2000) 236 Criancas 47,9%
AGUIAR (2001) 122 Adultos 83,9%

De acordo com MORISAKI et al. (1997), essa grande variacdo nas taxas de

prevaléncia demonstra que o crescimento gengival, induzido pelo uso da CsA,

nao pode ser causado por um simples mecanismo, mas por uma condi¢cdo mais

complexa, que envolve multiplos fatores ambientais, celulares e hereditarios.

Essas variaveis dificultam o entendimento de sua patogénese.

3.1.6 Estudos em modelo animal

Apesar de toda investigagdo cientifica, os mecanismos moleculares que

envolvem a patogénese do crescimento gengival associado a drogas, ainda
nao estao claros (SEYMOUR et al., 1993; SUGANO et al., 1998; JAMES et al.,

1998), assim, os estudos em modelo animal podem facilitar a compreenséo do



crescimento gengival induzido por medicamentos. A grande vantagem desses
estudos € a padronizacdo das amostras, com controle de variaveis como idade,
sexo, peso, dieta, dose e intervalo de ingestdo do medicamento e o controle do
componente infeccdo/inflamacdo. A desvantagem dessas pesquisas € 0
desconhecimento com relacdo as fungbes dos 6rgaos (HALLMON &

ROSSMANN,1999).

Os primeiros estudos em animais, mostrando os efeitos da terapia com CsA
nos tecidos gengivais, utilizando caes (15 a 45mg/kg/dia) e gatos (45 a
95mg/kg/dia) foram idealizados por RYFFEL et al. (1983). O crescimento
gengival se manifestou em todos os animais, atribuindo-se uma relacéo causal
do medicamento, pois com a interrup¢cdo da dieta experimental, as alteracdes

regrediram espontaneamente.

SEIBEL et al. (1989) também estudaram o crescimento gengival em caes
Beagle submetidos a ingestéo diaria de 30mg/kg/dia de CsA por 18 semanas.
Em trés semanas de terapia houve crescimento gengival em cinco dos 12
animais (41,67%), sobretudo na regido mandibular anterior, tornando-se mais
grave, em alguns casos, apos a sexta semana. Uma observacao interessante
feita pelo autor foi de que, mesmo com a presenca de irritantes locais nos
dentes posteriores dos animais, o crescimento gengival s6 ocorreu na regido

mandibular anterior.

De acordo com MORISAKI et al. (1993), em animais, a idade é fator
determinante, isto é, quanto mais jovens 0s animais mais susceptiveis sdo a
acado da CsA nos tecidos gengivais. Utilizando 40 ratos Fischer com idade de
15, 30, 45 e 60 dias, o autor observou que o grupo mais jovem apresentou um
crescimento gengival mais agressivo em relacdo aos demais grupos, sugerindo

que tal alteracdo, em ratos, é idade dependente.

FU et al. (1995) avaliaram o efeito da dose da CsA na gravidade do

crescimento gengival em 80 ratos, divididos em quatro grupos, que receberam



diariamente dose de 0 (controle), 3, 10, 30mg/kg/dia de CsA, durante seis
semanas. O estudo mostrou que o crescimento gengival nos grupos de 10 e

30mg/kg/dia foi mais grave, demonstrando uma relacdo dose dependente.

NISHIKAWA et al. (1996) realizaram uma revisdo de trabalhos experimentais
em ratos, comparando a gravidade do crescimento gengival induzido por
imunossupressores (CsA), anticonvulsivantes (fenitoina) e bloqueadores dos
canais de calcio (nifedipina) e concluiram que o crescimento € sempre mais
agressivo na regiao vestibular e na mandibula e que a suspensédo da terapia
resulta em regressdo espontanea das alteracdes ocorridas. O acumulo de
placa ndo parece ser essencial para o inicio do processo, mas interfere na sua
gravidade, sendo proporcional a concentracdo da droga, e 0s ratos mais jovens
e machos sdo mais susceptiveis. Porém, os autores questionam porque essas
drogas, com estruturas quimicas tao diferentes e agédo farmacoldgica distintas,

induzem a alteracdes gengivais semelhantes.

Em modelo animal, o crescimento gengival ocorre 15 dias apés o uso de CsA
(FU et al., 1996; NIEH et al., 1996 e FU et al., 1997a) e com 21 dias (SEIBEL et
al., 1989; FISCHER & KLINGE, 1994; PILATTI & SAMPAIO, 1997). Porém,
SEIBEL et al. (1989) e NISHIKAWA et al. (1996) ressaltaram que o0 maior grau
de crescimento gengival ocorreu a partir de 40 dias de administracdo de CsA.

Tem sido investigada, em ratos, a relacdo entre o tempo de administracao e a
concentracdo de CsA com o crescimento gengival. Observou-se uma
significativa correlagdo entre nivel sérico e o crescimento gengival, mostrando
uma relacdo direta entre o tempo de administracéo e a concentracao da droga
com a gravidade desse crescimento gengival (FU et al., 1995; NISHIKAWA et
al., 1996 e MORISAKI et al., 1997). Observou-se, também, uma forte relacéo
entre a dosagem de CsA e o desenvolvimento dos animais. Todos os ratos que
receberam uma concentragdo maior de CsA, tiveram menor ganho de peso em
relagdo aos ratos do grupo controle e aos que receberam menor concentracdo
de CsA (FU et al., 1995; MORISAKI et al., 1997).



FISCHER & KLINGE (1994) demonstraram, em ferrets, uma forte relacéo entre
0 uso de CsA, placa bacteriana, irritantes locais e a gravidade do crescimento
gengival. Foram avaliadas as alteracdes clinicas e histologicas induzidas pela
administracado por via oral de 10mg/kg/dia de CsA e a sua relacdo com a
progressao da doenca periodontal induzida por ligaduras introduzidas no sulco
gengival. No décimo quarto dia uma significativa alteracdo nos tecidos
periodontais foi detectada nos dentes que receberam ligaduras, em
comparacao aos tecidos gengivais dos dentes controle (sem ligadura). No
vigésimo oitavo dia era possivel detectar, no grupo teste, um grave crescimento
gengival que, em alguns casos, cobria toda a coroa do dente, enquanto que, no
grupo controle, detectou-se apenas uma moderada alteracdo de volume dos

tecidos gengivais.

FU et al. (1997b) avaliaram o papel da retencdo da placa bacteriana sobre o
crescimento gengival induzido por CsA, em ratos. Observaram que o
crescimento gengival foi dose dependente e que, as alteracées foram mais
agressivas nas regides onde o acumulo de placa foi induzido. Concluiram que
a placa bacteriana € um importante co-fator para o desenvolvimento das

alteracdes gengivais.

Um trabalho experimental foi conduzido por PILATTI & SAMPAIO (1997), em
ratos. Os animais foram divididos em grupos controle (G.1), 10mg/kg/dia de
ciclosporina A (G.2), 0,12% de clorexidina topica (G.3) e G.4 recebia
10mg/kg/dia de ciclosporina A e aplicagdo tépica de 0,12% de clorexidina.
Apods 21 dias, 0 G4 teve estatisticamente menor crescimento gengival que o
G.2, enquanto que G.1 e G.3 ndo apresentaram alteracdes. Os resultados dos
trabalhos experimentais de FISCHER & KLINGE (1994); FU et al. (1997b) e
PILATTI & SAMPAIO (1997), reforcam as hipéteses de que o controle de
placa, educacdo e orientacdo dos individuos quanto a higiene bucal podem
prevenir ou minimizar o crescimento gengival associado ao uso de ciclosporina,

mas nao impedi-lo, sugerindo que o crescimento gengival associado a



ciclosporina ndo pode ser desencadeado apenas por uma precaria higiene
bucal (RATEITSCHARK-PLUS et al., 1983; WYSOCKI et al., 1983; SEYMOUR
& SMITH, 1991 e ADAMS & DAVIES, 1994).

JIANG et al. (1999), comparando a eficacia da ciclosporina e do tacrolimus
como imunossupressores em ratos que receberam transplante renal,
encontraram uma dose de 3,2mg/kg/dia para tacrolimus e de 10mg/kg/dia para
ciclosporina como dose terapéutica efetiva para a imunossupressao dos
animais. Nesse experimento ndo foi encontrada diferenca significativa na
funcdo renal entre os animais transplantados. Assim, com uma eficacia
comprovada no prolongamento da sobrevida de aloenxertos hepaticos e renais
em modelo animal, até mesmo quando administrado quatro a cinco dias apos o
transplante, o tacrolimus foi considerado como uma nova terapia para a

prevencao e tratamento da rejeicdo de transplante de 6rgéos.

3.2 Tacrolimus

3.2.1 Definicao

E um macrolide lactone produzido por fermentacio. Seu ingrediente ativo foi
inicialmente isolado a partir do caldo de cultura de um microorganismo do solo,
encontrado em Tsukuba, Japdo, em 1984 e, por isso, foi designado
Streptomyces Tsukubaensis. O tacrolimus foi introduzido como droga
imunossupressora em pesquisa, a partir de 1989, no Japéo, e surge como
promessa de superar algumas limitagées da CsA (NEUHAUS et al., 1995).

Apesar dos avancos obtidos com a introducdo da CsA em 1978, no regime
imunossupressor de transplantes de érgdos e dos bons resultados clinicos em
termos de sobrevida do transplante nos primeiros anos, ainda persiste o
problema de rejeicao crbnica irreversivel. O tacrolimus surge oferecendo novas

esperancas na reducdo do indice de rejeicdo cronica em receptores de



transplantes de rim e figado. Por controlar um primeiro episddio de rejeicao
aguda, o tacrolimus torna possivel a reducéo de novas incidéncias de rejeicao,
aumentando, desse modo, as chances de sobrevivéncia dos transplantes e dos
pacientes (BADER et al., 1998).

Estudos clinicos da Universidade de Pittsburg mostraram que o tacrolimus €
uma droga efetiva e bem tolerada no tratamento de transplantes de figado.
Inicialmente, era indicada para resgate de terapias em pacientes com rejeicao
aguda refrataria e em pacientes com intoxicacdo severa devido a tratamentos
com imunossupressores convencionais. Depois do grupo de Pittsburgh
confirmar a eficiéncia do tacrolimus como imunossupressor, sua eficacia
também foi confirmada pela experiéncia individual de varios centros de
tratamento em todo o mundo (NEUHAUS et al., 1995).

Para confirmar esses resultados, varios estudos foram conduzidos na Europa,
Estados Unidos e Japdo. Estudos multicentros compararam a eficacia do
tacrolimus e ciclosporina em regime de imunossupressdo na prevencao da
rejeicdo do transplante renal. Um total de 478 adultos e 51 criangas foram
randomizados, formando grupos de 263 individuos que usaram tacrolimus e de
266 que usaram ciclosporina, os quais foram acompanhados por um ano.
Observaram rejeicdo aguda em 154 transplantados do grupo tacrolimus e, em
173 individuos do grupo ciclosporina (p<0,002). Observaram, também, que 43
individuos do grupo tacrolimus e 82 do grupo ciclosporina ndo necessitaram de
tratamento com corticosterdides (p<0,001) e que rejeicdo crbnica recorrente
(refrataria) ocorreu em seis individuos do grupo tacrolimus e em 32 do grupo
ciclosporina (p<0,001). O tacrolimus foi associado a um maior indice de
alteracdes adversas, sendo que 14% dos individuos do grupo tacrolimus e 5%
do grupo ciclosporina foram excluidos do estudo devido a esses efeitos
adversos (p<0,001). Concluiram, portanto, que o grupo de tacrolimus foi
associado, significantemente, a uma menor incidéncia de episddios de rejei¢cao

aguda, cronica e a uma menor utilizacdo de corticosteroides, mas



substancialmente mais efeitos adversos foram registrados nesse grupo
(BUSUTIL et al., 1994).

WILLIAMS et al. (1996) tentaram uma avaliacdo mais efetiva quanto a
seguranca da terapia com tacrolimus. Realizaram um estudo multicentro na
Europa, durante dois anos, comparando o tacrolimus com a ciclosporina.
Concluiram que houve uma menor prevaléncia da infeccdo aguda no grupo
tacrolimus que no grupo de ciclosporina, com a porcentagem de 45,4% e
55,8%, respectivamente (p=0,006), menor prevaléncia da infeccao refrataria no
grupo tacrolimus (1,2%) do que nos usuarios de ciclosporina (6,4%) (p<0,003)
e menor prevaléncia da rejeicdo cronica nos individuos que usaram tacrolimus
(2%) que os usuarios de ciclosporina (6,9%) (p=0,015). indices de
sobrevivéncia dos enxertos e pacientes foram também superiores no grupo
tacrolimus, apesar desses niumeros ndo demonstrarem significancia estatistica.
Quanto aos efeitos adversos, hipertensao foi observada em 28% do grupo
tacrolimus e em 39,6% do grupo ciclosporina (p<0,01), infeccdo por
citomegalovirus em 14,8% do grupo tacrolimus e em 22,3% do grupo
ciclosporina (p<0,01), hirsutismo néo foi observado no grupo tacrolimus e visto
em 8,7% do grupo ciclosporina (p<0,01) e hiperplasia gengival também néo foi
observada no grupo tacrolimus e verificada em 2,3% do grupo ciclosporina
(p<0,05).

MAYER et al. (1997) realizaram uma comparacdo entre tacrolimus e
ciclosporina como imunossupressores em transplantes de rins. Um total de 448
transplantados renais foram recrutados de 15 diferentes centros de
atendimentos em sete paises europeus. Esses individuos foram submetidos
ao sistema triplice de tratamento, ou seja, utilizaram o tacrolimus (n=303) ou a
ciclosporina (n=145) em associacdo com azatioprina e corticosteréide. Apos
um ano de uso da droga, o tacrolimus estava associado com significante
reducdo dos episddios de rejeicdo aguda (25%) e, nos individuos que usaram
ciclosporina, os episodios ocorreram 45,7% (p<0,001). A redugdo do uso dos

corticosterodides foi maior no grupo tacrolimus (11,3%) do que nos individuos do



grupo ciclosporina (21,6%) (p<0,001). Alteracdes neuroldgicas, nefrolégicas e
gastrointestinais foram freqiientes em ambos os grupos. O grupo tratado com
tacrolimus teve maior indice de hiperglicemia, diabetes mellitus, tremores e
angina pectoris. O grupo tratado com ciclosporina teve maior indice de acne,
arritmias, hipertensao, hirsutismo e hiperplasia gengival.

PRATSCHKE et al. (1997) acompanharam a substituicdo de ciclosporina por
tacrolimus em 31 pacientes submetidos a transplante de figado. A indicacao
para a substituicdo dos medicamentos foi devida a alteracdes nefrologicas em
19 pacientes, a hipertensdo em nove pacientes e a disturbios neurolégicos em
oito pacientes. ApoOs trés meses da troca, a resposta foi favoravel em 26
pacientes (84%). Desses 31 pacientes, cinco (16%) continuaram com
alteracdes nefrologicas, sendo que 13 dos 19 pacientes (68%) que sofriam de
nefrotoxicidade tiveram seu nivel de creatinina diminuido significativamente,
enquanto que em seis dos 19 pacientes (32%) nao foi observada nenhuma
mudanca. Terapia com anti-hipertensivo foi reduzida em seis dos nove
pacientes, mas € importante salientar que dois desses pacientes ja eram
hipertensos antes dos transplantes. Em relacdo as desordens neurolégicas,
todos os pacientes tiveram melhora significativa. A média de triglicéride e
colesterol também foi significativamente menor ap0s os trés meses (p<0,05).
Portanto, esses autores sugerem que a substituicdo de ciclosporina para

tacrolimus pode se converter em beneficio para a maioria dos pacientes.

De acordo com BUSQUE et al. (1999), o alto indice de alteracbes adversas
causadas pelo tacrolimus é devido a concentragcdo da dose inicial
(0,15mg/Kg/dia), logo apdés a substituicdo da ciclosporina pelo tacrolimus,
resultando em um nivel de concentracdo meédia de 24,2ng/ml. Apdés a
estabilizacdo do individuo, a dose vai sendo ajustada, podendo chegar a um
nivel médio de concentragdo de 8ng/ml, o que resulta na diminuicdo

significativa desses efeitos adversos.



VAN HOOFF & CHRISTIAANS (1999) demonstraram, em trés anos de estudos
em um multicentro americano, uma diminuicdo significativa das perdas de
enxertos nos pacientes tratados com tacrolimus, comparados com pacientes
tratados com ciclosporina. Os perfis de seguranca de ambas as drogas sao os
mesmos, mas diferentes efeitos adversos foram observados com o uso do
tacrolimus. Hiperglicemia e um perfil de risco cardiovascular foram mais
acentuados nos pacientes em terapia com o tacrolimus quando comparada a
imunossupressao baseada em ciclosporina. Hiperplasia gengival e hirsutismo

nao foram observados na terapia com tacrolimus.

O tacrolimus normalmente demonstra maior eficacia do que a formulacéo
convencional da ciclosporina na prevencao de episodios de rejeicdo aguda,
possibilitando a reducdo da utilizacdo de corticosterdides. A reducdo na
necessidade de corticosterdides na terapia com tacrolimus pode ter beneficio
especifico em criancas pré-puberes, que ainda encontram-se em crescimento
(SPENCER et al., 1997).

Os efeitos adversos que ocorrem durante a terapéutica com o tacrolimus séo
geralmente comuns a todos o0s esquemas imunossupressores. No entanto,
diabetes mellitus e neurotoxicidade foram mais frequentes nos individuos que
receberam o tacrolimus do que naqueles que foram tratados com a ciclosporina
e mais frequentes com a ciclosporina a hiperlipidemia, a hipertensédo, o
hirsutismo e a hiperplasia gengival. No entanto, clinicamente, a tolerabilidade
do tacrolimus esta relacionada a dosagem, podendo ocorrer 0
desaparecimento dos efeitos adversos apdés o ajuste da dose terapéutica
(SPENCER et al., 1997; VAN HOFF & CHRISTIAANS, 1999 e BUSQUE et al.,
1999)

PLOSKER & FOSTER (2000) acompanharam um grande estudo multicentro,
randomizado, conduzido nos Estados Unidos e Europa, em individuos
transplantados de figado e rim, que estavam em regime de imunossupressao

com ciclosporina e tacrolimus. O tacrolimus mostrou ser eficaz em varios tipos



de transplantes, inclusive na recuperacdo de individuos com experiéncia
persistente de rejeicdes agudas. O grupo tratado com ciclosporina ndo mostrou
capacidade similar de reverter rejeicdes agudas refratarias. O uso reduzido de
corticosteroéide foi demonstrado em varios estudos com tacrolimus, o que é um
grande beneficio no tratamento de criancas. Esse estudo mostrou que as duas
drogas tiveram o mesmo grau de neurotoxicidade. A ciclosporina, entretanto,
mostrou um maior indice de hipertensdo, hipercolesterolemia, hirsutismo e
hiperplasia gengival, enquanto o tacrolimus mostrou um maior indice de
diabete mellitus, alguns tipos de neurotoxicidade (tremores, parestesia),
diarréia e alopécia. Os diferentes perfis de tolerabilidade entre tacrolimus e
ciclosporina devem, portanto, ser considerados na selecdo e opcéo entre as

duas drogas na terapia de transplantes de 6rgaos.

O tacrolimus tem, aparentemente, um espectro de toxicidade similar ao da
ciclosporina. Nefrotoxicidade € antecipadamente o maior problema causado
pelo uso dessas drogas. As modificacdes clinicas e histologicas ocasionadas
por esses agentes sao indistinguiveis. Neurotoxicidade (dor de cabecga,
tremores, insbnia, stress), distUrbios gastrointestinais (diarréias, nauseas,
constipacao), disturbios cardiovasculares (hipertenséo, arritmias) e alteracdes
metabdlicas (hiperglicemia, hiperpotassemia, hipomagnesemia) sdo sequelas
que podem aparecer ao longo do tratamento com agentes imunossupressores
(DIASIO & LOBUGLIO, 1999).

Por outro lado, o tacrolimus tem algumas vantagens como baixa incidéncia de
hipertensdo e de infeccdo por citomegalovirus, uso concomitante de
corticosterodides reduzido e uma quase total auséncia de hiperplasia gengival e
hirsutismo (WILLIAMS et al., 1996; BADER et al., 1998; VAN HOOFF &
CHRISTIAANS, 1999). A indicacdo clinica do tacrolimus em regime de
imunossupressao € equivalente a ciclosporina, porém, em concentracdes “in
vitro” de 10 a 100 vezes mais baixas do que aquelas utilizadas com a

ciclosporina. O tacrolimus mostrou uma atividade imunossupressora similar a



da ciclosporina (SPENCER et al., 1997; BADER et al., 1998; JIANG et al., 1999
e DIASIO & LOBUGLIO, 1999).

3.2.2 Farmacocinética

A administracdo do tacrolimus é variavel nas formas oral e endovenosa. A
administracdo intravenosa do tacrolimus geralmente é desnecesséaria e deve
ser evitada a fim de minimizar o risco de efeitos adversos. Por via oral, a sua
absorcao varia de um paciente para outro, sendo fracamente absorvida no trato
gastrointestinal. Estudos em ratos indicam que o jejuno e o duodeno sao os
maiores locais de absorcdo. Apesar de haver uma grande variacdo, em
receptores de transplante renal, doses Unicas por via oral de 0,10 — 0,15 e
0,20mg/kg resultam em niveis meédios de concentracdo de 19,2 — 24,2 e
47,9ng/ml, respectivamente, variando o tempo para atingir os niveis das
concentracfes. Apds a administracdo oral, concentracbes estaveis s&o
alcancadas no periodo de trés dias, e, ap6s acompanhamento, sdo realizados
ajustes da dosagem com base na avaliacdo clinica da rejeicdo, da
tolerabilidade e das concentracdes sanguineas do tacrolimus (SPENCER et al.,
1997).

Ao contrario do que ocorre com a ciclosporina, a bile ndo influencia na
absorcéo de tacrolimus e, por conseguinte, a administracéo oral é possivel no
periodo pds-operatério imediato. A presenca de alimentos afeta a absorcéo de
tacrolimus. Em pacientes em jejum, a concentracdo sangiiinea da droga é
aproximadamente o dobro daquela observada em pacientes alimentados. O
tacrolimus € altamente lipofilico e sofre extensa distribuicdo pelos tecidos. A
ligacdo protéica do tacrolimus no plasma € descrita como superior a 98%
(BADER et al., 1998; DIASIO & LOBUGLIO, 1999).

O tacrolimus é predominantemente metabolizado no figado e em menor

extensdo, no intestino, passa por um extenso metabolismo hepatico e menos



de 1% de uma dose intravenosa de tacrolimus é submetida & excregéo urinaria
na forma de medicamento inalterado. A via excretéria predominante dos
metabalitos do tacrolimus é a biliar (DIASIO & LOBUGLIO, 1999).

3.2.3 Famacodinamica

Embora estruturalmente ndo relacionados, tacrolimus e ciclosporina
apresentam efeitos celulares similares e adequadamente caracterizados,
compartilhando um mesmo e importante mecanismo de acédo, a inibicdo de
atracdo de células T IL-2 dependentes e que atuam em um estagio precoce no
processo de ativacdo de células T, resultando no desejado efeito
imunossupressor (BADER et al., 1998; JIANG et al., 1999).

A proliferacdo secundaria de células T ativadas em resposta a IL-2 ndo é
inibida pelo tacrolimus, e o medicamento nao interfere com apresentacédo de
antigenos, ndo modifica a funcdo fagocitica mononuclear, nem a fungédo da
célula killer natural. O tacrolimus também pode diferir da ciclosporina em
relacdo aos seus efeitos sobre o fator 3 de transformacédo do crescimento
(TGF-B), sendo que niveis elevados desse fator tém sido implicados na rejeigéo
cronica dos aloenxertos. Enquanto a ciclosporina aumenta os niveis do TGF-B,
aparentemente o tacrolimus ndo modifica acentuadamente esses niveis em
pacientes com aloenxertos (SPENCER et al., 1997; JIANG et al., 1999; DIASIO
& LOBUGLIO, 1999).

3.2.4 Crescimento gengival e tacrolimus

De acordo com a literatura, o uso do tacrolimus como imunossupressor nos

transplantes de orgaos € eficaz e seguro. Portanto, a indicacdo da troca da

ciclosporina para o tacrolimus deve ser considerada para pacientes com grave



crescimento gengival (KOHNLE et al., 1998; HERNANDEZ et al., 2000;
KENNEDY & LINDEN, 2000).

Essa droga tem sido investigada como uma estratégia de controle do
crescimento gengival em pacientes transplantados, pois, em relatos de casos
clinicos, foi observada reducdo significativa do crescimento gengival apos
substituicdo da ciclosporina pelo tacrolimus (DODD, 1997; BADER et al., 1998;
KOHNLE et al., 1998; BUSQUE et al.,1999; JAMES et al., 2000).

DODD (1997) apresenta um relato de caso em que uma mulher em tratamento
com ciclosporina apresentava um grave crescimento gengival com grande
comprometimento estético e que nao respondia ao tratamento e controle
periodontal. Ao realizar a substituicdo da ciclosporina pelo tacrolimus, uma
significativa melhora foi observada no primeiro més e com trés meses 0
crescimento gengival havia desaparecido totalmente. Relata, ainda, que no
centro pediatrico de transplante renal e cardiaco de Pittsburgh, os pacientes
em regime de imunossupressdo com tacrolimus estavam livres de alteracdes

nos tecidos gengivais.

KOHNLE et al. (1998) incluiram em seus estudos 28 individuos com
transplante renal em terapia com ciclosporina, que apresentavam significativo
crescimento gengival. Desses, 15 passaram a utilizar tacrolimus como
imunossupressor. Todos os individuos receberam orientacdo sobre higiene
bucal e foram acompanhados por trés meses. Apos esse periodo, 0 grupo em
terapia com tacrolimus teve uma significativa reducao do crescimento gengival.
Em relacdo ao indice de sangramento gengival, ambos os grupos tiveram

reducao significativa.

BADER et al. (1998) relataram um caso de um homem de 59 anos,
transplantado renal em janeiro de 1993, em terapia com ciclosporina. Em 1996,
0 paciente apresentou-se com grave crescimento gengival, o qual ja estava

interferindo na estética, mastigacdo, fonética e impossibilitando o uso da



protese parcial removivel. Os 13 dentes remanescentes estavam com doenca
periodontal agressiva. Foi feita a opcao pela troca do medicamento. Apds dois
meses de tratamento com tacrolimus, o crescimento gengival havia reduzido
para a metade de seu volume, mostrando ainda uma aparéncia inflamada e
sangramento espontaneo. Apds quatro meses, 0 volume gengival ainda era
alterado nos espacos interdentais, mas nas regifes vestibulares, palatina e
lingual houve uma grande regressdo, com a gengiva apresentando uma
consisténcia firme e aparentemente menos inflamada. Na terapia periodontal

do paciente ndo foi necessaria a realizacado de gengivectomia.

BUSQUE et al. (1999) mostraram que a hiperplasia gengival e a hipertricose
sdo efeitos adversos associados a terapia com ciclosporina, mas ndo com o
tacrolimus. De agosto de 1996 a maio de 1997, 15 pacientes (nove homens e
seis mulheres) tiveram a sua medicagdo imunossupressora alterada de
ciclosporina para tacrolimus. Dos 15 pacientes avaliados inicialmente, 12
tinham hiperplasia gengival, dois tinham hipertricose e um tinha hiperplasia
gengival e hipertricose. Nos trés primeiros meses, todos 0s pacientes tiveram
reducdo significativa do crescimento gengival, sendo que cinco deles tiveram
completa resolucdo da hiperplasia gengival. No fim desse periodo, todos os
pacientes apresentaram regressao total do crescimento gengival. Com seis
meses houve resolucdo da hipertricose. Nenhum episédio de rejeicdo ocorreu
com a troca de medicamentos e 0 nivel sérico de creatinina também
permaneceu estavel. Para esses autores, a conversao de ciclosporina para
tacrolimus é segura, tornando-se uma valiosa opcdo de tratamento para
individuos com grave crescimento gengival. Na substituicdo dos
imunossupressores, os individuos receberam uma dose inicial de tacrolimuns
de 0,15mg/kg/dia, o que corresponde a um nivel sérico de 24,2ng/ml. Apés a
estabilizacdo do paciente a dose do medicamento foi reduzida, chegando a um
nivel sérico de 8ng/ml, o que resulta em grande beneficio, pois foram

reduzidos significativamente os efeitos adversos.



JAMES et al. (2000) monitoraram a resposta do crescimento gengival em
individuos que tiveram a terapia com ciclosporina convertida para tacrolimus.
Foram acompanhados quatro pacientes com transplantes renais durante seis
meses. Todos o0s pacientes tiveram reducdo significativa do crescimento
gengival no tempo estudado, sendo que em apenas um individuo a remissao

do crescimento gengival foi completa.

O tacrolimus €, portanto, um agente imunossupressor alternativo efetivo para
pacientes transplantados que parece nao induzir crescimento gengival (BADER
et al., 1998; KOHNLE et al., 1998; JAMES et al., 2000; PLOSKER & FOSTER,
2000; HERNANDEZ et al., 2000; KENNEDY & LINDEN, 2000).



4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Esta pesquisa prop6s uma investigacdo em modelo animal e utilizou 50 ratos
Sprague-Dawley, machos, com quatro a seis semanas de vida e peso variando
entre 165-225 gramas. Os animais foram adquiridos do biotério da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), S&o Paulo.

4.2  Desenho experimental

Os animais foram selecionados e divididos homogeneamente em grupos, de
acordo com o peso, objetivando o calculo das doses de medicamento de
acordo com o peso médio dos animais em cada grupo. Apos a selecao dos
animais, trés grupos foram estabelecidos. O grupo controle (Gc), com 10
animais recebeu medicamento placebo (agua destilada). O grupo ciclosporina
(Cs), com 20 animais, foi subdividido em dois sub-grupos de 10 animais. Eles
receberam 10mg/kg/dia (Csl) e 30mg/kg/dia (Cs2) de ciclosporina. O grupo
tacrolimus (Tc), também com 20 animais, foi subdividido em dois sub-grupos de
10 animais. Eles receberam 3,2mg/kg/dia (Tcl) e 6,4mg/kg/dia (Tc2) de
tacrolimus. A composi¢cao dos subgrupos foi feita baseada em duas doses de
administracdo das drogas: uma terapéutica (Csl, Tcl) e uma superior a

terapéutica (Cs2, Tc2).

A dose terapéutica, isto €, dose capaz de manter a atividade imunossupressora
foi baseada em JIANG et al. (1999). Ja a dose superior a terapéutica teve como
finalidade exacerbar as possiveis alteracdes clinicas e foi baseada nos estudos
de FU et al. (1996) e HAINES et al. (2000).



4.3 Monitoramento dos ratos

Os animais foram acomodados em cinco gaiolas plasticas (10 animais por

gaiola) com as seguintes dimensdes 30x20x16cm. A cama dos animais,

constituida por serragem autoclavada, era trocada diariamente.

Cada gaiola foi identificada de acordo com os subgrupos e

individualizado através de um a 10 furos nas orelhas (TAB. 2).

TABELA 2

Subdivisdo dos animais de acordo com a dosagem da droga

cada animal foi

Controle Ciclosporina Tacrolimus

Placebo 10mg (Csl) 30mg (Cs2) 3,2mg (Tcl) 6,4mg (Tc2)
Gcel Csl.1 Cs2.1 Tcl.l Tc2.1
Gce2 Csl.2 Cs2.2 Tcl.2 Tc2.2
Gce3 Csl.3 Cs2.3 Tcl.3 Tc2.3
Gca Csl.4 Cs2.4 Tcl.4 Tc2.4
Gc5 Csl5 Cs2.5 Tcl5 Tc2.5
Gc6 Csl.6 Cs2.6 Tcl.6 Tc2.6
Gc7 Csl.7 Cs2.7 Tcl.7 Tc2.7
Gc8 Csl1.8 Cs2.8 Tcl.8 Tc2.8
Gc9 Csl.9 Cs2.9 Tcl.9 Tc2.9
Gcl0 Cs1.10 Cs2.10 Tcl1.10 Tc2.10

Os animais foram monitorados durante os 86 dias do experimento, com dieta

balanceada® e agua ad libitum, além do medicamento especifico para cada

subgrupo. O experimento comecou apds um periodo de sete dias de adaptacao

dos animais no biotério, sendo a temperatura no mesmo mantida em torno de

25°C.

Da primeira a nona semana do experimento (periodo no qual os ratos ingeriram

0s medicamentos), todos os animais foram pesados semanalmente, em

! Rac&o Nuvilab-CR1. Nuvital Nutrientes Ltda. Brasil



balanca digita® (ANEXO A). Para a realizacdo desses procedimentos o0s

animais eram colocados numa cubeta de metal.

O peso dos animais de cada subgrupo foi obtido para calculo e ajuste semanal
da dosagem da droga e foi anotado em fichas proprias, desenvolvidas para
essa finalidade (ANEXO B).

4.4  Fracionamento e administracao das drogas

Os medicamentos foram fracionados e manipulados para cada sub-grupo de
acordo com orientacdo do laboratorio de farmacologia da Faculdade de

Farméacia da Universidade Federal de Minas Gerais.

4.4.1 Fracionamento da ciclosporina e tacrolimus

Para preparar a dose de ciclosporina, foram utilizados dois frascos de 50ml de
ciclosporina® de 100mg/ml. A ciclosporina era aspirada em uma seringa e
diluida em agua destilada, na proporcdo de 1ml de Sandimmun Neoral para

9ml de agua, formando uma solu¢do com concentracdo de 10mg/ml.

A droga tacrolimus (7,5 gramas de Prograf’, em dispersdo sélida a 20%) foi
entregue a um laboratorio de manipulacéo farmacéutica para fracionamento em
capsulas de acordo com a quantidade necesséaria para os dez animais dos
subgrupos, sendo uma cépsula para cada horario de administracao.
Semanalmente, de acordo com o peso meédio dos sub-grupos, as capsulas
eram preparadas. A cada horario de administracdo, a capsula era aberta,
diluida em agua destilada e homogeneizada, formando o medicamento com a

concentragcdo necessaria.

> Mettler P.C 4000
3 Ciclosporina — Sandimmun Neoral — NOVARTIS - Suica
* Tacrolimus — Prograf - FUJISAWA - Japéo



4.4.2 Administracédo das drogas

Os medicamentos foram administrados por via oral (intubacdo intra-gastrica),

de 12 em 12 horas, com seringas de insulina®.

O grupo controle (Gc) recebeu 0,2ml de agua destilada durante todo o
experimento. O peso meédio dos animais e sua respectiva dose durante o

experimento serdo apresentados em resultados

4.5 Exame clinico dos tecidos gengivais

O exame clinico foi realizado para a identificacdo de alteragBes morfologicas e
de coloracdo nos tecidos gengivais em todos 0s animais, no inicio do
experimento (exame base) e decorridos 54 dias da administracdo das drogas
(segundo exame).

4.5.1 Alterac6es morfologicas

O exame clinico para identificacdo de alteracdes morfolégicas nos ratos foi
realizado tendo como referéncia as seguintes medidas (FIG. 1, 2, 3):

a. distancia da juncdo mucogengival a incisal (JMG-I) dos incisivos;

b. distancia da margem gengival a incisal (MG-I) dos incisivos inferiores.

> Plastipak 1ml (1/100) - Becton Industria Cirdrgica Ltda. - Brasil



Distancia da margem
gengival a incisal (MG-I)

Distancia da juncéo
mucogenaival a incisal (JMG-I)

FIGURA 1 - Desenho esquematico lateral de incisivo inferior de rato

Distancia da margem
gengival a incisal (MG-I)

Distancia da juncéo
mucogengival a incisal (JIMG-I)

FIGURA 2 - Desenho esquematico frontal de incisivo inferior de rato



FIGURA 3 - Vista fotogréfica de incisivo inferior de rato

Essas medidas foram realizados com uma sonda periodontal milimetrada tipo
Hu-Friedy® no inicio do experimento (exame base - EB) e decorridos 54 dias
do experimento (segundo exame - SE), sendo anotadas em fichas
individualizadas para esta finalidade (ANEXO C) (FIG. 4).

® Hu-Friedy - USA



FIGURA 4 - Vista fotografica da medicdo da margem gengival & incisal do

incisivo inferior esquerdo de rato

As diferencas entre as medidas da JMG-I e MG-I, refletem alteracGes
morfolégicas no tecido gengival e foram adaptadas do estudo de FU et al.
(1996).

4.5.2 AlteracOes de coloracéo do tecido gengival

As alteracfes de cor foram detectadas através da comparacéo visual do tecido

gengival dos animais do grupo controle com os animais dos outros grupos.

A gengiva clinicamente normal dos animais no grupo controle apresenta-se

com uma coloracao rosa claro, com pequenas variacdes desta tonalidade.



4.6 Preparacao do material para analise do nivel sérico e exame histoldgico

No quinquagésimo sexto dia, cinco animais de cada grupo foram separados
randomicamente, sedados com éter e anestesiados com 0,04ml de ketamina’.
ApoOs a sedacao e anestesia dos animais foi realizada a coleta de sangue e dos

tecidos gengivais e, em seguida, os mesmos foram sacrificados.

Os tecidos periodontais foram fixados em metanol (80%) e dimetilsulfox (20%)
e incluidos em paraplast para posterior exame histopatolégico. A anélise do
nivel sérico e histopatologica destes tecidos ndo constitui objetivo desta
dissertacdo. A analise histopatologica e do nivel sérico estdo sendo avaliadas

e serdo apresentadas posteriormente.

Todos os animais nao sacrificados foram mantidos em observacdo no biotério

por um periodo de trinta dias.

4.7 Andlise estatistica

4.7.1 Andlise de concordancia

A concordancia intra-examinador foi realizada pelo teste T de Student para
amostras pareadas. Um unico examinador repetiu a leitura das medidas em
quatro animais, selecionados aleatoriamente em cada grupo, tanto no exame
base quanto no segundo exame, para determinacdo do grau de concordancia
(ANEXO D).

! Francotar - Virbac do Brasil Ind. Ltda. - Brasil



4.7.2 Andalise dos dados coletados

As medidas descritivas serdo apresentadas em porcentagens e tabelas com a

média, mediana, minimo (min), maximo (max) e desvio padrdo (d.p.).

As comparacfes entre os grupos GC; Csl; Cs2; Tcl e Tc2 foram realizadas
utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis (JOHNSON & BHATTACHARYYA,
1986; CONOVER, 1999). Este teste, ndo paramétrico, tem como objetivo
comparar duas ou mais amostras independentes em relacdo a uma medida de
interesse. Isto €, 0 teste ndo baseia-se na média e desvio-padrdo e sim nos

postos / posi¢des (rank - posi¢cdo do individuo na amostra) das medidas .

A comparacao entre exame base e segundo exame, em relagdo a uma mesma
medida (JMG-I e MG-I) foram realizadas pelo teste de Wilcoxon para amostras
pareadas (JOHNSON & BHATTACHARYYA, 1986; CONOVER, 1999). Trata-
se de um teste ndo paramétrico que tem como objetivo comparar medidas
realizadas na mesma unidade amostral, isto é, comparar se uma medida no

exame base difere significativamente desta mesma medida no segundo exame.

Todos os resultados foram considerados significativos para uma probabilidade
de significancia inferior a 5% (p< 0,05) tendo, portanto, pelo menos 95% de

confianca nas conclusdes apresentadas.

4.8 Colaboracao e suporte laboratorial

Este estudo teve o suporte técnico e cientifico do laboratorio de farmacologia
japonés FUJISAWA, do laboratério de Patologia da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal de Minas Gerais e do Departamento de Alimentag&o

da Escola de Nutricdo da Universidade Federal de Ouro Preto.



5 RESULTADOS

5.1 Concordancia intra-examinador

As TAB. 3 e 4 mostram a comparacao entre as duas medidas realizadas pelo
mesmo examinador na avaliagdo da juncdo muco gengival a incisal (JMG-1) e
da margem gengival a incisal (MG-lI). Nas duas situagbes, nao foram
observadas diferencas significativas nas duas medidas (ANEXO D).

TABELA 3
Comparacéo entre as duas medidas realizadas pelo mesmo examinador no

que se refere a medida da juncdo mucogengival a incisal (JMG-I)

Medidas descritivas
Medida Minimo (mm) | Maximo Média (mm) |Desvio (mm) |P
(mm)
12 11,0 12,0 11,87 0,33
0,320
22 11,0 12,0 11,90 0,30 10=2°

Nota: a probabilidade de significancia refere-se ao teste T de Student para

amostras pareadas.

TABELA 4

Comparacéo entre as duas medidas realizadas pelo mesmo examinador no

que se refere a medida da margem gengival a incisal (MG-I)

Medidas descritivas
Medida Minimo (mm) | M&ximo Média (mm) |Desvio (mm) |p
(mm)
12 5,0 10,0 9,03 1,12
0,490
28 5,0 10,0 9,08 1,10 10=2°




Nota: a probabilidade de significancia refere-se ao teste T de Student para

amostras pareadas.

5.2 Peso médio e dose utilizada de 12/12 horas durante o experimento

O peso médio dos animais e a dose de medicamento administrada durante o

experimento estdo mostrados na TAB. 5 e no GRAF. 1.

TABELA 5
Peso médio apresentado pelos animais
. Controle Csl Cs2 Tcl Tc2
§ PM |D PM |D PM |D PM |D PM |D
@ |(@r) |[(mh* |(@r) |(mg) |(gr) [(mg) [(gr) |[(mg) |[(gr.) |(mg)

[EEN
1<}

225 0,2 168 0,80 165 250 190 0,30 211 0,67

2% 264 0,2 211 100 200 3,00 231 037 242 0,77

32 284 02 247 120 233 350 261 0,41 252 0,80

4% 308 0,2 277 1,40 256 3,80 250 0,40 290 0,90

52 323 0,2 303 150 266 390 312 049 313 1,00

62 341 0,2 306 150 257 3,80 324 051 319 1,02

7% 351 0,2 339 1,70 279 4,10 345 055 345 1,10

8 363 0,2 344 1,70 288 430 353 0,56 352 1,12

9¢ 376 0,2 339 1,70 274 410 35 05 359 1,14

PM=pesomédio - D=dose - *=aguadestilada - placebo



400

350 +

300 +

250 +

200 +

Peso (médio)

150 + B =—Grupo 1
=== Grupo 2
100 + Grupo 3
Grupo 4

50
=¥=Grupo 5

t t t t t t t
12 2a 3a 42 5a 62 72 g2 9a

Semana de acompanhamento

GRAFICO 1 - Caracterizacéo dos ratos
quanto ao peso corporal em todo o
periodo de acompanhamento
considerando-se o grupo

5.3 Medidas da jun¢do mucogengival a incisal (JIMG-I)

A TAB. 6 e o0 GRAF.2 mostram que 0s grupos apresentaram medidas da
juncdo mucogengival a incisal similares, tanto no exame base como no

segundo exame.

Considerando o exame base e 0 segundo exame, respectivamente, as meédias
encontradas no grupo controle foram de 11,9 (£0,3) e 12 (x0,5), no grupo Csl
foram de 12 (x0,5) e 12 (%0,5), no grupo Cs2 foram de 11,3 (x0,5) e 11,3
(x0,5), no grupo Tcl foram de 12 (+0,0) e 11,9 (£0,3), no grupo Tc2 foram de
11,9 (£0,3) e 11,9 (0,3).



TABELA 6

Medidas de tendéncia central

mucogengival a incisal (JMG-I)

(média com

desvio padrdo) da juncao

Epoca

Grupo

Medidas descritivas

Minimo

Maximo

Mediana

Média

(mm) (mm) (mm) (mm) P

Exame Controle 11,0 12,0 12,0 11,9 0,3
Base Csl 11,0 13,0 12,0 12,0 0,5
Cs2 11,0 12,0 11,0 11,3 0,5

Tcl 12,0 12,0 12,0 12,0 0,0

Tc2 11,0 12,0 12,0 11,9 0,3

Segundo Controle 11,0 13,0 12,0 12,0 0,5
exame Csl 11,0 13,0 12,0 12,0 0,5
Cs2 11,0 12,0 11,0 11,3 0,5

Tcl 11,0 12,0 12,0 11,9 0,3

Tc2 11,0 12,0 12,0 11,9 0,3

D.P. = desvio padréo

De acordo com esses resultados observou-se que a medida da juncéo

mucogengival a incisal permanece estavel, tanto no exame base quanto no

segundo exame, 0 que permite concluir que essa medida foi constante durante

todo o experimento.
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GRAFICO 2 - Medidas da distancia da
juncdo  mucogengival a incisal,
considerando-se 0 grupo e a época da

avaliacao

Diferenca entre a medida da jungdo mucogengival a incisal (JMG-I) e da

margem gengival & incisal (MG-I)

As TAB. 7 e 8 e 0 GRAF. 3 mostram que 0s grupos apresentam uma diferenca

entre as medidas JMG-l e MG-I similar no exame base. No segundo exame,

essas medidas apresentaram-se com diferengas significativas.

Considerando o exame base, a média encontrada no grupo controle foi de 2,7

(£0,5),

no grupo Csl1 de 2,8 (+0,8), no grupo Cs2 de 2,3 (x0,5), no grupo Tcl

de 2,3(x0,5) e no grupo Tc2 de 2,2 (+0,6).



No segundo exame, a média encontrada no grupo controle foi de 2,8 (£0,4), no

grupo Cs1 foi de 4,0 (+0,8), no grupo Cs2 de 5,2 (x1,2), no grupo Tcl de 2,0

(x0,5) e no grupo Tc2 de 2,2 (x0,6).

TABELA 7

Medidas de tendéncia central (média com desvio padrédo) para diferenca entre

a medida da distancia da juncdo mucogengival/incisal e da distancia da

margem gengival/incisal

Medidas descritivas

Epoca Grupo Minimo | Maximo | Mediana | Média D.P
(mm) (mm) (mm) (mm) T

Exame Controle 2,0 3,0 3,0 2,7 0,5
base Csl 2,0 4,0 3,0 2,8 0,8
Cs2 2,0 3,0 2,0 2,3 0,5

Tcl 2,0 3,0 2,0 2,3 0,5

Tc2 1,0 3,0 2,0 2,2 0,6

Segundo Controle 2,0 3,0 3,0 2,8 0,4
exame Csl 3,0 5,0 4,0 4,0 0,8
Cs2 3,0 7,0 5,0 5,2 1,2

Tcl 1,0 3,0 2,0 2,0 0,5

Tc2 1,0 3,0 2,0 2,2 0,6

TABELA 8

Avaliacdo do efeito das drogas e do tempo na diferenca entre a medida da

distancia da jungdo mucogengival/incisal

gengival/incisal

e da distancia da margem

Grupo
Epoca Control | Csl Cs2 Tcl Tc2 p

e (mm) | (mm) (mm) (mm) (mm)
Exame Base 2,7 2,8 2,3 2,3 2,2 0,134
Segundo 2,8 4,0 5,2 2,0 2,2 < 0,001
exame
p 1,000 0,014 0,006 0,181 O
Concluséo EB = EB < EB < EB =

SE SE SE SE

Nota: a probabilidade de significancia para a comparacdo entre 0S grupos
refere-se ao teste Kruskal-Wallis.
A probabilidade de significancia para a comparagcao entre os exames do
mesmo grupo refere-se ao teste de Wilcoxon.
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GRAFICO 3 - Diferenca entre as medidas da JMG-I e MG-| dos grupos no

exame base e segundo exame

Comparando-se a diferenca das medidas da jungdo mucogengival a incisal e
da margem gengival a incisal, verificou-se que nos cinco grupos avaliados
essas medidas foram similares no exame base. No segundo exame, verificou-
se uma diferenca significativamente maior no grupo que recebeu a dose
superior a terapéutica de ciclosporina (Cs2), seguido do grupo que recebeu
ciclosporina em dosagem terapéutica (Csl). Ja o grupo controle (FIG. 5) bem
como o0s dois sub-grupos tacrolimus nédo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas. Assim, ocorreram mudancas significativas nas
medidas entre o exame base e 0 segundo exame, apenas nos grupos gque

receberam ciclosporina (TAB. 7 e 8 e 0 GRAF. 3).



Dessa maneira, conclui-se que quanto maior a diferenca entre as medidas da
JMG-I e MG-I do exame base para 0 segundo exame, maior a alteracao
morfolégica dos tecidos gengivais, o que neste estudo é interpretado como

crescimento gengival (FIG. 6).

FIGURA 5 - Grupo controle - auséncia de crescimento



FIGURA 6 - Crescimento gengival em animal do grupo Cs2
5.5 AlteracOes de coloracao dos tecidos gengivais

A coloracdo dos tecidos gengivais variou de rosa claro para tonalidades de

vermelho intenso a azuladas.

Essas alteracdes de cor foram verificadas no segundo exame nos grupos que
receberam dose superior a terapéutica de ciclosporina e tacrolimus, em todos
os animais. No grupo que recebeu dose terapéutica de ciclosporina nao
constatou-se nenhuma alteragdo de cor. No grupo que recebeu dose
terapéutica de tacrolimus, constatou-se alteracdo de cor em 60% dos ratos. Os

animais do grupo controle ndo apresentaram alteracdes de cor (GRAF.4).
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GRAFICO 4 - Alterac6es de cor no segundo exame, con  siderando-se 0s

grupos

5.6 Remisséao das alteracdes gengivais

Apos quinze dias da suspensdo das drogas, novos exames clinicos foram

realizados nos animais remanescentes e foi constatado que os tecidos

gengivais retornaram as suas condi¢cdes normais, com remissdo de todas as

alteracdes gengivais anteriormente apresentadas.



6 DISCUSSAO

A alta prevaléncia de alteracdes nos tecidos gengivais em individuos em uso
de ciclosporina, apés transplantes de 6rgdos, esta bem documentada na
literatura (WYSOCKI et al., 1983; TYLDESLEY & ROTTER, 1984; FRISKOPP
& KLINTMALM, 1986; DALEY et al.,1986; MCGAW et al., 1987; SEYMOUR et
al., 1987; PERNU et al., 1992; PERNU et al., 1993; THOMASON et al., 1993;
SOMACARRERA et al., 1994; HEFTI et al., 1994; BOKENKAMP et al.,1994;
CEBECI et al.,, 1996a,b; MARGIOTTA et al.,1996; VARGA et al., 1998;
WILSON et al., 1998; SPRATT et al., 1999; JAMES et al.,, 2000; THOMAS et
al., 2000; AGUIAR, 2001).

Diversos estudos tém comparado a eficacia da ciclosporina e do tacrolimus na
terapia imunossupressora em pacientes transplantados (BUSUTIL et al., 1994;
NEUHAUS et al., 1995; WILLIAMS et al., 1996; MAYER et al., 1997; BADER et
al.,, 1998; SPENCER et al., 1997; VAN HOOFF & CHRISTIAANS, 1999;
PLOSKER & FOSTER, 2000).

Nao foi encontrado na literatura consultada nenhum estudo em modelo animal
gue comparasse a ciclosporina com o tacrolimus e a influéncia dessas drogas

no tecido gengival.

Os resultados encontrados nesta pesquisa apontaram crescimento gengival
significativo nos animais que fizeram uso de ciclosporina (subgrupo Csl e Cs2)
e sao condizentes com estudos experimentais, em modelo animal, que
mostram os efeitos da ciclosporina induzindo crescimento nos tecidos
gengivais (RYFFEL et al.,1983; SEIBEL et al., 1989; MORISAKI et al., 1993;
FISCHER & KLINGE, 1994; FU et al.,1995; NISHIKAWA et al., 1996; NIEH et
al., 1996; PILATTI & SAMPAIO, 1997; MORISAKI et al., 1997).



Nesse experimento, foi verificada uma maior gravidade do crescimento
gengival induzido pela ciclosporina nos animais que receberam uma dose
aumentada desse medicamento (subgrupo Cs2), resultados que sé&o
comparaveis aos reportados por FU et al. (1995) e MORISAKI et al. (1997) que
também mostraram uma correlacdo positiva entre a gravidade do crescimento

gengival e dose de ciclosporina .

Neste estudo, os animais que fizeram uso de tacrolimus ndo apresentaram
alteracdes morfologicas nos tecidos gengivais, sendo interessante relatar a
auséncia na literatura de experimentos em modelo animal correlacionando o
uso de tacrolimus com alteracdes nos tecidos gengivais. Entretanto, relatos de
casos clinicos em humanos confirmaram a eficacia do tacrolimus como
Imunossupressor sem evidéncias de alteragdo nos tecidos gengivais (DODD,
1997; BADER et al., 1998; KOHNLE et al., 1998; BUSQUE et al.,1999; JAMES
et al., 2000).

FU et al. (1995); NIEH et al. (1996); MORISAKI et al. (1997) e JIANG et al.
(1999) relatam em seus experimentos que 0s grupos de animais que
receberam uma dose aumentada de ciclosporina apresentaram um menor
desenvolvimento no peso corporal. No presente experimento, 0os animais do
subgrupo Cs2 apresentaram um desenvolvimento menor do que os demais
grupos. JIANG et al. (1999) compararam a eficacia da agdo imunossupressora
da ciclosporina e do tacrolimus em ratos transplantados renais e também
observaram que os animais do grupo ciclosporina, que receberam uma dose
superior a terapéutica, também apresentaram menor ganho de peso em
relacdo aos outros grupos. Entretanto, em seu estudo, os animais do grupo
tacrolimus apresentaram menor desenvolvimento em relacdo ao grupo

ciclosporina, o que néo foi observado nesta pesquisa.

Véarios efeitos adversos dos agentes imunossupressores sdo dose-
dependentes e esse fato € descrito na literatura por varios autores (SEYMOUR
et al., 1987; ADAMS & DAVIES, 1994; HEFTI et al., 1994; SPENCER et al.,



1997; WILSON et al.,, 1998; VARGA et al., 1998; BUSQUE et al., 1999;
SPRATT et al., 1999). Nesta pesquisa, apos 15 dias de suspenséo do uso dos
dois medicamentos, todos os animais que ficaram em observacao passaram a
apresentar o tecido gengival em condicbes de normalidade, mostrando uma
relacdo dose-dependente da droga em relagéo ao efeito adverso.

Durante os exames clinicos, foram evidentes as alteracdes visuais de
coloracdo nos tecidos gengivais dos grupos Cs2; Tcl e Tc2 quando
comparados ao grupo controle. Em relagdo ao tacrolimus, todos os animais do
grupo Tc2 (dose superior a terapéutica) apresentaram alteracdo da coloragao
gengival e 60% daqueles que receberam dose terapéutica também mostraram
essa alteracdo. Na literatura consultada, ndo foi encontrado nenhum trabalho
que relatasse essas alteracbes provenientes da terapia com ciclosporina ou
tacrolimus. Entretanto, sdo necessarias maiores investigacdes quando a

natureza deste achado.

Baseado na eficacia do tacrolimus como agente imunossupressor (BUSUTIL et
al., 1994; WILLIAMS et al., 1996; MAYER et al.,, 1997; PRATSCHKE et al.,
1997; BADER et al., 1998; VAN HOOFF & CHRISTIAANS, 1999; JAMES et al.,
2000), nos relatos de casos clinicos em humanos mostrando a reducédo do
crescimento gengival advindos da substituicho da ciclosporina para o
tacrolimus (DODD, 1997; BADER et al., 1998; KOHNLE et al., 1998; BUSQUE
et al.,.1999; JAMES et al.,, 2000; HERNANDEZ et al., 2000; KENNEDY &
LINDEN, 2000) e nas evidéncias apresentadas por este estudo, pode-se
sugerir uma provavel indicacdo para a substituicdo da ciclosporina pelo
tacrolimus nos individuos que apresentam um grave crescimento gengival,
apos avaliacdo dos diferentes perfis de tolerabilidade dessas drogas. Assim, 0
tacrolimus pode ser uma importante opcdo para a prevencdo das alteractes

periodontais nos individuos submetidos a transplantes de 6rgaos.
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CONCLUSOES

Este estudo comparativo em modelo animal pdde concluir que:

a ciclosporina induziu crescimento gengival tanto na dose terapéutica

como na dose superior a terapéutica,

a gravidade do crescimento gengival foi maior no subgrupo Cs2 (dose
superior a terapéutica) do que no subgrupo Csl (dose terapéutica),
mostrando uma correlagdo positiva entre dose e gravidade do

crescimento gengival;

o tacrolimus ndo promoveu nenhuma alteracdo morfologica nos tecidos

gengivais em ambos os subgrupos (Tcl e Tc2);

os efeitos adversos das drogas imunossupressoras neste experimento
mostraram ser reversiveis; apds a suspensdo dos medicamentos houve

completa remisséo das alteracdes gengivais em 15 dias;

0os animais dos subconjuntos CS2 (dose superior a terapéutica) TC1
(dose terapéutica), TC2 (dose superior a terapéutica), apresentaram
alteracdo de cor nos tecidos gengivais, quando comparado aos animais
do grupo controle. Portanto, essas alteracdes clinicas necessitam de mais

investigacoes.



8 SUMMARY

The purpose of this experimental study was to evaluate and compare the
possible morphological alterations in the gingival tissues of rats, under the
administration of the imunossupressors cyclosporine and tacrolimus. This
research was motivated by the high prevalence of gingival overgrowth
associated with the use of cyclosporine, which can cause aesthetic, phonetic
and functional alterations, and also by the reports of clinical cases that had
shown significant decrease in gingival overgrowth after the replacement of the
cyclosporine by the tacrolimus. The sample included 50 Sprague Dawley male
rats, four to six weeks old, with an average weight of 165 to 225 grams. The
animals were divided in five groups and received, during 54 days, through oral
medication, therapeutic and higher than therapeutic doses in order to
exacerbate the possible negative side effects. The animals were
homogeneously selected and divided in groups, according to their weight. After
animal selection, three groups were established. The Control Group (Cg), with
10 animals, received distilled water. The cyclosporine Group (Cs), made up of
20 animals, was subdivided in two sub groups of ten animals that received
10mg/kg/day (Csl) and 30mg/kg/day (Cs2) of cyclosporine respectively. The
tacrolimus group (Tc), also of 20 animals, was subdivided in two sub groups of
ten animals that received 3,2mg/kg/day (Tcl) and 6,4mg/kg/day (Tc2) of
tacrolimus respectively. The results have shown that the cyclosporine induced
overgrowth in the groups treated with this medication. The severity of this
overgrowth was higher in the animal group that received a higher cyclosporine
dosage (Cs2) than in the group that received the therapeutic dose, showing a
positive relation between dose and severity of gingival overgrowth. Based on
this study evidences, we can suggest a possible prescription for the substitution
of the cyclosporine by the tacrolimus in the individuals who show severe

gingival overgrowth.
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ANEXO A

Peso individual dos ratos, considerando-se 0s grupos

Gru- | Sema- Ratos

po na 1) [ 2@ [ 3@ | 4@) | 5@) | 6G@) [ 7(n [ 8@n [ 9(@n | 10@n
Gc 12 | 2334 2329 207,9 2064 250,8 1752 2752 1812 220,3 268,3
2a | 278,7 251,9 251,3 271,8 281,8 2208 299,7 2310 2552 297,6
32 | 300,2 304,7 2757 288,77 2712 2470 3119 2664 272,4 3058
42 | 3215 301,6 2937 3115 3100 300,0 326,1 289,1 292,3 3320
52 | 3525 374,0 334,5 3380 372,7 2910 319,7 341,7 328,77 3554
62 | 339,1 317,3 310,8 332,0 332,0 3422 290,1 312,0 348,7 364,0
72 | 3794 4034 304,1 359,6 3282 3264 370,5 3498 352,6 3545
82 | 3945 4145 3755 3565 3305 3415 3835 3550 3555 365,5
92 | 369,8 4045 362,3 364,3 3382 3735 317,7 3551 3665 347,3

Csl 12 1750 1785 1705 1545 1655 151,0 1950 150,7 190,5 1525
22 2184 2125 2129 1953 1964 216,0 204,99 2319 1855 2347
32 266,8 238,0 251,8 2457 230,2 2535 262,0 270,7 2259 226,1
4a 2990 2945 269,3 289,0 2619 256,9 258,7 2584 2993 2831
52 3258 276,1 2812 3225 3083 284,99 2906 2804 3411 3191
62 331,3 2795 2835 3285 2815 316,2 3225 2912 2860 3362
72 378,2 3978 3163 3660 3109 3430 3759 3236 3183 3573
82 3785 2994 3246 3752 316,6 3295 3909 372,6 327,7 3267
92 351,2 3000 3435 3720 3075 3275 3805 3255 3232 366,0

Cs2 12 1855 1705 166,0 193,8 153,7 139,5 209,0 1505 177,0 1470
22 205,7 1914 1954 1938 1768 201,3 253,7 191,0 2079 1820
32 2595 227,77 230,7 2179 2289 2106 2856 2009 2356 2284
42 2441 240,33 259,3 2543 267,99 3046 240,0 264,7 251,3 236,0
52 2594 252,1 281,7 2624 2692 2512 2769 2963 2516 2572
62 242,7 2395 2745 2795 24055 2485 254,0 2795 2595 2485
72 2113 2716 3139 250,6 2713 2684 2696 3124 2890 264,6
82 269,6 2757 3195 2484 2910 2958 2815 318,2 294,7 282,77
92 2485 2490 3225 2240 2815 2910 270,0 3140 279,0 256,0

Tcl 12 188,5 175,7 1785 206,3 1955 2052 203,7 1931 1736 177,2
22 228,4 2015 227,7 2541 248,0 2446 2385 2344 2148 2184
32 2517 228,3 226,7 2815 276,2 258,2 284,2 260,8 258,6 244,11
4a 2729 2756 286,4 238,7 2992 3038 2795 2750 266,0 300,0
52 309,0 341,8 265,3 327,7 3145 297,8 3178 3422 3069 2984
62 3115 3525 266,3 3145 337,0 3925 3125 3485 296,0 3055
72 3385 286,4 346,8 3843 360,7 3954 3244 3314 3550 3233
82 3404 297,7 358,1 3928 3715 390,7 3339 3669 344,2 3338
92 368,5 3045 3960 3415 3755 3930 3335 3680 3365 3455

Tc2 12 208,7 2035 207,2 204,3 1894 2145 2243 2142 2105 2265
22 262,0 2353 2429 2329 219,7 243,99 2652 2438 2248 2534
32 2276 246,4 2485 2415 226,3 253,6 2728 252,1 2332 266,1
42 3276 291,3 2798 2871 2834 256,3 3109 2941 2754 296,8
52 307,8 300,8 278,7 2939 309,7 3184 3358 3256 2936 3616
62 367,0 302,7 299,2 3158 3125 2874 3315 3300 3244 3158
72 401,7 3411 3283 3196 3136 3410 3474 360,2 3381 3683
82 419,3 343,1 3248 326,6 3483 320,5 3608 3620 3450 3660
92 4125 3498 3245 338,0 3495 3695 3655 3645 3475 367,55




ANEXO B

Medidas de tendéncia central (média com desvio padrédo) para peso individual

dos ratos
Medidas descritivas
Grupo Semana Minimo Maximo Média Desvio cV
(gn) (gn) (gn)
Gc 12 175,20 275,20 225,16 33,75 14,99
22 220,80 299,70 263,98 26,54 10,05
32 247,00 311,90 284,40 21,11 7,42
42 289,10 332,00 307,78 14,96 4,86
52 290,10 364,00 322,82 21,54 6,55
62 291,00 374,00 340,82 24,92 7,31
72 317,70 404,50 350,92 23,03 6,40
82 304,10 403,40 362,85 28,51 8,08
92 330,50 414,50 376,25 25,23 6,87
Csl 12 150,70 195,00 168,37 16,69 9,73
22 185,50 234,70 210,85 15,74 7,47
32 225,90 270,70 247,07 16,64 6,73
42 256,90 299,30 277,01 17,77 6,41
52 276,10 341,10 303,00 23,17 7,65
62 279,50 336,20 305,64 23,24 7,60
72 310,90 397,80 348,73 30,66 8,79
82 299,40 390,90 344,17 31,75 9,22
92 300,00 380,50 339,69 27,45 8,08
Cs2 12 139,50 209,00 169,25 22,34 13,20
22 176,80 253,70 199,90 21,23 10,62
32 200,90 285,60 232,58 24,28 10,44
42 236,00 304,60 256,25 20,16 7,87
52 251,20 296,30 265,80 15,08 5,67
62 239,50 279,50 256,67 15,85 6,17
72 211,30 313,60 272,27 29,61 10,88
82 248,40 319,50 287,71 21,46 7,46
92 224,00 322,50 273,55 30,61 11,19
Tecl 12 173,60 206,30 189,73 12,90 6,79
22 201,50 254,10 231,04 16,28 7,05
32 226,70 284,20 257,03 20,18 7,85
42 238,70 303,80 279,71 19,36 6,92
52 265,30 342,20 312,14 22,82 7,31
62 266,30 392,50 323,68 35,13 10,85
72 286,40 395,40 344,62 31,60 9,17
82 297,70 392,80 353,00 29,05 8,23
92 304,50 396,00 356,25 28,88 8,11
Tc2 12 189,40 226,50 210,31 10,66 5,07
22 219,70 265,20 242,39 14,89 6,14
32 226,30 272,80 246,81 15,38 6,23
42 256,30 327,60 290,27 19,49 6,72
52 278,70 361,60 312,59 23,97 7,67
62 287,40 367,00 318,63 21,93 6,88
72 313,60 401,70 345,93 25,77 7,45
82 320,50 419,30 351,64 28,71 8,17
92 324,50 412,50 358,88 23,70 6,60




ANEXO C

Medidas do exame base e do segundo exame

Exame base Segundo exame
Ratos
C Csl | Cs2 | Tcl | Tc2 C Csl |Cs2 |Tcl |Tc2
MG 12 12 11 12 12 | 12 12 1 12 12
- MG/l 9 10 6 10 10 9 9 6 10 10
MG 12 12 2 1 12 | 12 12 12 11 12
. MG/l 9 9 5 10 9 9 8 5 10 9
MG 12 13 2 12 12 | 12 13 12 12 12
> MG/l 9 9 7 10 9 9 8 7 10 9
MG 12 12 11 12 12 | 12 12 1 12 12
N MG/ 9 9 5 10 10 9 9 5 10 10
MG 12 12 11 12 12 | 12 12 1 12 12
> MG/ 9 9 4 10 10 9 7 4 10 10
MGN 12 11 11 12 12 | 12 11 11 12 12
> MG/ 9 9 8 10 9 9 8 8 10 9
MG 13 12 11 12 12 | 13 12 11 12 12
! MG/l 10 9 6 10 10 10 7 6 10 10
MG 12 12 11 12 11 | 12 12 11 12 11
& MG/ 9 10 7 9 10 9 8 7 9 10
MG 11 12 12 12 12 | 11 12 12 12 12
> MG/ 9 9 7 10 10 9 8 7 10 10
MG 12 13 11 12 12 | 12 12 1 12 12
o MG/l 10 9 6 10 10 | 10 8 6 10 10
Legenda:
C =Controle Tcl = Tacrolimus 1
Csl = Ciclosporina 1 Tc2 = Tacrolimus 2

Cs2 = Ciclosporina 2
JMG/I = Junc&o mucogengival / incisal
MG/l = Margem gengival / incisal



ANEXO D

Concordancia intra-examinador

Ratos Exame base Segundo exame
C Csl | Cs2 Tc1| Tc2 C Csl | Cs2 Tc1| Tc2
MG/l 12 12 12 12 12 12 12 11 12 12
- MGl 9 9 9 10 10 9 9 6 10 10
MG/l 12 12 12 12 12 11
> MGl 9 9 10 9 5 9
IMG/I 12 12 12 12
> MG/ 9 10 10 10
MG/l 12 12 12 12 12 12
& MG/l 9 10 10 9 9 10
IMG/I 12 12 12 12
> MG/ 10 9 10 10
MG/l 12 11 12 11
° MG/l 9 9 9 8
IMG/I 12 12
! MG/ 9 7
IMG/I 12 12
& MG/ 9 8
IMG/I 12 12
> MG/ 9 8
IMG/I
10.
MG/
Legenda:
C =Controle Tcl = Tacrolimus 1
Csl = Ciclosporina 1 Tc2 = Tacrolimus 2

Cs2 = Ciclosporina 2
JMG/I = Juncdo mucogengival / incisal MG/l = Margem gengival / incisal



