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Os aumentos gengivais podem ser decorrentes de reacoes teciduais a estimulos idiopaticos, patologicos e farmacologi-
cos. O objetivo desse trabalho foi avaliar morfometricamente e estereologicamente a acdo da fenitoina (Fen) e ciclospo-
rina (CsA) sobre os tecidos gengivais de ratos. Dez ratos receberam, por via intraperitonial, Fen na dose inicial de
2 mg/kg de peso corporal/dia, aumentando 2 mg a cada duas semanas, durante 60 dias. Em outros 10 ratos, admi-
nistraram-se, por via subcutanea, 10mg/kg de peso corporal/dia de CsA, durante o mesmo periodo do grupo anterior.
Os valores morfométricos e estereométricos dos tecidos gengivais dos ratos tratados com CsA foram significativamente
maiores quando comparado com os valores dos tecidos gengivais do grupo tratado com Fen. Esses resultados sugerem
que a CsA na dose utilizada é mais eficaz no desenvolvimento do aumento gengival em ratos, podendo estar atuando
na proliferacao de fibroblastos e no desequilibrio fisiologico da sintese de fibras colagenas.

UNITERMOS: Fibromatose gengival; Fenitoina; Ciclosporina.

INTRODUCAO

A associacdo entre alteracdes gengivais e dro-
gas foi primeiramente descrita por KIMBALL"” em
1939. Inicialmente, o aumento gengival induzido
por droga foi sindénimo de hiperplasia pela fenitoi-
na (Fen)'. Atualmente, outras drogas sao também
conhecidas como responsaveis pelo aumento gen-
gival, como os bloqueadores do canal de calcio e ci-
closporina (CsA)*.

A Fen é usada principalmente no tratamento de
convulsdes' e eventualmente no tratamento de ar-
ritmias cardiacas, particularmente nas arritmias
ventriculares®. A CsA é um macrolideo fingico com
propriedades imunossupressivas, cuja acao con-
siste na interferéncia na ativacdo dos genes que
expressam algumas linfocinas, suprimindo princi-
palmente a producéao de IL-2 e reduzindo a expres-
sao de receptores para essa interleucina, nos linf6-
citos em processo de ativacdo. Devido as suas
propriedades imunossupressivas, a CsA é utiliza-
da principalmente na profilaxia e tratamento da
rejeicao de transplantes alogénicos e eventual-

mente no tratamento de algumas doencas auto-
imunes®.

A prevaléncia do aumento gengival induzido por
drogas € variavel e controverso, aventa-se a hipote-
se que tal variabilidade possa estar relacionada
com a dosagem da droga®, concentracdo da droga
tanto plasmatica'"*, como na saliva>'* e presenca
de placa bacteriana e consequientemente inflama-
gé013,18,23.

O mecanismo do aumento gengival induzido
por drogas ainda é incerto e as informacdes sao
conflitantes. Postula-se que ocorra estimulacdo na
proliferacao de algumas populacoes de fibroblas-
tos, o que de certa forma justificaria a suscetibili-
dade individual por essas drogas'®*. Por outro
lado, atribuem o aumento gengival induzido por
drogas ao acimulo de proteinas na matriz extrace-
lular, principalmente do colageno®. Desequilibrios
entre a sintese e a degradacdo da matriz extracelu-
lar podem favorecer o acimulo de colageno e ou-
tras macromoléculas na matriz extracelular do te-
cido gengival'®*.

O proposito deste trabalho foi avaliar morfome-
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tricamente e estereometricamente a acao da Fen e
CsA sobre os tecidos gengivais de ratos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 30 ratos (Ratus norvergicus al-
binus, variedade Wistar) machos, jovens, com peso
inicial de aproximadamente 50 g, tratados com
agua e racao ad libitum. Os ratos foram distribui-
dos aleatoriamente em 4 grupos, sendo 2 grupos
de 5 e 2 grupos de 10, e submetidos aos tratamen-
tos como ilustra a Tabela 1.

Tratamento com CsA e Fen

A CsA*, concentracao de 50 mg/ml, foi diluida
com solucao de NaCl a 0,9% obtendo-se uma con-
centracao final de 10 mg/ml. Foram administra-
dos 10 mg/kg de peso corporal/dia, por via subcu-
tanea durante 60 dias”. A Fen** foi injetada
diariamente por via intraperitonial, durante
60 dias. Durante as primeiras duas semanas fo-
ram administrados 2 mg/kg de peso corporal/dia
aumentando 2 mg a cada 2 semanas. Nas duas ul-
timas semanas, os ratos receberam diariamente
10 mg/kg de peso corporal/dia'®. Dez ratos contro-
le receberam procedimentos de forma similar com
solucdo de NaCl a 0,9%.

Processamento histologico

Os ratos foram sacrificados por deslocamento
cervical e as mandibulas removidas e dissecadas.
A descalcificacao foi realizada em solucéo de citra-
to de s6dio a 20% e acido formico a 50% em partes
iguais e incluidas em parafina rotineiramente.
Seccoes transversais seriadas com 6 pm de espes-
sura foram coradas com H. E.

Morfometria

As medidas morfométricas foram feitas na gen-
giva livre, na regido de primeiro molar inferior, tan-

TABELA 1 - Distribuicdo dos grupos de ratos submeti-
dos (+) ou nao (-) aos tratamentos com CsA ou Fen. Os
grupos I e II foram considerados controle.

Grupo CsA Fen
I(n=5) - -
I(n=35) - -

III (n=10) + -
IV (n=10) - +
* Novartis.

** Cristalia.
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to na face vestibular como na face lingual, nas he-
mimandibulas direita e esquerda dos ratos de to-
dos os grupos. Utilizou-se um programa analisa-
dor de imagens (Mocha, Jandel Scientific San
Rafael, CA, EUA), acoplado a um microscopio de
luz Diastar (Cambridge Instruments, Buffalo, NY,
EUA), com objetiva de 10 X. Foram mensurados
aproximadamente 20 cortes, distantes um corte do
outro aproximadamente 60 pm (10 cortes). Os re-
sultados foram expressos em pixels e transforma-
dos em pum. De acordo com BERGLUNG et al’®
(1991), foram estabelecidos pontos morfologicos
na gengiva marginal livre. As mensuracdes foram
feitas a partir desses pontos, como ilustrado na Fi-

gura 1.

Estereologia

A determinacao da densidade volumétrica de fi-
broblastos (identificados como células fusiformes,
nucleo alongado), fibras colagenas, e outras estru-
turas, que correspondiam a outros tipos celulares,
vasos sanguineos e espacos vazios foram feitas
com o auxilio de uma objetiva de 100 X, onde uma
moldura quadriculada com area por ponto defini-
da era sobreposta as areas das imagens captura-
das do microscopio e projetadas no monitor. A
quantificacao foi feita com auxilio de um programa
analisador de imagens (Mocha, Jandel Scientific
San Rafael, CA, EUA), acoplado a um microscopio
de luz Diastar (Cambridge Instruments, Buffalo,
NY, EUA). Foram contados 25 pontos coincidentes
sobre as estruturas histologicas em 16 cortes da

FIGURA 1 - Esquema da gengiva marginal livre de rato,
mostrando os pontos de referéncia usados para as medi-
das morfométricas do epitélio bucal e tecido conjuntivo.
C = altura do epitélio da crista gengival; 1, 2 = epitélio
bucal nas porg¢oes coronaria e basal; H = altura do tecido
conjuntivo da regido média; A = largura do tecido con-
juntivo na regido média; B = largura do tecido conjuntivo
na regiao basal.
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TABELA 2 - Médias das medidas morfométricas (um + desvio-padrao) de estruturas da gengiva da face vestibular dos
primeiros molares inferiores, em relacao aos varios tratamentos.

Tratamentos Crista epitelial Epitélio bucal Altura Largura A Largura B
Controle 50,32 + 0,12 41,89 + 0,87 410,23 £ 1,11 172,62 + 0,83 151,33 £ 0,65
Fen 50,50 = 0,28 42,91 + 0,66 412,67 = 0,98 175,96 + 0,78 150,10 £ 0,82
CsA 136,45* £ 1,54 99,90* 0,77 998,76* + 1,05 348,98* + 1,34 302,45 £ 1,05

*Estatisticamente significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

TABELA 3 - Médias das medidas morfométricas (Um + desvio-padrao), de estruturas da gengiva da face lingual dos pri-
meiros molares inferiores, em relacdo aos varios tratamentos.

Tratamentos Crista epitelial Epitélio bucal Altura Largura A Largura B
Controle 47,47 £ 0,75 40,45 £ 0,55 268,25 = 1,20 156,33 + 0,67 138,45 £ 1,02
Fen 47,23 + 0,89 41,03 1,09 266,87 *+ 0,64 158,23 + 0,88 140,11 £ 0,54
CsA 98,66* + 1,30 92,30*% £ 0,85 521,70* £ 1,15 271,95% £ 0,95 258,02*% + 0,77

*Estatisticamente significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

gengiva da face vestibular e 16 cortes da gengiva
da face lingual (cada corte correspondia a um cam-
po), numa distancia de 10 cortes entre uma conta-
gem e outra, perfazendo um total de 400 pontos na
gengiva da face vestibular e 400 pontos na gengiva
da face lingual em ambas hemimandibulas por
animal. A determinacao da densidade de volume
das estruturas em analise, baseou-se nos princi-
pios de WEIBEL* (1969), cujo volume relativo (%)
das estruturas em analise foi calculado através da
formula: Ppi = Pi/ P (Ppi = densidade de volume das
estruturas das areas, Pi = soma do nimero de pon-
tos coincidentes sobre cada estrutura e P =
numero total de pontos do reticulo, multiplican-
do-se o namero de pontos do reticulo pelo numero
de campos examinados).

Analise estatistica

Para a analise dos dados, foi aplicado o teste de
variancia ANOVA. Quando acusou diferenca signi-
ficante, essa analise foi complementada pelo teste
de Tukey ao nivel de 5%.

RESULTADOS
Morfometria do epitélio e tecido conjuntivo da
gengiva da face vestibular e lingual

As médias das medidas morfomeétricas da crista
epitelial, epitélio bucal, altura e larguras A e B do
tecido conjuntivo foram semelhantes nos grupos
controle e nos tratados com Fen. O tratamento
com CsA aumentou significativamente as dimen-
soes lineares do epitélio e tecido conjuntivo da gen-

giva vestibular e lingual de todos os ratos
(Tabelas 2 e 3).

Quantificacao das areas do epitélio bucal,
tecido conjuntivo das gengivas das faces
vestibular e lingual

Sessenta dias apods o tratamento com CsA, as
areas do epitélio e tecido conjuntivo da gengiva da
face vestibular e lingual aumentaram em relacao
as areas do epitélio e tecido conjuntivo das gengi-
vas dos ratos tratados com Fen e controle. Nos au-
mentos gengivais induzidos pela CsA, as areas do
epitélio e o tecido conjuntivo da face vestibular
eram maiores que as areas da face lingual, como
ilustrado nas Tabelas 4 e 5.

Estereologia

As Tabelas 6 e 7 expressam os resultados obti-
dos da analise estereologica para a avaliacado da
densidade volumétrica (%) de fibroblastos, fibras
colagenas e outras estruturas da gengiva vestibu-
lar e lingual dos primeiros molares inferiores, dos
ratos submetidos aos varios tipos de tratamento.
As densidades volumeétricas de fibroblastos, fibras
colagenas e outras estruturas foram semelhantes
entre os grupos controle e o tratado com Fen, nas
gengivas da face vestibular e lingual. As densida-
des volumétricas de fibroblastos e fibras colagenas
foram significativamente maiores nas gengivas dos
ratos tratados com CsA, enquanto a densidade vo-
lumeétrica de outras estruturas foi menor.
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TABELA 4 - Médias das areas (Um?2) do epitélio bucal, do
tecido conjuntivo e area total da gengiva da face vestibu-
lar, em relacdo aos diversos tratamentos.

Tratamentos Egilt:';ilo coi?ﬁiﬂiovo Total
Controle 28.470 40.420 68.890
Fen 29.180 40.966 68.100
CsA 86.603* 143.950%* 230.553*

*Estatisticamente significativo pelo teste de Tukey ao
nivel de 5%.

TABELA 5 - Médias das areas (Um?2) do epitélio bucal, do
tecido conjuntivo e area total da gengiva da face lingual,
em relacdo aos diversos tratamentos.

Tratamentos E}gﬁizlo coi?ﬁiﬂiovo Total
Controle 13.590 18.537 32.127
Fen 13.990 19.131 33.121
CsA 50.276* 58.707* 108.983*

*Estatisticamente significativo pelo teste de Tukey ao
nivel de 5%.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O presente trabalho avaliou o aumento gengival
por meio da administracao sistémica de Fen e CsA
por 60 dias.

Primeiramente, analisou-se quantitativamente,
por meio de medidas morfométricas, o epitélio e o
tecido conjuntivo, assim como as areas das gengi-
vas vestibular e lingual, da regido de primeiro mo-
lar inferior dos ratos. E importante que os pontos
morfologicos para tais mensuracoes sejam preci-
sos e invariaveis; neste trabalho, esse fator foi es-
tabelecido com cautela, com todas as leituras se-
guindo orientacdes dos pontos preestabelecidos,
em todos os cortes medidos, permitindo avaliacoes
comparativas entre os grupos.

Houve significativo aumento das dimensdes do
epitélio, da altura e largura A e B do tecido conjun-
tivo e das areas das gengivas dos ratos tratados
com CsA, o mesmo néo acontecendo com os ratos
tratados com Fen. Os resultados também mostra-
ram que as dimensoes dos tecidos gengivais da
face vestibular sao maiores que as da lingual nos
ratos tratados com CsA. Técnicas semelhantes fo-
ram utilizadas por FISCHER; KLINGE’ (1994),
para mensurar cortes histolégicos corados com
H. E., do aumento gengival induzido pela CsA em
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TABELA 6 - Médias das medidas estereométricas (Um =*
desvio-padrao), de fibroblastos, fibras colagenas e ou-
tras estruturas da face vestibular dos primeiros molares
inferiores, em relacdo aos varios tratamentos.

% de % de fibras
fibroblastos colagenas

Controle |11,82 * 0,55|66,57 * 0,80|21,60 £ 0,67
Fen 12,01 + 0,76 67,08 = 0,54 20,91 = 0,25
CsA 13,65% £ 0,90 | 71,67* £ 0,39 | 14,67* + 1,01

% de outras

Tratamentos
estruturas

*Estatisticamente significativo pelo teste de Tukey ao
nivel de 5%.

TABELA 7 - Médias das medidas estereométricas (um *
desvio-padrao), de fibroblastos, fibras colagenas e ou-
tras estruturas da face lingual dos primeiros molares in-
feriores, em relacdo aos varios tratamentos.

% de % de fibras
fibroblastos colagenas

Controle | 11,90 + 0,90 | 67,60 £ 0,90 (20,50 + 1,10
Fen 12,22 + 0,69]66,04 = 1,11|21,74 £ 0,99
CsA 13,12* £ 1,10 | 71,75* + 1,21 | 15,12* £ 1,51

% de outras

Tratamentos
estruturas

*Estatisticamente significativo pelo teste de Tukey ao
nivel de 5%.

furdo, cujos valores das medidas morfométricas do
epitélio bucal e epitélio juncional indicaram au-
mento em suas dimensoes.

Varios relatos estabelecem a associacédo do au-
mento gengival induzido por drogas a fatores coad-
juvantes para seu desenvolvimento como dosa-
gem® e consequente concentracdo da droga tanto
plasmatica'*, como salivar®, e placa bacteriana
com consequente inflamacao'>'**. As doses de Fen
usadas nesse experimento foram as mesmas esti-
puladas por NASCIMENTO et al.'® (1985), e a dose
de CsA foi estabelecida por WASSEF et al.*” (1985),
cujos resultados mostraram que a dosagem de 10
mg/kg de peso corporal/dia em ratos induzem
concentracao plasmatica constante e ndo induzem
toxicidade.

Os resultados do presente trabalho mostraram
que o tratamento com Fen, na dose utilizada, foi
pouco eficaz na inducdo do aumento gengival em
ratos; resultados semelhantes foram observados
por NASCIMENTO et al.”® (1985). Esses autores s6
observaram aumento gengival quando associaram
a Fen com actimulo experimental de placa bacteri-
ana e consequente inflamacao gengival. Por outro
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lado, 100% dos ratos tratados com CsA desenvol-
veram aumento gengival confirmando os achados
de KITAMURA et al.” (1990). SOMACARRERA et
al”* (1994) sugeriram que o fator basico que influ-
encia a severidade do aumento gengival sdo a con-
centracdo de CsA no sangue e os niveis de placa
dental e gengivite.

O mecanismo de acao do aumento gengival in-
duzido por drogas ainda é enigmatico, mas postu-
la-se que seja devido a estimulacao direta ou indi-
reta na proliferacdo de algumas populacées de
fibroblastos™'”?', aumento da sintese protéica da
matriz'>”® extracelular ou ainda inibicao da ativi-
dade das metaloproteinases®. Eventualmente, es-
ses fatores podem atuar simultaneamente, em
maior ou menor grau, dependendo do caso®™. Os
varios estudos existentes até o momento exploran-
do os mecanismos de acao dessas drogas sobre o
indice de proliferacao de fibroblastos, sintese pro-
téica e atividade colagenolitica tém apresentado
resultados controversos; portanto, a quantificacao
da populacao de fibroblastos e matriz extracelular
do aumento gengival permanece obscuro, existin-
do poucos estudos e com resultados conflitantes'.

Os dados obtidos neste trabalho revelam que o
tecido conjuntivo da gengiva marginal dos ratos
tratados com CsA apresenta maior densidade vo-
lumétrica de fibroblastos e de fibras colagenas,
quando comparado com o grupo controle e o grupo
tratado com Fen. Alguns estudos in vitro tém de-
monstrado a influéncia da CsA e Fen estimulando
a proliferacdo de subpopulacées de fibroblas-
tos®**?®, Outros autores sugeriram que in vivo a
CsA e a Fen nao influenciam diretamente o meta-
bolismo dos fibroblastos, atuando através de vias
indiretas, associadas a liberacao de mediadores da
inflamacao ou produtos bacterianos, enfatizando
que o aumento gengival induzido pela CsA ocorre,
com maior freqliéncia, em regidoes onde ha maior
indice de placa bacteriana e consequentemente
maior grau de inflamacao®''. WILLERHAUSEN-
ZONNCHEN et al.* (1992) realizaram estudo incu-
bando fibroblastos gengivais com CsA na concen-
tracdo de 1.000 ng/ml por 72 h e por 6 semanas.

Verificaram que no periodo de 72 horas nao houve
alteracdo significante no nimero de células, entre-
tanto, no periodo experimental de 6 semanas, a
CsA estimulou a proliferacao celular, consideran-
do esses resultados evidéncia da estimulacao dire-
ta da CsA sobre a proliferacao de fibroblastos gen-
givais sensiveis. Neste trabalho, todos os ratos
responderam ao tratamento com CsA podendo-se
aventar a hipotese de que fibroblastos das gengi-
vas de ratos de variedade Wistar sdo geneticamen-
te sensiveis a acdo da CsA, e ndo sdo sensiveis a
Fen, dentro das condicoes deste experimento.

Os resultados apresentados no presente traba-
lho indicam aumento da densidade volumeétrica de
fibras colagenas nas gengivas de ratos tratados
com CsA, mas nao com Fen. O acimulo de colage-
no pode resultar de um estimulo na sua sintese
e/ou diminuicdo da sua degradacao. De acordo
com TIPTON et al.*® (1991), o aumento da sintese
de colageno, a baixa producao de colagenase ou
ainda o aumento da producao de TIMPs podem le-
var a uma deposicao exagerada de colageno no te-
cido gengival. Os mesmos autores relatam ainda
que o efeito da CsA sobre a atividade colagenolitica
aparentemente depende do doador da amostra, da
presenca de subpopulacoes celulares suscetiveis e
também da concentracdo plasmatica da droga. Em
1982, HASSEL’ demostrou, através de radioimu-
noensaios, que fibroblastos de individuos com au-
mento gengival causado por Fen produziram gran-
des quantidades de colagenase, no entanto, essa
enzima era pouco eficiente para a degradacao de
colageno in vitro.

Portanto o mecanismo do aumento gengival in-
duzido por drogas € intensamente discutido, mere-
cendo estudos subsequentes; contudo podemos
concluir através dos nossos resultados que os au-
mentos gengivais sao dose-dependentes e que a
CsA na dose utilizada € um modelo de estudo via-
vel para subsequientes estudos do aumento gengi-
val induzido por drogas. Os resultados sugerem
também atuacao da CsA sobre a proliferacao de fi-
broblastos e provavelmente desequilibrio fisiologi-
co da sintese ou degradacao de fibras colagenas.
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SPOLIDORIO, L. C.; GONZAGA, H. F. de S.; SPOLIDORIO, D. M. P. Quantitative analysis of gingival tissues of rats
treated with phenytoin and cyclosporine. Pesqui Odontol Bras, v. 14, n. 4, p. 327-333, oct./dez. 2000.

Reactions to a number of idiopathic, pathological and pharmacological stimuli may result in overgrowth of gingiva,
whose mechanisms have not been established yet. The aim of the present work was to evaluate morphometrically and
stereologically the effect of phenytoin (PHT) and cyclosporine (Cs) on the gingival tissues of rats. Ten rats received daily
IP injection of PHT, 2 mg/kg of body weight/day, which was increased in 2 mg at each two weeks, during 60 days. Ten
rats received 10 mg/kg of body weight/day of Cs, subcutaneously, during the same period of the previous group. All
rats treated with Cs developed gingival overgrowth, with increased thickness of the epithelium, height and wideness of
connective tissues, as well as, increased density of fibroblasts and collagen fibers, when compared with the rats
treated with PHT and with the control. These results suggest that Cs, in the used dose, is more efficient in the develop-
ment of gingival overgrowth in rats. Cs-induced gingival overgrowth is a tissue with an altered composition, character-
ized by increasing of the density of fibroblasts and by physiologic unbalance of collagen synthesis.

UNITERMS: Fibromatosis, gingival; Phenytoin; Cyclosporine.
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