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Vegian MRC. Efeito modulador da radiacdo ionizante sobre citocinas sanguineas e
células do tecido 6sseo na interface osso-implante [dissertacdo]. Sdo José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2018.

RESUMO

Implantes osseointegrados sao considerados efetivos como tratamento reabilitador.
Contudo, varios fatores podem prejudicar o sitio receptor, entre eles, a radiacéo
ionizante. Entretanto, os mecanismos pelos quais estes eventos acontecem ainda
nao foram completamente esclarecidos. O objetivo neste estudo foi avaliar o efeito
modulador da radiogdo ionizante, simulando uma dose total de um tratamento
radioterapico convencional para pacientes oncoldgicos, nos niveis de citocinas
sanguineas e na remodelacdo Ossea da interface ao redor do implante. Foram
utilizados 45 ratos que receberam implantes rosqueados de titanio grau V nos
fémures direito. Os animais foram divididos em 3 grupos: a) Grupo Sem-Irradiacao
(S-Ir): grupo controle apenas com implante. b) Grupo Irradiacdo Posterior (IrPos):
implante + irradiacéo; c) Grupo Irradiacdo Prévia (IrPrev): irradiagdo + implante. Os
animais dos grupos IrPos e IrPrev foram submetidos a irradiacdo em 2 etapas
fracionadas de 15 Gy. Nos periodos de 3 dias, 2 semanas e 7 semanas apos 0
altimo procedimento, 05 animais foram eutanasiados aleatoriamente por grupo. Os
niveis séricos de TNF-a, IL-1B e IL-10 foram mensurados a partir do sangue
coletado previamente ao momento da eutanasia pelo método imunoenzimatico
(ELISA). As pegas contendo os implantes foram submetidos & marcagédo imuno-
histoquimica utilizando os marcadores para TRAP e osteocalcina (OC). O teste
ANOVA foi utilizado para andlise estatistica e quando necessario foi aplicado o teste
de comparacdo multipla de Tukey (p<0,05). O grupo IrPos exibiu diferenca
estatistica (p<0,05) com S-Ir e IrPrev nos valores de TNF-a em 2 e 7 semanas,
enquanto IrPrev diferiu estatisticamente (p<0,05) de S-Ir nos valores de IL-10, em 3
dias. A analise imuno-histoquimica da interface osso-implante, demonstrou valores
mais altos de TRAP e OC nos grupos irradiados, com diferenca estatistica (p<0,05),
entre os valores de TRAP de S-Ir e IrPos em 3 dias e entre S-Ir e IrPrev em todos 0s
periodos, e de OC entre S-Ir e IrPos em 3 dias e entre S-Ir e IrPrev em 2 semanas.
Em suma, os resultados desse estudo indicaram que a radiacdo ionizante alterou
producgbes de citocinas sanguineas pro e anti-inflamatérias apos lesdo cirurgica de
colocacdo do implante e influenciou na expressdo de proteinas envolvidas na
remodelacao 6ssea.

Palavras-chave: Remodelacdo o¢ssea. Implantes de titdnio. Citocinas.
Osseointegracdo. Radiacdo ionizante. Imuno-histoquimica.



Vegian MRC. Modulating effect of ionizing radiation on blood cytokines and bone
tissue cells in bone-implant interface [dissertation]. S&o José dos Campos (SP): Séo
Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2018.

ABSTRACT

Osseointegrated implants are considered effective as a rehabilitative treatment.
However, several factors may impair the receptor site, including ionizing radiation.
However, the mechanisms by which these events occur have not yet been fully
elucidated. The objective of this study was to evaluate the modulating effect of
radiotherapy, simulating a total dose of a conventional ionizing radiation treatment for
cancer patients, blood cytokine levels and bone remodeling of the interface around
the implant. Forty-five rats were submitted to grade V titanium implants in the right
femurs. The animals were divided into three groups: a)No Irradiation group (N-Ir):
control group with only the implant b) Previous irradiation group (Prev-Ir): implant +
irradiation; c) Posterior Irradiation group (Pos-Ir): irradiation + implant. Pos-Ir and
Prev-Ir groups were irradiated in 2 fractional stages of 15 Gy. At 3 days, 2 weeks and
7 weeks after the last procedure, 05 animals were randomly euthanized per group.
Serum levels of TNF-qa, IL-18 and IL-10 were measured from blood collected prior to
euthanasia using the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The pieces
containing the implants were subjected to immunohistochemical labeling using the
markers for TRAP and osteocalcin (OC). The ANOVA test was used for statistical
analysis and when necessary the Tukey multiple comparison test (p <0.05) was
applied. The Pos-Ir group exhibited a statistical difference (p <0.05) with N-Ir and
Prev-Ir in TNF-a values at 2 and 7 weeks, whereas Prev-Ir differed statistically (p
<0.05) from N-Ir in IL-10 values, in 3 days. The immunohistochemical analysis of the
bone-implant interface demonstrated higher values of TRAP and OC in the irradiated
groups, with a statistical difference (p <0.05) between the values of TRAP of N-Ir and
Pos-Ir in 3 days and between N-Ir and Prev-Ir in all periods, and OC between N-Ir
and Pos-Ir in 3 days and between N-Ir and Prev-Ir in 2 weeks. In summary, the
results of this study indicated that irradiation altered productions of pro and anti-
inflammatory blood cytokines after surgical lesion of implant placement and
influenced the expression of proteins involved in bone remodeling.

Keywords: Bone remodeling. Implants of titanium. Cytokines. Osseointegration.
lonizing radiation. Immunohistochemistry.



1 INTRODUCAO

Implantes osseointegrados s&o considerados efetivos como tratamento
reabilitador. Embora altamente previsiveis e com alto indice de sucesso (Klokkevold,
Han, 2007), ainda s&o registradas falhas na reabilitacdo com implantes por
diferentes razdes (Chen et al., 2013). O sucesso da osseointegracdo esta associada
com a saude do tecido peri-implantar e com o restabelecimento da fungéo e estética
(Faggion et al., 2013). Contudo, h& condicdes especificas que podem ser
associadas a falha dos implantes tais como a radioterapia (Chambrone et al., 2013).
Estudos recentes que revisaram 0s motivos de falha de implantes em pacientes,
concluiram que a radiacao tem um papel fundamental no prognéstico dos pacientes
tratados com implantes dentais, havendo uma relacdo direta entre a radioterapia e o
risco de perda dos implantes dentais (Chambrone et al., 2013; Chen et al., 2013)

O sistema esquelético é um dos alvos mais relevantes que se correlaciona
com a leséo induzida por radiacdo (Hu et al., 2010; Wang et al., 2016), sendo que a
injuria causada no tecido Osseo varia desde osteopenia até osteoradionecrose
(Williams, Davies, 2006). Os pacientes portadores de tumores de cabeca e pescoco,
geralmente sdo submetidos a radioterapia durante o tratamento (Mancha De La
Plata et al., 2012). Contudo, posteriormente ao tratamento radioterapico, muitos
destes pacientes necessitam de reabilitacdo oral, para repor perdas dentarias ou
ainda para o restabelecimento de deformidades causadas por resseccado cirdrgica
devido ao tumor. Os implantes dentarios tém um papel crucial nesta reabilitacéo,
entretanto, nesta situacao o tratamento com implantes torna-se um desafio, uma vez
que 0 0ss0, no qual os implantes seréo inseridos, foi irradiado (Pompa et al., 2015).

A osseointegracdo pode ser prejudicada devido a diminuicdo da
vascularizacdo e da vitalidade 6ssea decorrentes da radioterapia (Verdonck et al.,
2008). Também € descrita a progressiva fibrose de vasos e tecidos moles (Pompa et
al., 2015). Estes efeitos resultam em maior reabsorcdo peri-implantar no 0sso
irradiado (Brasseur et al., 2006; Brogniez et al., 2002) e menor capacidade de
cicatrizagdo (Pompa et al., 2015). A radioterapia focal promove efeitos prejudiciais
no tecido 6sseo quando ele esta no campo irradiado (Chandra et al., 2015; Hu et al.,

2010), e os sinais primarios do dano 0sseo incluem a perda da atividade funcional



dos osteoblastos (Chandra et al., 2015), maior quantidade de tecido adiposo no 0sso
medular e diminuicdo da microvascularizacdo (Williams, Davies, 2006). Além disso,
Zou et al. (2016) demonstraram que o dano causado na regido 6ssea, que recebe
radiacdo, € dependente do tempo apds a exposi¢cdo, bem como da quantidade de
0sso e qualidade (forca e microarquitetura) do esqueleto circunjacente que néao foi
exposto a radiacao.

A radiacdo ionizante € uma forma de energia transmitida por uma fonte com
capacidade de ionizar 0 meio que atravessa pela retirada de elétrons dos atomos
desse material. A ionizagdo ocorre por um processo de deposicdo de energia pela
radiacdo no meio que atravessa. Esse processo caracteriza a dose absorvida, e a
interacdo da ionizacdo nesse meio € 0 que provoca os efeitos biolégicos nos seres
vivos. A radioterapia € o uso terapéutico da radiacao ionizante para tratamento de
alguma enfermidade do corpo do paciente com uma dose maxima estabelecida na
regido da lesdo, com minimo de comprometimento dos tecidos sadios ao redor
(Okuno, Yoshimura, 2010).

Umas das formas de tratamento com radiacdo ionizante é um tratamento
realizado utilizando uma fonte emissora de feixes de radiacdo-gamma com uma
distancia padronizada do receptor radioativo (Instituto Nacional do Cancer, 2008).
Este tratamento € considerado bastante eficaz contra tumores, porém sua dose é
limitada pela tolerancia a radiacdo dos tecidos sadios circunjacentes, uma vez que
as doses necessarias para erradicar o tumor costumam ser muito elevadas, o que
dificulta a preservacao desses tecidos (Okuno, Yoshimura, 2010; Sonstevold et al.,
2015).

Tanto a destruicdo do tumor como a inducdo de lesbes indesejaveis nos
tecidos normais podem ocorrer por um mecanismo de interagdo que age sobre o
DNA nuclear, causando morte celular ou dificuldade de multiplicagdo. Este
mecanismo pode ser consequéncia tanto de uma acao direta, quando a radiacdo
atua na clivagem do DNA, guanto de uma acao indireta, na qual ha dissociacao da
agua em ions (H+ e OH-) e este ion OH- reage com as bases nitrogenadas do DNA,
interferindo também na multiplicacdo celular (Caldas et al., 1970). A interagdo entre
as radiacfes ionizantes e as células depende da energia absorvida pelas moléculas.

Os efeitos biolégicos dessa interacdo estéo relacionados a dose, transferéncia linear



de energia, fracionamento e radiossensibilidade celular (Instituto Nacional do
Cancer, 2008).

A dose necessaria para tratamentos neoplasicos, baseia-se na localizacdo e
no tipo de malignidade, e se a radioterapia serd utlizada unicamente ou em
combinagcdo com outras modalidades de tratamentos. A maioria dos pacientes com
carcinomas de cabeca e pescoco recebem uma dose total entre 50 e 70 Gy (Vissink
et al., 2003). Doses Uunicas de 20-30 Gy estdo associadas a alteragdes na morfologia
e fibrose muscular, enquanto que doses fracionadas maiores que 14 Gy causam
apoptoses em células endoteliais (Gallet et al., 2011). Recentemente, Chandra et al.
(2014) verificaram maior perda funcional de osteoblastos apds radioterapia com
dose total de 16 Gy, devido ao maior nUmero de apoptose destas células.

E importante também avaliar a influéncia da radiacdo na atividade celular,
uma vez que os efeitos da radioterapia resultam em alteracbes no sistema de
remodelacdo O&ssea, afetando, principalmente, osteoblastos por serem mais
radiossensiveis que os osteoclastos (Vissink et al., 2003). Chang et al. (2014)
avaliaram a estrutura e a composi¢cao do 0sso, de maxilas de ratos irradiados com
doses de 10 e 20 Gy, através de microtomografia computadorizada e marcadores
imuno-histoquimicos. Os autores verificaram que houve aumento no espaco da
medula Ossea associado a um aumento significativo de células marcadas com
fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), marcador de osteoclastos, sugerindo,
gque mesmo em baixas doses como 10 Gy, a radiacdo provocou alteragbes no
metabolismo 6sseo.

Da mesma forma, ao expor ratos a uma dose de 20 Gy de radiacdo-gamma,
Zou et al. (2016) verificaram o aumento no nivel de TRAP no soro, o0 aumento no
namero de osteoclastos e a diminuicdo de osteoblastos no 0sso trabecular, duas
semanas pos-irradiacdo. Além disso, Wenxi et al. (2015) relataram também uma
densidade mineral 85,7% menor em camundongos irradiados em comparac¢do com a
de camundongos néao irradiados e associaram a niveis elevados de precursores de
osteoclastos em reparo 0sseo.

A patofisiologia e as interagfes celulares que ocorrem ap0s a exposicdo a
radiacdo incluem também mecanismos complexos como a liberagédo ou a inibicdo de
proteinas, como citocinas e fatores de crescimento, que ainda nao estao

completamente esclarecidos (Haubner et al., 2012). A ativacdo ou repressao dessas
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proteinas, quando as células sdo expostas a radiacdo ionizante, seria,
principalmente, uma resposta aos danos causados no DNA, provocados pela
radiacdo, para modular comportamentos e fenétipos celulares, facilitando o reparo
do DNA e prevenindo a proliferacdo de células danificadas (Barcellos-Hoff et al.,
2005). Além disso, citocinas inflamatérias séo indispensaveis e benéficas para
processos de cicatrizacdo de defeitos 0sseos, porém, sinais inflamatérios em
excesso, alteram o equilibrio da remodelacdo O6ssea em direcdo a processos
osteoliticos (Lin et al., 2017). Durante a colocacdo de um implante, em resposta a
agressao tecidual, células sentinelas do sistema de imunidade inata iniciam a
cascata inflamatoria através da liberacdo de fatores proé-inflamatorios e proé-
osteoclasticos, que incluem iniUmeras etapas biologicas iniciadas pela migracédo
sistémica de precursores de mondcitos/macréfagos para o local (Nich et al., 2014).

Algumas citocinas pro-inflamatorias estdo diretamente envolvidas na
diferenciacdo e atividade de osteoclastos originados de linhagens de células
hematopoiéticas mononucleadas (Katagiri, Takahashi, 2002). Wenxi et al. (2015)
verificaram aumento nos niveis de IFN-y, TNF-a, IL-6, e IL-17, e diminuicdo dos
niveis de IL-10, apGs a exposicao a radiacdo. Esta ultima é considerada um inibidor
da reabsorcdo 0ssea por regular negativamente cascatas inflamatorias (Hong et al.,
2000). Alguns autores demonstraram que TNF-a e IL-138 estdo, também,
relacionadas com a sobrevivéncia de osteoclastos (Morony et al., 1999) e sugeriram
sua atuacao na diferenciacao dessas células (Kobayashi et al., 2000; Shiratori et al.,
2017; Wijekoon et al., 2017).

Dessa forma, situacfes com implantes cirlrgicos podem ser prejudicados
em um ambiente pro-inflamatorio, pois ao favorecer a geracdo de células de
reabsorcéo 0ssea, a perda de osso pode provocar afrouxamento do implante, causar
dor e diminuir a funcéo local (Dapunt et al., 2014). Assim, os efeitos colaterais da
radioterapia no tecido 6sseo tornaram-se um problema grave devido ao elevado
namero de individuos tratados com radiacdo ionizante e submetidos a reabilitacdo
com implantes. Contudo, faltam estudos sobre os efeitos sistémicos dessa radiacéo,
relacionados a osseointegracdo, principalmente, em tecidos com implantes ja
osseointegrados, para elucidar mecanismos pelos quais ocorrem as falhas na

osseointegracdo que conduzem ao maior namero de perdas de implantes em
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pacientes irradiados. Muitas davidas ainda precisam ser esclarecidas para que haja

uma segura e efetiva reabilitacdo por implantes.
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6 CONCLUSAO

Os resultados desse estudo indicaram que a radiacdo ionizante alterou a
producdo de citocinas séricas pro e anti-inflamatérias apos lesédo cirargica de
colocacdo do implante e influenciou na expressdo de proteinas envolvidas na
remodelacdo Ossea, sugerindo modificacdes na osseointegracdo. A situacdo de
colocacdo do implante também modificou os resultados, com diferentes valores
guando o implante foi instalado antes ou depois da exposi¢cdo a radiacdo, assim
como tempo que a radiacdo estava atuando no tecido. A partir desses resultados,
mais estudos sdo necessarios para se determinar o periodo e situacdo mais
adequados para a colocacdo de um implante diante de situagbes que envolvem
radiacdo ionizante, permitindo melhor recuperacdo e reparacdo celular para evitar

falhas na osseointegracéo.
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CEUA - Comissao de Etica no
Uso_ gl_e_Animais

CERTIFICAMOS, que a proposta intitulada “Efeitos da

radioterapia na neoformacao 6ssea da interface ossol/implante nos tecidos

circunjacentes e na microbiota local “ registrada com o n° 003 /2016 , sob a
responsabilidade de LUANA MAROTA REIS DE VASCONCELLOS, tendo como colaborador
Bruno César Aimeida Costa e que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata

subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com
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CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS-UNESP), em reunido de 11/03/2016.
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