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Kamezawa LSG. Efeitos da radioterapia na obtencdo da osseointegracdo em ratos
[dissertacdo]. S&o José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2017.

RESUMO

A radioterapia é o uso da aplicacdo de radiacdo ionizante em areas especificas,
visando tratamento de tumores. Porém, a area irradiada e os tecidos normais
circundantes estdo sujeitos a danos agudos e crbnicos. As injurias no tecido 6sseo
variam desde osteopenia até osteorradionecrose e, devido a estas alteracdes,
pacientes irradiados portadores de implantes vém demonstrando maior taxa de
insucesso. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da radioterapia, simulando
uma dose total de um tratamento radioterdpico convencional para pacientes
oncoldgicos, na neoformacdo 6ssea e na osseointegracdo de implantes em fémures
de ratos. Foram utilizados neste estudo 66 ratos que receberam implantes cilindricos
de titAnio comercialmente puro (TiCp) nos fémures direito e esquerdo. Os animais
foram divididos em 3 grupos: a) Grupo controle (C): cirurgia de colocacdo dos
implantes (tecido sadio sem irradiacdo); b) Grupo irradiacao precoce (Ip): cirurgia de
colocacao dos implantes seguido de irradiacdo apés 24h; c) Grupo irradiado (1):
irradiacdo e apds 4 semanas, cirurgia de colocacdo dos implantes. Os animais dos
grupos Ip e | foram submetidos a irradiacdo em 02 sessdes de 15 Gy, totalizando a
dose de 30 Gy. Os animais foram eutanasiados nos periodos de 2 e 7 semanas ap6s
o tratamento. Durante o experimento, 0s animais foram cuidadosamente monitorados
quanto as altera¢gBes clinicas. Em cada periodo, 06 animais foram submetidos a
analise histomorfométrica, visando avaliar a neoformacado 0ssea e a interface 0sso-
implante. Os outros 05 animais, dos periodos de 2 e 7 semanas ap0s o tratamento,
foram submetidos ao teste de torque reverso para avaliar a forca de fixacdo osso-
implante, obtida na osseointegracdo. Todos os dados foram estatisticamente
analisados por meio da andlise de variancia de 2 fatores para torque reverso,
porcentagem de area de formacdo 6ssea (BAFO) e porcentagem de superficie de
contato osso implante (BIC) com nivel de significancia a 5%. O teste de Tukey foi
realizado para determinacdo dos grupos homogéneos. A irradiacdo ionizante
influenciou negativamente de maneira estatisticamente significante, retardando o
processo de osseointegracdo, porém, nao sendo capaz de inibi-lo.

Palavras-chave: Implantacdo dentaria. Osseointegracdo. Radiacdo ionizante.
Radioterapia.



Kamezawa LSG. Effects of radiotherapy in obtaining osseointegration in rats
[dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2017.

ABSTRACT

The radiotherapy is ionizing radiation proceeding in specific areas, aiming at the
treatment of tumors. However, the irradiated area and the surrounding normal tissue
can develop acute and chronic damage. In bone tissue, injuries ranging from
osteopenia to osteroadionecrosis and due to these changes patients irradiated with
implants have shown higher failure rate. The objective of this study was to evaluate
the effects of radiation, simulating a total dose of a conventional radiotherapy treatment
for cancer, bone regeneration and osseointegration of implants in femurs of rats. It was
used in this study 66 mice that receive cylindrical implants of commercially pure
titanium (cpTi) on the right and left femurs. The animals were divided into 3 groups: a)
control group (C): implant placement surgery (control group - healthy tissue without
irradiation); b) Group early irradiation (Ip): placement of implants surgery followed by
radiation after 24h; c) Group irradiated (l): irradiation and after 4 weeks of surgery
implant placement. The animals of the Ip and | groups were subjected to irradiation in
a double step at a dose of 15 Gy each, totalizing dose of 30 Gy. The animals were
euthanized at periods of 2 and 7 weeks after treatment. During the experiment, the
animals were carefully monitored for clinical changes. In each period 06 animals were
submitted to histomorphometric analysis, to evaluate the bone formation and bone-
implant interface. The other 05 animals, in periods of 2 and 7 weeks after treatment,
were submitted to the reverse switch test to evaluate the strength of bone-implant
fixation, obtained in osseointegration. All data were statistically analyzed by means of
the 2-factor variance analysis for reverse torque, percentage of bone area fraction
occupancy (BAFO) and percentage of bone implant contact (BIC) with significance
level at 5%. The Tukey test was performed to determine the homogeneous groups.
The ionizing radiation influenced negatively in a statistically significant way, delaying
the process of osseointegration, but not being able to inhibit it.

Keywords: Dental implants. Osseointegration. lonizing radiation. Radiotherapy.
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1 INTRODUCAO

O uso da radiacao ionizante como terapia de tratamento de tumores tem sido
feita h4 mais de 100 anos (Edwards, 2002), sendo especialmente aplicada em
carcinomas de cabeca e pescoco (Mitchell, Logan, 1998). Cerca de 80% dos
pacientes com cancer necessitam de radioterapia em algum momento do tratamento
para obter a cura, mas 60% dos pacientes irradiados apresentam complicacdes
(Haubner et al., 2012).

A radioterapia ou radiacdo ionizante € bastante eficaz no tratamento de
tumores, porém sua dose € limitada pela tolerancia a radiacdo dos tecidos sadios
circunjacentes, uma vez que a irradiacdo pode promover efeitos agudos ou
acumulativos nestes tecidos (Sgnstevold et al., 2015). Tanto a destruicdo do tumor
quanto a inducao de lesdes indesejaveis nos tecidos normais podem ocorrer por um
mecanismo de interacdo que age sobre o DNA nuclear, causando morte celular ou
dificuldade de multiplicacdo. Este mecanismo pode ser consequéncia de uma acao
direta, quando a irradiacéo interfere clivando o DNA, e/ou acao indireta, quando h&
dissociacdo da agua em ions (H+ e OH-) e este ion OH- reage com as bases
nitrogenadas do DNA, interferindo também na multiplicacéo celular.

A radiacdo ionizante € uma onda eletromagnética, constituida de campos
elétricos e magnéticos oscilantes, capaz de arrancar um elétron de um atomo (Okuno,
2013). As ondas eletromagnéticas sdo constituidas de raios gama e apresentam
energia suficiente para ionizar um atomo. A radioterapia € um tratamento realizado
utilizando uma fonte emissora de feixes de Radiacdo-Gama com uma distancia
padronizada do receptor radioativo.

A interacdo entre as radiacdes ionizantes e as células depende da energia
absorvida pelas moléculas. Os efeitos biologicos dessa interacdo estéao relacionados
a dose, transferéncia linear de energia, fracionamento e radiossensibilidade celular. A
dose total absorvida, para o tratamento de neoplasias malignas pode ser fracionada
em doses menores durante o tratamento (Chandra et al., 2015; Russell, Connor, 2014;
Sgnstevold et al., 2015). As células neoplasicas provavelmente serdo destruidas se a
dose absorvida for eficiente, mas o fator limitante para determinar tal dose é a taxa de

dose absorvida que o tecido normal adjacente pode tolerar (Ainsbury et al., 2011). A
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unidade de dose absorvida de radiacdo € o gray, Gy, e corresponde a energia media
de radiacao ionizante por unidade de massa da matéria (Okuno, 2013).

Estudos relatam que doses Unicas de 20-30Gy estdo associadas com
alteracdes na morfologia e fiborose muscular, enquanto que doses fracionadas maiores
que 14 Gy causam apoptoses irreversiveis em células endoteliais (Gallet et al., 2011).

Pacientes submetidos a tratamentos oncologicos em regido de cabeca e
pescoco frequentemente sdo submetidos a exodontias prévias ao tratamento da
neoplasia ou a exérese do tumor exige resseccdo 6ssea cuja reabilitacdo futura
necessite ser realizada por implantes dentarios (Klokkevold, Han, 2007; Chen et al.,
2013).

Os implantes dentarios sdo uma realidade no processo de reabilitacdo de
elementos perdidos pelo processo da osseointegracdo, descrita apos a instalacdo de
3.000 implantes em regides de tibia, ossos temporais e iliacos desde 1965
(Albrektsson et al., 1981). Inicialmente, foram utilizados para reabilitagcdo de pacientes
totalmente edéntulos com a instalagdo de prétese totais fixas (Branemark et al., 1969),
porém, com o passar dos anos, passou a ser solucdo para resolucao de reabilitacéo
de elementos unitarios com alto indice de sucesso (Albrektsson, 1988). No entanto,
para que ocorra a osseointegracdo dos implantes dentarios, sdo necessarias
condicdes relativas a area de instalacdo do implante e a salude sistémica do paciente
(Davarpanah et al., 2013). Embora haja trabalhos que comprovem a possibilidade de
osseointegracao em tecido ésseo irradiado, ainda ha muitas davidas sobre 0 momento
da instalagdo dos implantes e a influéncia da radiagdo ionizante no processo de

osseointegragao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Radiacao ionizante

No campo da fisica, as radiacdes que possuem massa com elétrons, néutrons
e protons, sdo denominadas como corpusculares, enquanto as radiacfes
eletromagnéticas possuem ondas de comprimentos diferentes e mesma velocidade
(Segreto, Segreto, 2000). A radiacdo ionizante € definida como eletromagnética,
composta por campos elétricos e magnéticos oscilantes, capaz de remover elétrons
de um atomo ou molécula, transformando-os em ions. Dentre as radiacdes ionizantes
estdo as particulas alfa e beta, as radiacdes gama e X e néutrons (Okuno, 2013). A
radiacao ionizante é utilizada terapeuticamente em tratamento oncoldgicos.

A radioterapia consiste em um método local de tratamento do cancer com
variadas técnicas e equipamentos para irradiar areas do organismo comprometidas
por neoplasias, previamente delimitadas e com dose dependente da finalidade de
tratamento, localizacéo do tumor e seu tipo histologico (BRASIL, 2015).

A teleterapia consiste na utilizagéo de feixes de raios x, raios gama e elétrons
de alta energia, através de um aparelho contendo uma fonte de radiacao, colocado a
aproximadamente um metro do receptor (FI6r, Gelbcke, 2009). Dessa maneira, ocorre
0 processo denominado ionizacdo, com a formacdo de um par de ion negativo e
positivo, sendo que quanto mais proximo do nudcleo estiver localizado o atomo, maior
€ a forca de atracdo com o ndcleo, carregado positivamente (Okuno, 2013).

O mecanismo de acédo da radiacdo ionizante pode ocorrer de maneira direta
ou indireta. O mecanismo direto é caracterizado pela interacdo com moléculas
importantes como o DNA, podendo causar desde mutacdo genética até a morte
celular. J& o mecanismo indireto se da pela quebra da molécula de agua, gerando
radicais livres capazes de atacar outras células importantes (Okuno, 2013).

As reag0es teciduais surgem acima de certa dose, denominada dose limiar, e
depende do tipo de radiacao e do tecido irradiado, podendo causar a morte celular.
Existem também os chamados efeitos estocasticos, alteragbes que ocorrem em

células normais, que podem ser induzidos por qualquer dose, porém, tem
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probabilidade de ocorréncia aumentada conforme a dose (Okuno, Yoshimura, 2016).

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 0sseo varia desde osteopenia até osteoradionecrose
(Williams, Davies, 2006), considerada uma das complicacdes clinicas mais severas
da radioterapia (Mitchell, Logan, 1998). Os tumores de cabeca e pesco¢o apresentam
uma sobrevida de 57% e estes pacientes geralmente sdo submetidos a radioterapia
durante o tratamento (Mancha de la Plata et al., 2012). Muitos destes pacientes
necessitam de reabilitacdo oral, para reposicao de elementos unitarios ou multiplos
ou o reestabelecimento de deformidades causadas por ressecc¢ao cirdrgica devido ao
tumor. Os implantes dentarios tém um papel crucial nesta terapia de reabilitacéo,
entretanto, o tratamento com implantes torna-se um desafio, uma vez que 0 0SS0 no
qual os implantes dentarios seréo colocados foi irradiado (Pompa et al., 2015).

O tratamento do cancer bucal pode ser realizado por ressecc¢ao cirdrgica,
radioterapia, quimioterapia ou associacao de métodos, sendo comum a intervencgao
cirdrgica com comprometimento de elementos dentarios. Quando indicada a
radioterapia, exodontias multiplas sao frequentemente realizadas para evitar que esse
tipo de intervencao cirlrgica seja necessaria durante o periodo de irradiacao, no qual
0 risco de osteoradionecrose é extremamente elevado (Barrowman et al., 2011).
Dentre as complicacfes descritas apos irradiacédo do tecido neoplasico estao fibroses,

osteoradionecrose e perda de implantes dentarios (Marx, Morales, 1998).

2.2 Osseointegracao

Na década de 1950, Per-Ingvar Branemark realizou estudos sobre a
circulacdo sanguinea e a reparacao 0ssea e, em sua metodologia, instalou camaras
Opticas de titdnio em ossos longos de coelhos, porém, a remogdo das camaras
mostrou-se dificil, sugerindo o estudo do comportamento 0sseo junto a esse metal
(Branemark, 1959).

Em estudo realizado em cdes, Branemark testou préteses

implantossuportadas e relatou estabilidade a longo prazo da interface entre o0sso-
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implante, sendo mantida por no minimo 4 anos (Branemark et al., 1969).

O termo osseointegracao foi utilizado apés acompanhamento de 10 anos de
implantes dentéarios, sendo definido a partir de analises histolégicas como uma unido
anatdbmica entre osso vivo remodelado e a superficie do implante em funcao
(Branemark et al., 1977). Relataram que, nesse processo, por menos traumatica que
fosse, a preparacdo cirlrgica ndo poderia evitar uma zona de necrose periférica
originada pelo aumento da temperatura local (Branemark, 1985).

O processo de osseointegracdo tem inicio a partir do contato sanguineo com
a superficie do implante e a formacao de um codgulo nos espacos livres entre a linha
de perfuracdo e o material. O fibrinogénio presente no sangue se deposita sobre o
titnio, permitindo o contato das plaquetas a superficie, cuja degranulacéo libera
elementos de crescimento e atraem células indiferenciadas. Durante a formacao do
coagulo, é formada uma rede tridimensional de fibrina, precursora da angiogénese
local. Os capilares neoformados conduzem as células mesenquimais indiferenciadas
ao local da reparacdo. Sendo respeitadas todas as condi¢cdes biomecanicas locais,
ocorre a diferenciacdo com a formacédo da linha osteoblastica. As fibras da rede de
fibrina naturalmente sofrem retragéo e, quando resistem a essa tracao, a osteogénese
se desenvolve por osteogénese de contato. Quando ndo resistem, a osteogénese
ocorre a distancia. Quando a osteogénese se faz por contato, as células osteogénicas
reconhecem a superficie do implante como estavel e progridem a diferenciacdo em
osteoblastos, células que secretam uma matriz proteica ndo colagénica, composta por
osteopontina e sialoproteina, que passam por mineralizacdo. A aposicao Ossea
produz um osso trancado, que pode ser reconhecido pelo padréo desorganizado das
fibras de colageno mineralizadas. Posteriormente, os osteoblastos séo incluidos na
matriz 6ssea e se diferenciam em ostedcitos. A aposicdo 0ssea continua de maneira
centrifuga, da superficie do implante em direcdo ao 0sso, e centripeta, do 0sso em
direcéo a superficie do titanio, assegurando a imobilizacdo do implante na estrutura
0ssea. A osteogénese a distancia ocorre apenas na diregdo do 0sso para a superficie
do implante, com a produg&o de 0sso laminar que sera remodelado em haversiano.
ApoOs as etapas de maturacdo 6ssea do osso haversiano, em organizacao circular
concéntrica de fibras de colageno, as propriedades mecanicas aumentam
(Davarpanah, 2013).

Implantes osseointegrados sao considerados efetivos como tratamento



18

reabilitador, porém, embora altamente previsiveis e com alto indice de sucesso
conforme documentado em muitos estudos (Klokkevold, Han, 2007), ainda sao
registradas falhas na reabilitacdo com implantes por diferentes razdes (Chen et al.,
2013). O sucesso da osseointegracdo esta associada com a saude do tecido
periimplantar e com o restabelecimento da fungéo e estética (Faggion et al., 2013).
Contudo, h& condi¢des especificas que podem ser associadas a falha dos implantes
tais como a radioterapia (Chambrone et al., 2013). Estudos recentes que revisaram
os motivos de falha de implantes em pacientes, concluiram que a irradiacdo tem um
papel fundamental no prognéstico dos pacientes tratados com implantes dentérios,
havendo uma relacéo direta entre a radioterapia e o risco de perda dos implantes
(Chambrone et al., 2013, Chen et al.,, 2013) e o indice de sucesso dos implantes
dentarios em tecidos que foram submetidos a radioterapia varia de 43,6% a 98%
(Chambrone et al., 2013).

A osseointegragcdo pode ser prejudicada devido a diminuicdo da
vascularizacdo e da vitalidade 6ssea (Verdonck et al., 2008), além da radioterapia
promover progressiva fibrose de vasos e tecidos moles (Pompa et al., 2015). Estes
efeitos resultam em maior reabsorgcéo periimplantar no osso irradiado (Brasseur et al.,
2006; Brogniez et al., 2002) e menor capacidade de cicatrizagdo (Pompa, 2015). A
radioterapia focal promove efeitos prejudiciais no tecido ésseo quando ele esta no
campo irradiado (Chandra et al., 2015, Hu et al., 2010), e os sinais clinicos primarios
do dano 6sseo inclui a perda da atividade funcional dos osteoblastos, maior
quantidade de tecido adiposo no osso medular e diminuicdo da microvascularizagao
(Williams, Davies, 2006). Esta perda funcional de osteoblastos foi confirmada
recentemente em estudo no qual se observou maior quantidade de marcadores
apoptoticos por meio da técnica de imunohistoquimica (Chandra, 2015).

Entretanto, a densidade mineral parece retornar a normalidade, permitindo a
instalacdo de implantes nas areas irradiadas (Brasseur et al., 2006; Brogniez et al.,
2002; Verdonck et al., 2008). Provavelmente este retorno se deve a caracteristica do
tecido Osseo de ser um 6rgdo extremamente dindmico que se remodela
constantemente, havendo um balanco entre a atividade osteoblastica e osteoclastica
gue garante a homeostasia no tecido.

Para que a osseointegracdo ocorra apos a incidéncia de radiagdo ionizante

7

no tecido 6sseo, é necessario aguardar o periodo de revascularizacdo e da
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neoformacédo 0ssea, 0 que ocorre no intervalo de 3 a 6 meses (Marx, Johnson, 1987),
porém, ha controvérsia na literatura em relagdo ao periodo ideal de instalacdo dos
implantes dentarios apds o tratamento radioterapico (Dholam, Gurav, 2012).

A irradiacdo de regifes com implantes instalados também nédo é consenso na
literatura. Ha autores que afirmam que a presenca do metal do implante dentério ndo
influencia nos efeitos da radiacéo ionizante (Alsaadi et al., 2008; Jakel, Reiss, 2007,
Kwon et al., 2010), porém, ha trabalhos que defendem que o espalhamento da
radiacdo gerado pela presenca do implante causa efeitos biolégicos (Bazalova et al.,
2007; Chin et al., 2009; Friedrich et al., 2012).

Assim, os efeitos colaterais cronicos em pacientes irradiados tornaram-se um
problema grave devido ao elevado numero de individuos tratados com radioterapia,
contudo, muitas duvidas ainda precisam ser esclarecidas, sendo que ha uma caréncia
de identificar o momento ideal para a instalagédo de implantes visando a reabilitacao
oral em pacientes que ja foram irradiados devido as sequelas no tecido ésseo,

tornando mais desafiadora a pratica clinica de implantodontia nestes pacientes.

2.3 Estudos em animais

Estudos correlacionam a idade dos ratos a dos humanos para comparacao e
expectativa de extrapolacdo dos achados cientificos. Autores consideram a
expectativa de vida e comportamentos metabdlicos para afirmar que 13,7 dias da vida
do rato equivale a 1 ano de vida do homem (Quinn, 2005), porém, essa relacéo varia
entre estudos desde 12,2 dias do rato para 1 ano do humano (Andreollo et al., 2012)
até 17,1 dias para 1 ano (Sengupta, 2011).

Em reviséo da literatura sobre implantes instalados em osso irradiado, Dholam
e Gurav (2012) citaram 14 estudos em animais, utilizando coelhos, céaes, ratos e
macacos para verificar 0 sucesso da osseointegragcdo. Encontraram resultados
conflitantes sobre formacdo 6ssea na area irradiada, com estudos que mostram
reducdo da remodelacdo O0ssea em funcédo da irradiacdo e outros que apontaram
resultados contrarios.

Estudos que avaliam diversos efeitos da radiacdo ionizante em tecido 6sseo
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em ratos utilizam como protocolo de irradiacao fonte emissora de isétopo Cobalto 60
(6°Co) com variacdo de dose entre 18Gy (Nicholls et al., 2013), 30Gy (Cunha et al.,
2007; Da Cunha et al., 2007; Lucatto et al., 2011) e 50Gy (Cakir et al., 2016).
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da radioterapia, simulando uma
dose total maxima de um tratamento radioterapico convencional para pacientes
oncoldgicos, verificando a neoformacdo 0ssea e a osseointegracdo de implantes
obtida em fémur de ratos em situacdes associadas ou ndo a radioterapia, a partir de

analises histomorfométrica de BIC e BAFO e teste biomecanico de torque reverso.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de Etica

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia do Campus de S&o José dos Campos/UNESP, aprovado e registrado
com o nuamero 009 / 20016 — CEUA-ICT-UNESP e foi realizado de acordo com os
Principios Eticos para a Experimentacdo Animal, adotado pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.2 Confeccgéo dos implantes

Os implantes rosqueaveis cilindricos de titnio foram confeccionados pela
empresa de implantes Emfils, (Itu, SP, Brasil) analogos aos implantes comerciais,
porém, com propor¢des reduzidas para obtencdo de diametro de 2,5mm e altura de
6mm, com conexao para chave 1.2 na cabeca do implante para instalagdo com chave

digital (Figura 1).
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Figura 1 - Implante de 2.5mm x 6mm (Emfils)

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 Procedimento Cirurgico

Uma amostra composta de 66 ratos Wistar heterogéneo com 90 dias e
pesando cerca de 300g foram usados neste estudo. Os animais foram provenientes
do Biotério Central da Unesp, situado em Botucatu e permaneceram durante o
experimento no Biotério do ICT S&o José dos Campos/UNESP em gaiolas (n=4) onde
receberam agua e racao ad libitum. O ambiente foi cuidadosamente monitorado para
manter a temperatura em torno de 20°C e a umidade em 55%.

Apés 30 dias de adaptacdo ao ambiente, com ciclos diarios alternando 12
horas correspondentes ao periodo de luz e ao periodo noturno, foi iniciado este
experimento. Os animais foram divididos de acordo com o tratamento: a) Grupo
controle (C): cirurgia de colocacdo dos implantes (tecido sadio sem irradiacdo); b)
Grupo irradiacéo precoce (Ip): cirurgia de colocagdo dos implantes e seguido de
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irradiacéo apos 24h; c) Grupo irradiado (I): irradiacdo e apds 4 semanas cirurgia de
colocagéo dos implantes.

No grupo irradiacao precoce (Ip), os animais foram submetidos a cirurgia
de implante e posterior irradiacdo, com o objetivo de avaliar o efeito da irradiacdo no
processo de osseointegracdo, uma vez que a irradiacdo ocorreu em periodo préximo
ao procedimento cirtrgico. O intervalo de 24h entre o procedimento cirargico e a
irradiacdo dos animais foi determinado como o intervalo minimo para a aplicacéo de
uma nova dose anestésica segura nos animais.

Ja no grupo irradiado (l), a tentativa foi de simular a situacéo clinica de
pacientes irradiados e que apds 2 anos do tratamento oncolégico finalizado, recebem
implantes. Para tanto, a irradiacdo dos animais neste grupo foi realizada 4 semanas
antes do procedimento cirargico. Os periodos de eutanasia e de irradiacdo foram
determinados baseado em estudos prévios que correlacionaram a idade dos ratos
com o homem (Andreollo et al., 2012; Quinn, 2005; Sengupta, 2011).

Os procedimentos cirargicos para a colocacao dos implantes nos fémures
direito e esquerdo foram realizados de acordo com de Vasconcellos et al., 2014. Os
animais foram anestesiados com 0,4ml de solugé&o contendo a proporgéo de 0,85ml
de xilazina para 0,5ml de ketamina via intramuscular. Foi realizada tricotomia com
extensdo além da &rea operada, para reduzir o risco de contaminacao do campo
operatorio. A desinfeccdo da area operada foi feita com gaze embebida em alcool
70%. A incisao foi realizada em dois planos, sendo que a segunda inciséo foi realizada
sobre uma fascia muscular com extensao de aproximadamente 4cm, com lamina de
bisturi n°® 15, tocando o tecido 6ésseo. A remocéao do peridésteo remanescente na area
de interesse foi removida por friccdo com espatula molt (Figura 2A). O alvéolo cirdrgico
para instalacdo dos implantes foi preparado seguindo a sequéncia de fresas de
didmetro 1.8 (langa), 2.0 e 2.5mm, com 1.300RPM e irrigagdo abundante com soro
fisiologico. A instalacdo dos implantes foi feita manualmente, com chave digital
1.2mm, garantindo estabilidade primaria (Figuras 2B e 2C). A sutura foi realizada com
fio de seda 3.0 aproximando os bordos da ferida e envolvendo tecidos muscular e
epidérmico. Apos as cirurgias, todos os animais receberam uma injecéo intramuscular

com 0.1 mg/kg de fenildimetilpirazolona-metilaminometansulfonato de sodio.
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Figura 2 — Cirurgia para instalacdo do implante

Legenda. A. Inicio do preparo apés inciséo nos dois planos e exposicao do fémur; B. Implante instalado;

C. Implante adaptado a chave 1.2 ao lado da fresa de 2.5mm.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Apoés os procedimentos, os animais foram colocados nas gaiolas com n=5 ou 6,
de acordo com o subgrupo, e monitorados até o prazo da eutanasia de 2 e 7 semanas
(Figura 3). Na analise de histomorfometria, 0s subgrupos exibiram n=6 e no teste
biomecéanico, exibiram n=5. Desse modo, cada periodo de eutanasia foi composto por
11 animais, sendo 5 destinados a analise histomorfomeétrica e 6 a analise biomecéanica

do torque reverso.



Figura 3 - Distribui¢do do numero total de animais entre os diferentes

tratamentos e periodos de eutanasia
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Grupos: C (controle), Ip (irradiacdo precoce) e | (irradiado).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4 Radioterapia

Os animais foram anestesiados e irradiados localmente nos fémures direito e
esquerdo. As irradiacdes visaram simular um tratamento radioterapico de dose
méaxima de uma lesdo neoplasica. Para este procedimento foi utilizado um irradiador
de teleterapia modelo Eldorado 78 (Atomic Energy of Canadian Limited), com uma
fonte de radiacdo gama ®°Co (Figura 4). As irradiacdes foram realizadas em duas
sessdes, com intervalo de 24 horas entre elas, totalizando a dose acumulada de 3000
Rad (3 krad = 30 Gy). Para a irradiagéo, os animais foram imobilizados, dois a dois,
ap0s anestesia, em um aparato desenvolvido especialmente para este estudo,
visando a padronizacdo da aplicacéo da radiacéo ionizante em todos os animais. Para
controle da dose, foram utilizados dosimetros posicionados nas regides de interesse

para confirmacao da dose recebida (Figura 5).

Figura 4 - Animais posicionados no irradiador Eldorado 78

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 5 - Dosimetros posicionados para confirmacédo da dose absorvida

B N ]

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5 Histomorfometria

As pecas obtidas de cada periodo, foram dividias para a confec¢éo de blocos
para analise histomorfométrica.

Cada uma das pecas foi submetida ao processamento histologico utilizando a
técnica do metilmetacrilato, tendo sido fixada em solucdo de formol por 48 horas,
lavada em agua corrente por 30 minutos e gradualmente desidratada por 30 minutos
em cada solucdo de alcool de 70% a 100%. Apés o processo de desidratacdo, as
pecas foram incluidas em metilmetacrilato e os blocos foram cortados em lamina de
75mm de espessura com o disco de diamante (Extec) paralelo ao longo eixo dos
implantes em Labcut 1010 (Extec). As laminas foram prensadas, reduzidas em
espessura até 30um e polidas em politriz (Metaserva, Buehler Ltd) sob irrigacao
abundante em lixas dagua nas granulac¢fes de 600, 1200 e 2500, respectivamente.
As andlises histologicas foram realizadas pelos métodos de campo claro utilizando
corante de azul de toluidina, que cora tecido 6sseo, tecido ostedide e também nucleos

de células como osteoblastos, osteoclastos, células da medula, permitindo a
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observacéo da remodelacdo 6ssea que ocorre no processo de osseointegracdo dos
implantes e a identificacdo das células.

A analise histomorfométrica da neoformacédo O0ssea foi feita através da captura da
imagem das laminas a partir de um microscépio de luz Zeiss Axiophot 2 (Carl Zeiss,
Oberkéchen, Alemanha), com ocular de 10x e objetiva de 20x, sob um foco fixo,
acoplado com uma camera Axiocam MRC 5 (Zeiss) que permitiu a visualizacao das
imagens digitalizadas diretamente no computador (Figura 6).

As imagens digitalizadas foram submetidas a andlise histomorfométrica no
software ImageJ (Image Processing,and Analysis in Java, NIH, EUA). Tal programa
possibilitou, devido a diferenca de coloracdo, a marcacédo das diferentes estruturas
como o osso neoformado na interface osso-implante, o implante, os espacos
medulares, as células e o tecido ostebide. Foram selecionados dois campos,
correspondentes a interface mesial e distal do implante, em cada lamina e os
parametros histomorfométricos calculados por porcentagem ocupada por cada
estrutura.

Cada uma das imagens obtidas foi analisada quanto a porcentagem de formacao
o0ssea, BAFO (bone area fraction occupancy), e a porcentagem de superficie de
contato do implante com o tecido 6sseo, BIC (bone implant contact) de regido interna
de uma rosca (Figuras 7 e 8). Os dados dessa andlise foram submetidos a andlise

estatistica.



Figura 6 - Imagens de cada grupo para anélise histomorfométrica

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.6 Teste biomecanico de torque reverso

Em cada periodo, os fragmentos contendo implante e o tecido ésseo,
imediatamente apds a eutanasia foram preservados na solucao de ringer em freezer
a -20°C até o momento de realizacdo do teste biomecéanico que foram realizados a
temperatura ambiente. Antes de serem submetidas ao teste mecanico, as pecas foram
incluidas em resina acrilica quimicamente ativada, para que o resultado do torque
reverso se mantivesse fiel a forca necessaria para movimentar o implante do interior
do tecido 6sseo. Este teste foi utilizado para mensurar a forca de fixacdo entre 0sso-
implante, avaliando a osseointegracdo de forma quantitativa.

Para realizacdo do teste, foi desenvolvido um dispositivo para garantir o
torque reverso no sentido do longo eixo de instalagcdo do implante, sem inducéo de
forcas em outros sentidos (Figura 11A). O torquimetro digital (MGT12, MARK-10
Corporation, NY, USA) com chave 1.2 para implante foi adaptado ao dispositivo de
modo a permanecer perpendicular ao solo, acompanhando o longo eixo de instalacédo
do implante no fémur, mantido nessa posicdo com o auxilio de uma morsa. Ao ser
realizado o giro da chave no senti anti-horario, o aparelho registrou em seu visor o0
pico de carga aplicada em N/cm? (Figura 11B).

Para eliminacao de viés de forcas ndo axiais ao longo eixo do implante, cada
fémur foi incluido em resina acrilica quimicamente ativada (RAAQ) de modo que, ao
ser posicionado na morsa, nao houvesse movimentacdo do fémur nem inducao de
forca sobre ele e o torquimetro registrasse unicamente a forca aplicada para remover

o implante do interior do tecido 6sseo (Figura 12).
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Figura 7 - Teste mecanico de torque reverso

(2 i v

=

Legenda: A. Visor do torquimetro indicando méaxima carga registrada em N/cmz2. B. Dispositivo de
adaptacéo para torquimetro digital.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 8 - Padronizacdo do fémur, incluido em RAAQ, para realizacdo do teste

mecanico de torque reverso

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacédo por histomorfometria

Para determinagéo dos valores de BIC e BAFO foram considerados que a
area total de uma rosca do implante e a sua superficie total, respectivamente, estava
para 100%, assim como a area de osso formada e a superficie da rosca do implante
em contato com o tecido 0sseo estava para x%. Desse modo, os valores de BAFO e

BIC foram expressos em porcentagem (QUADRO 1).

Figura 9 - Andlise histomorfométrica. Determinacdo da &rea total para analise da

formacdo 6ssea (BAFO)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 10 - Analise histomorfométrica. Determinacdo da superficie total para

analise do contato osso implante (BIC)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 1 - Estatistica descritiva dos valores de BAFO e BIC

Legenda: DP: desvio padrao.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores médios de BIC e BAFO foram organizados em forma de grafico
para melhor visualizacdo do comportamento 6sseo tem funcdo do tempo de

osseointegracao (Figuras 9 e 10).
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Figura 11 - Gréfico da analise BIC em funcdo do tempo de osseointegracao
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 12 - Gréfico da analise BAFO em funcdo do tempo de osseointegracao
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os dados de BIC e BAFO foram submetidos a analise de variancia de 2 fatores
para verificar diferenga estatisticamente significante entre os tipos de tratamento e o

tempo de avaliacdo e o teste de Tukey foi realizado para determinacdo dos grupos

homogéneos.
A andlise de variancia de 2 fatores para BIC mostrou diferenca

estatisticamente significante para o fator tempo e para a interagdo entre tempo e o
tratamento (QUADRO 2). O teste de Tukey mostrou diferenca estatisticamente

significante entre o grupo Controle e os grupos Irradiado e Irradiacéo precoce.

Tabela 2 - Analise de variancia de 2 fatores para valores de BIC

5184,8 5184,8 16,42 0,000
853 426,5 1,35 0,269

14177,7 7088,8 22,45 0,000

48 1155,3 315,7

53

1
2
2
Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 3 - Resultado de Teste de Tukey BIC

‘2semanas  83(22,111)A,a 42 (17,059) B, a 48 (15,524) B, a

97 (7,712) A, a 75(19,484)AB, b 62 (24,338)B, b
Legenda: Letras distintas maitsculas na linha e minudsculas na coluna representam médias diferentes

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,005).

Fonte: Elaborado pelo autor.

A andlise de variancia de 2 fatores para BAFO também mostrou diferenca

estatisticamente significante para o fator tempo e para interagdo entre tempo e
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tratamento (QUADRO 4) e o teste de Tukey apontou que o grupo controle diferiu dos
grupos Irradiado e Irradiacéo precoce no periodo de 2 semanas, porém, no periodo 7

semanas, 0S grupos apresentaram-se homogeneamente.

Tabela 4 - Analise de variancia de 2 fatores para valores de BAFO

GL SQ Qv F p
Tempo 1 6961,3 6961,3 19,08 0,000
Tratamento 2 363,2 181,6 0,5 0,611
Tempo*Tratamento 2 7616,7 3808,3 10,44 0,000
Erro 48 17516,8 364,9
Total 53 34237,3

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 5 - Resultado de Teste de Tukey BAFO

Controle Irradiado Irradiagdo precoce
2 semanas 81(21,339)A, a 52 (27,778) B, a 51 (14,422) B, a
7 semanas 98 (8,363) A, a 76 (23,002) A, a 79 (20,899) A, b

Legenda: Letras distintas maiusculas na linha e mindsculas na coluna representam médias diferentes
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,005).

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Teste biomecanico de torque reverso

Os valores resultantes do torque reverso de cada implante foram registrados
e analisados em estatistica descritiva (QUADRO 6), expostos em grafico (Figura 13),
submetidos a analise de variancia de 2 fatores (QUADRO 7) e ao teste de Tukey para

determinacdo dos grupos homogéneos (QUADRO 8).
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Tabela 6 - Tabela de estatistica descritiva dos resultados dos grupos

Média de Desvio

Semanas torque Padrao
Controle 2 semanas 2 5,13 1,87
Irradiado 2 semanas 2 4,93 1,71
Irradiagdo Precoce 2 semanas 2 1,59 0,63
Controle 7 semanas 7 24,30 3,03
Irradiado 7 semanas 7 5,35 1,97
Irradiagdo Precoce 7 semanas 7 3,53 1,38

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 13 - Grafico com média de cada grupo em funcéo da cronologia

OSSEOINTEGRACAO (TORQUE) X TEMPO
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= ==Semanas Média de torque

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 7 - Analise de variancia de 2 fatores para valores de torque reverso

696,01 696,01 217,75 0,000
1475,7 737,85 230,84 0,000
976,36 488,18 152,73 0,000
48 153,42

53 3301,50

1
2
3

Fonte: Elaborado pelo autor.

A analise de variancia de 2 fatores para o torque reverso mostrou diferenca
estatisticamente significante para os fatores tempo e tratamento e para a interacao

entre eles.

Tabela 8 - Teste de Tukey para resultados de torque reverso

5,125(1,87)A, b 4,93 (1,71) A, a 1,59 (0,63) B, a

24,3 (3,03)A,a 5,35(1,97) B, a 3,53(1,38)B, a
Legenda: Letras distintas maiusculas na linha e minusculas na coluna representam médias diferentes

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,005).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

Embora haja artigos publicados desde a década de 90 sobre esse assunto
(Marx, Morales, 1998; Niimi et al., 1998, Ohrnel et al., 1997; Wagner et al., 1998), a
instalacdo de implantes de areas irradiadas ainda € um assunto controverso que
continua sendo estudado (Aboushelib et al., 2017; Smith Nobrega et al., 2016; Wang
et al., 2016). Estudos consideram o sucesso da osseointegracao sob influéncia de
diferentes variaveis, como intervalo entre a radioterapia e a cirurgia de instalacdo dos
implantes e diferentes intervalos de osseointegracdo, porém, ha uma lacuna de
estudos que relnam essas variaveis em um unico trabalho. O presente estudo
considera como variaveis a influéncia da radiacdo ionizante na osseointegracdo em
diferentes periodos, tanto antes quanto depois do procedimento cirdrgico para
instalacdo dos implantes. Com diferentes periodos de analise dos dados, buscando a
compreensao da cronologia do processo de osseointegracdo sob influéncia da
radiacao ionizante (Figura 03).

Os resultados da analise histomorfométrica para valores de BIC néo
apontaram diferenca estatisticamente significante entre os grupos irradiacao precoce
e irradiado, porém, ambos diferiram do grupo controle, confirmando a possibilidade da
hipétese sugerida pelos resultados do teste biomecéanico de torque reverso. Os
resultados para valores de BAFO n&o mostraram diferenga estatisticamente
significante apenas para o periodo de 7 semanas, porém, a diferenca foi apontada no
teste biomecanico, podendo sugerir que, apos o periodo mais longo para neoformacéao
0ssea, a formacao de tecido ésseo nao deixa de ocorrer, porém, a maturacao 6ssea
ocorre de maneira mais lenta, alterando a qualidade 6ssea na regido irradiada.

Mesmo no periodo de 7 semanas, 0s valores do teste mecénico de torque
reverso foram muito inferiores quando comparados aos do grupo controle, no mesmo
periodo, sugerindo que os danos da radiacdo ionizante geraram efeitos teciduais
acumulativos (Okuno, 2013) cujas consequéncias permaneceram mesmo apos 0
periodo de 7 semanas. Convertendo esse periodo estudado considerando que 14 dias
de vida do rato equivale a 1 ano de vida humana, o periodo de 7 semanas equivaleria
a 3,5 anos do humano (Quinn, 2005), periodo no qual ainda é possivel constatar

efeitos da radiagdo ionizante. A analise histomorfométrica evidenciou que, neste
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periodo, h& formacao de tecido 6sseo, porém, € sugestivo que a formacao dssea seja
mais lenta em decorréncia dos efeitos teciduais da irradiagéo, principalmente no inicio
do processo de osseointegracdo (Doh et al., 2016) e os efeitos estocasticos dificultam
0 processo de remodelacdo e maturacdo 6ssea. Doh et al. (2016) encontraram
alteracdo da formacdo déssea em periodo de 8 semanas apds a instalacdo dos
implantes em ratos (Doh et al., 2016), enquanto Brogniez et al. (2002) concluiram que
no periodo de 8 semanas apos a incidéncia da radiacéo ionizante, o equilibrio entre a
reabsorcdo 0ssea e a osteogénese comeca a ser restabelecido. Portanto, no periodo
de 7 semanas, é possivel sugerir que a radiacdo ionizante promove alteracdo na
qualidade éssea.

No intervalo de 2 semanas entre a instalacdo do implante e a eutanasia, o
grupo Irradiado apresentou valores proximos do grupo controle, devido ao intervalo
de 4 semanas dado entre a irradiacao e a instalagdo dos implantes, equivalente a 2
ano em humanos, periodo apontado por estudos prévios como possivel para
instalacdo de implantes apos tratamento por radiacdo ionizante (Barrowman et al.,
2011; Chambrone et al., 2013; Claudy et al., 2015; Faggion et al., 2013). Porém, no
intervalo de 7 semanas, os valores do grupo Irradiado sdo muito menores que os do
grupo controle. Enquanto a explicacdo da alteracdo dos resultados do grupo
Irradiac@o precoce se baseou nos efeitos teciduais da radiacédo ionizante, a reducéo
dos valores do grupo irradiado, que cronologicamente estd pareado ao grupo
Controle, pode ser explicada pelos efeitos estocasticos da radiacdo ionizante. Tais
efeitos sdo caracteristicamente tardios e podem ocorrem em células normais, porém,
tem sua probabilidade de ocorréncia aumentada de acordo com a dose absorvida pelo
tecido (Okuno, Yoshimura, 2016). Em estudo em animais realizado por Ocana (2017),
no qual a instalacdo dos implantes foi feita 40 dias ap0s a irradiacéo do tecido 6sseo,
apesar da obtencdo da osseointegracédo, a radioterapia prévia reduziu pela metade a
quantidade de osso formada ao redor dos implantes.

Em revisédo de literatura, Ihde et al. (2009) concluiram que a instalagdo de
implantes em tecido 6sseo irradiado aumento o risco de insucesso dos implantes de
2 a 3 vezes, sendo que o risco em maxila € maior que em mandibula, em funcéo da
qualidade 0ssea. Apontam também sobre a divergéncia de resultados presentes na
literatura, em fungao de muitos artigos apresentarem resultados baseados em estudos

de casos clinicos, com pouca amostragem, poucos estudos de coorte e ainda menos
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estudos clinicos randomizados, portanto, dificultando a extrapolacdo dos resultados
obtidos para uma populagédo mais abrangente.

Conforme exposto, 0 presente estudo mostrou resultados compativeis com
evidéncias cientificas presentes na literatura. A instalacdo de implantes em tecido
0sseo irradiado apresentam maiores indices de insucesso em funcéo da alteracao da
qualidade 6ssea da regido irradiada, cuja evidenciacdo foi mais clara a partir do teste
biomecanico do toque reverso. Apesar de conhecidos os efeitos estocasticos da
radiacdo ionizante, que geram danos teciduais a longo prazo, a literatura mostra que
o indice de sucesso aumenta em funcdo do maior periodo dados em a irradiacdo do
tecido 0sseo e a instalagdo dos implantes (Johnsson et al., 2000).

A deciséo sobre a instalacao de implantes em tecido 6sseo ja irradiado, deve
ser tomada considerando os riscos e beneficios para o paciente em cada caso. O
grupo Irradiado testou essa condicdo e mostrou que, a partir de 1 ano apés a
irradiacdo do tecido 6sseo, ha possibilidade de sucesso dos implantes, porém, sobre
um tecido 6ésseo com qualidade inferior, portanto, a aplicacdo de carga sobre esses
implantes deve ser realizada com maior parcimbnia, aumentando o numero de
implantes e realizando ferulizacdo sempre que possivel. Sempre que possivel, o
momento de instalacdo dos implantes em tecido 6sseo irradiado deve ser adiado para
permitir a remodelacéo 6ssea local e reduzir o indice de insucesso do tratamento.

O grupo Irradiacdo Precoce testou a condicdo de incidéncia de radiacéo
ionizante sobre implantes em processo de osseointegracdo, condicdo que deve ser
evitada ao maximo em situacdes clinicas. Porém, a negligéncia no diagndéstico
precoce de lesdes intrabucais, pode gerar esse tipo de situacao, principalmente em
lesBes malignas cujo desenvolvimento se da de maneira rapida e agressiva. Portanto,
o diagndstico precoce de lesdes e 0 exame clinico minucioso prévio ao planejamento
de reabilitagdo por implantes sdo essenciais para evitar que a incidéncia da radiagéo
ionizante seja necessaria durante o periodo de osseointegracao.

Os menores valores quantitativos obtidos na realizagdo do teste mecanico de
torque reverso foram encontrados no grupo Irradiagdo Precoce, no qual a radiacéo
ionizante foi incidida no tecido 6sseo durante o processo de osseointegracdo. Esse
resultado pode ser explicado pela caracteristica da radiacdo ionizante promover
hipoxia e deterioragdo celular, além de alteracdo vascular (lhde et al., 2009),

essenciais ao processo dindmico da osseointegracdo. Baseado nos resultados desse
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trabalho, sugere-se que como a radiacédo foi incidida apds 24 horas da instalacdo dos
implantes, o processo de angiogénese e de diferenciacao celular, presentes no inicio

da osseointegracao, foi prejudicado como relatado previamente por Davarpanah
(2013) e Doh et al. (2016).
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7 CONCLUSAO

O processo de osseointegracédo € influenciado negativamente pela radiacao
ionizante e, quanto menor o intervalo entre a instalacdo dos implantes e a incidéncia
da radiagdo, piores sao os resultados mecéanicos e biolégicos desse processo em
funcdo da reducéo de probabilidade de ocorréncia de efeitos estocasticos.

Apesar da obtencdo da osseointegracdo em tecido irradiado e dos efeitos da
radiacao ionizante sobre o processo de osseointegracao, o tecido ésseo neoformado
nesses casos apresenta pior comportamento mecanico.

Cabe ao cirurgido-dentista atentar sempre as condi¢cdes bucais do paciente
na busca por alteracbes e diagnostico precoce de lesdes com malignidade,
principalmente previamente a instalagédo de implantes, pois caso haja negligéncia na
observacéo de uma lesédo e dado inicio a um tratamento reabilitador por implantes,
poderd ser necessario tratamento por radioterapia durante o processo de

osseointegracdo, aumentando significativamente o risco de insucesso do tratamento.
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