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Dantas MVM. Influéncia do quimioterapico Cisplatina sobre o reparo e mineralizacdo ao
redor de implantes dentarios e sobre a qualidade do tecido Gsseo: estudo mecéanico e
histométrico in vivo[Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2018.

RESUMO

A maioria dos pacientes submetidos a tratamentos de cancer bucal sdo impossibilitados de
receber reabilitacdo com préteses dentais convencionais. Assim, a confeccdo de préteses
suportadas por implantes dentarios osseointegraveis tem sido considerada uma alternativa.
Apesar dos elevados indices de sucesso destes tratamentos, pode haver um inconveniente em
se reabilitar esses pacientes. Alguns quimioterapicos, como a Cisplatina, apresentam efeitos
colaterais como reducdo na remodelacdo Gssea e/ou alteragdo na nutricdo desse tecido, o que
pode interferir com a osseointegracdo dos implantes. O presente estudo avaliou, em ratos, o
efeito da terapia em longo prazo com Cisplatina sobre o processo de reparo e mineralizacéo
6ssea ao redor de implantes e sobre as propriedades mecénicas do tecido dsseo. Para isso, 43
ratos foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos: cisplatina (CIS, n=23), no qual o0s
animais receberam administracao intraperitoneal de cisplatina uma vez a cada semana durante
4 semanas, totalizando 4 administragdes, e controle (CTL, n=20), no qual os animais
receberam administracdo a cada 1 semana de placebo, durante todo o periodo experimental.
Apos 28 dias do inicio do tratamento, um implante de titanio foi instalado na metéafise tibial,
em ambas as pernas. Os animais foram sacrificados 30 e 60 dias apo6s a instalacdo dos
implantes, sendo retirados os fémures e as tibias. Os fémures foram submetidos aos testes
mecanicos de forca maxima (N), forca de ruptura (N), forca maxima (mm) e ruptura (mm). As
tibias contendo os implantes foram avaliadas quanto ao torque de remocdo, arranjo e
distribuicdo do colageno, analise histométrica (%BIC e %BAFO) e Microscopia Eletrénica de
Varredura com Fonte de Emissdo de Campo (MEV/FEG) para determinar a quantidade de
Célcio e proporcao Calcio/Fosforo. Os resultados obtidos foram tabulados e submetidos as
andlises descritiva e estatistica por ANOVA (a 2 ou 3 critérios) ou MANOVA, seguidos dos
testes pos-hoc de Tukey e Games-Howell, respectivamente (0=0,05). Os resultados
mostraram que os espécimes dos grupos CTL apresentaram valores significantemente maiores
(0,0001<p<0,036) dos que aqueles dos grupos CIS nos testes mecanicos de for¢ca maxima (N)
e forca de ruptura (N), bem como no torque de remocdo e analise histométrica (%BIC e
%BAFO), sendo que 0s maiores parametros obtidos sempre foram no grupo CTL, 60 dias
apos a instalacdo dos implantes. Ndo foram encontradas diferencas significantes (p>0.05)
entre 0s grupos para os valores de forca maxima (mm), ruptura (mm), quantidade de Célcio e
proporcao Calcio/Fésforo. Nos grupos CIS, houve uma reducdo na organizacdo do colageno
na interface osso/implante, resultando em um trabeculado 6sseo com finas trabéculas com
colageno birrefringente e arranjo irregular. Com base nestes resultados, foi concluido que, de
forma geral, a Cisplatina interferiu negativamente no reparo e na mineralizacdo ao redor de
implantes dentarios, bem como sobre a qualidade do tecido 6sseo, principalmente no periodo
de 30 dias ap06s a instalacdo dos implantes.

Palavras-chave: Osseointegracdo. Tratamento Farmacoldgico. Implantacdo dentaria.
Cisplatino.



Dantas MVM. The influence of Cisplatin-based chemotherapy on the healing and
mineralization of the tissue in the peri-implant region and on the bone quality: an in vivo
mechanical and histometrical study [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2018.

ABSTRACT

Most of patients undergoing oral cancer treatments are unable to receive rehabilitation with
conventional dental prostheses. Thus, the use of prostheses supported by osseointegrated
implants has been considered as an alternative. Despite the high rate of success of the dental
treatments, there may be an inconvenience to rehabilitate these patients. Some
chemotherapeutic agents as Cisplatin exhibit undesirable side effects, such as the reduction in
bone remodeling and/or changes in nutrition of tissue, which can interfere with the
osseointegration of implants. This study evaluated, in rats, the effect of the long-term therapy
with Cisplatin on bone healing and mineralization around implants and on the mechanical
properties of bone tissue. Forty-three rats were randomly divided into two groups: Cisplatin
(CIS, n=23), in which the animals received subcutaneous administration of Cisplatin once a
week for 4 weeks (a total of 4 administrations) and control (CTL, n=20), in which the animals
received a placebo solution once a week throughout the trial period. After 28 days of
treatment initiation, a titanium implant were installed in the tibial metaphysis, on both legs.
The animals from each group were sacrificed 30 and 60 days after the implant placement, and
their femurs and tibias removed. Femurs were subjected to mechanical tests of maximum
strength (N), maximum rupture force (N), maximum strength (mm), and rupture (mm). The
tibias with the implants were assessed for removal torque, arrangement and distribution of
collagen fibers, histometric analysis (%BIC and %BAFO) and Scanning Electron Microscopy
with Field Emission Gun (SEM/FEG) to determine the percentage of Calcium and
Calcium/Phosphorus ratio. The results were submitted to descriptive and statistical analysis
by means of ANOVA (2 or 3-way) or MANOVA, followed by Tukey and Games-Howell
post-hoc tests, respectively (a=0,05). The results showed that the specimens from CTL groups
had significantly higher values (0,0001<p<0,036) than those from CIS groups in relation to
maximum strength (N), maximum rupture force (N), removal torque, and histometric analysis
(%BIC and %BAFO), being the best results obtained for CTL groups, 60 days after implant
placement. No significantly differences were found between the groups regarding the values
of maximum strength (mm), rupture (mm), percentage of Calcium, and Calcium/Phosphorus
ratio. In CIS groups, there was a reduction in the organization of collagen at the bone/implant
interface, resulting in a trabecular bone with thin trabeculae and birefringent collagen and
irregular arrangement. Based on these results, it was concluded that, in general, Cisplatin
interfered negatively in the repair and mineralization around dental implants, as well as on the
quality of the bone tissue, mainly in the period of 30 days after the implant placement.

Keywords: Osseointegration. Drug Therapy. Dental Implantation. Cisplatin.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BAFOQO: area de tecido 6sseo entre as roscas
BIC: contato osso/implante

Ca: calcio

Ca/P: proporcao entre Calcio e Fosforo
Cay0(PO4)s(OH),. hidroxiapatita

CIS: grupo Cisplatina

CTL: grupo Controle

cm/min: centimetro por minuto

g: grama

Gy: Gray

kg: quilograma

kN: quilonewton

MET: Microscopia Electrénica de Transmissao

MEV/FEG: Microscopia Eletronica de Varredura com Fonte de Emissdo de Campo

Micro CT: Micro Tomografia Computadorizada
mg: miligrama

mg/m*: miligrama por metro quadrado
mg/m?/d: miligrama por metro quadrado por dia
mg/kg: miligrama por quilo

mg/kg/dia: miligrama por quilo por dia
mg/kg/semana: miligrama por quilo por semana
mg/ml: miligrama por mililitro

ml: mililitro



ml/kg: mililitro por quilo

mm: milimetro

n: nimero amostral

N: newton

N/cm?: newton por centimetro quadrado

RUNX-2: fator de transcricéo relacionado a Runt 2

SEM/FEG: Scanning Electron Microscopy with Field Emission Gun

T: estadiamento do cancer

TO: nenhuma evidéncia de tumor primario

Tcis: carcinoma in situ

Ta: tumor superficial

T2: tumor com mais de 3cm no maior didametro ou invadindo tecidos préximos causando
comprometimento moderado

T3: tumor de qualquer dimensdo invadindo tecidos préximos e causando Sério
comprometimento

T4: tumor de qualquer tamanho invadindo e comprometendo 6rgéos vitais
TGF-beta: Fator de Crescimento Transformador Beta

TRAP: fosfatase acida resistente ao tartarato

um: micrometro

p: méda

o: desvio padrédo

n2p: efeito

ICs: intervalos de confianca

%: porcentagem

°C: grau Celcius



SUMARIO

LINTRODUGAO. ... oot ee ettt e 15
2 PROPOSICAOQ. ...t eeeeeveees e es s es et an s s es e saes e ssnesnaanes 18
3 REVISAO DA LITERATURA . ..ottt 19
3.1 Uso de Quimioterdpicos e Seus Efeitos...... ..o 19
3.2 Efeito de Quimioterapico na Remodelacdo OSSea............o.euveeverreeeeeerreersennns 23
3.3 Quimioterapicos X Osseointegracdo de Implantes Dentarios............c.ccccc...... 24
AMATERIAL E METODO ..o oottt 33
4.1 DeSENNO O ESTUAO......c.uiiieieiiieie ettt sttt st sree e enes 33
4.2 Cirurgia para Instalagdo dos Implantes...........c.ccocveiiiiienene e, 34
4.3 Eutanasia doS ANIMAIS........cocuiveieeiieiiesieeieeseeiesseeseesseeseesaesseesseseesseessessesssesnenns 36
4.4 PreparaGio d0S ESPACIMES........couuiiiiiiie ittt 36
4.4.1 Preparacao dos cortes ndo descalcificados de tecido dsseo das tibias direitas.. 37
4.5 ANALISES. ....cveeieieieiie ettt ettt st e et e e teeraeareeeens 37
4.5.1 ANAlLISE DIOMECANICA. ......cccveiieeriecie e 38
4.5.2 ENSAIO MECANICO. ... ccuveiviieeiresiesteesteseesieesaestesseesseseeseasaessesssasseesessesssenssessessenn, 38
4.5.3 Anédlise do arranjo e distribuicdo do COIAgeNO..........ccccevvrvevivce e 40
4.5.4 ANALISE NISTOMELIICA. .....cviviiiiie et e 40
4.5.5 Andlise por Microscopia Eletrénica de Varredura com Fonte de Emisséo

de CampPO (MEV/FEG).......oiiice ettt sttt sttt sne e enee 41
4.6 ANALISE ESTATISTICA. ......ccveiviiieieiie et 42
4.6.1 Andlise biomecanica (torque de reMOGAD)........cccuevvrreereerieeieseereesieeesiesseenees 42
4.6.2 ENSAIO MECANICO. ....cviiveieiiieitiie ettt sttt bbb ne e 43
4.6.3 ANALISE NISTOMELIICA. .....cviiiiiiie et e 44
4.6.4 ANAlise POr MEV/FEG. ...ttt et 44
5 RESULTADO. ...ttt ettt sttt bbb bbb ene e eneas 46
5.1 ANALISE BIOMECANICA. ......ueiviiieiiiieiie ittt 46
5.2 ENSAI0 MECANICO. ....c.ceiiiiiieitiiie sttt ettt 50
5.3 ANAlLISE HISTOMEATIICA. ... .cueiviiieiiiiiciie sttt 57
5.3.1 ReSUIAdOS BIC........coiiiiiciiiceee et e 57
5.3.2 ReSUIAAOS BAFO.......ociiiciieiiee ettt s 60
5.4 ANalise POr MEV/FEG.........cooo ittt 64
5.5 Analise do Arranjo e Distribuicdo do Colageno...........ccccceeevveviiiicieciesiens 70
B DISCUSSAD......coiiiiirieiet ettt 74
7 CONCLUSAO. ..ottt st 80
REFERENCIAS. .....coottiiieee sttt 81



15

1 INTRODUCAO

Os diversos tipos de cancer tém sido considerados um relevante problema de
satde em todo o mundo devido as suas altas taxas de morbidade e mortalidade, especialmente
nos paises em desenvolvimento®. A prevaléncia dos tumores malignos é elevada. Um recente
estudo da Sociedade Americana de Cancer estimou que, em 2014, 14,5 milhdes de
americanos foram diagnosticados com a doenca®. Além disso, devido ao aumento da
expectativa de vida e do envelhecimento da popula¢do, estima-se que, em 2024, este nimero
aumente para aproximadamente 19 milhdes de americanos®. No Brasil, foi estimado pelo
Instituto Nacional de Cancer (INCA) a ocorréncia de aproximadamente 1 milhdo de novos
casos da doenca no ano de 2016° Apesar deste aumento na prevaléncia, 0 nimero de
pacientes que sobrevivem ap0s o tratamento de cancer também tém aumentado, pois oS
diagnosticos tem ocorrido mais precocemente e as modalidades terapéuticas estdo mais
efetivas’.

Existem diversas modalidades terapéuticas para o tratamento do céncer,
incluindo ressec¢do cirargica, radioterapia e quimioterapia. Devido a estes tratamentos, a
condicdo pos-operatoria dos pacientes com cancer oral envolve frequentemente alteragcdes
anatomicas, alteragdes qualitativas e quantitativas de mucosa oral, xerostomia, disturbios
musculares e relacdes inter-oclusais desfavoraveis*®. Como consequéncia, muitos pacientes
ndo possuem uma denticdo funcional, fonética e esteticamente satisfatorias e s@o incapazes de
receber uma reabilitacdo oral com proteses dentais convencionais. Dessa forma, esses
pacientes sdo candidatos em potencial a receberem reabilitacdes com proteses suportadas por
implantes dentais osseointegraveis, melhorando sua qualidade de vida®.

A utilizacdo de implantes dentais osseointegraveis € uma tendéncia na
Odontologia moderna para a substituicdo de dentes perdidos. Esta maior demanda para a
reabilitacdo com implantes dentais pode ser atribuida a varios fatores, como o desempenho
deficiente e limitagbes das prdteses convencionais, a expectativa dos pacientes e a
previsibilidade dos tratamentos protéticos implanto-suportados. No geral, as taxas de sucesso
de implantes em longo prazo tém variado em torno de 90% a 95% ap6s um’, dois®, cinco’ ou
dez® anos de acompanhamento. Um estudo recente revelou indices ainda maiores (98.5%)
ap6s cinco anos de acompanhamento dos pacientes implantados®™®. O sucesso do tratamento
com implantes dentarios é caracterizado por aspectos funcionais, que incluem mastigacéo e
fonética, aspectos fisiologicos, que incluem a manutengdo do nivel 6sseo marginal sem perda

de osseointegracdo ou inflamagédo, e também aspectos psicoldgicos, que incluem a satisfacdo
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estética do paciente'’. Apesar dos altos indices de sucesso, alguns fatores relacionados &
condigdo sistémica dos pacientes sdo considerados de risco e podem deixar o individuo mais
suscetivel ao fracasso neste tipo de tratamento por meio de falha em um ou mais dos aspectos
anteriormente citados. Neste contexto, podemos apontar como fatores de risco a presenca de
diabetes mellitus descompensada, alcoolismo, tabagismo, deficiente higiene oral,
imunocomprometimento, cancer de cabeca e pescoco, dentre outros'?*®. De fato, nestes
pacientes, os indices de sucesso dos implantes osseointegraveis ndo sdo tdo otimistas'?,
especialmente em individuos portadores de cancer que estdo sendo submetidos ou irdo se
submeter a tratamentos oncolégicos'*?°. De la Plata et al.* verificaram que o indice de
sucesso de implantes em pacientes com osteorradionecrose foi de apenas 48.3%. Ainda, um
recente estudo clinico relatou que o indice de sucesso de implantes instalados em pacientes
com cancer bucal submetidos a quimio e/ou radioterapia, apds cinco anos de controle
posterior, foi de 84.2%2".

Na triade do protocolo dos tratamentos de cancer (radioterapia, quimioterapia e
resseccdo cirurgica), uma abordagem sistémica pode ser efetuada em cerca de 60 a 70% dos

casos com a quimioterapia’®. Em estudo multicentro, Al-Sarraf et al.*®

provaram a
superioridade do tratamento integrado radioquimioterapico com relacdo a sobrevida dos
pacientes em comparacdo ao tratamento radioterdpico isoladamente. A Cisplatina € um
quimioterapico antineoplasico ciclo-celular ndo especifico e seu mecanismo de acdo esta
relacionado com a inibicdo seletiva da sintese do DNA. Suas propriedades citotoxicas tém
sido atribuidas a habilidade de formar ligacGes cruzadas do tipo inter-filamentares como
também intra-filamentares. Seu principal sitio de acdo é o N7 da guanosina, embora também
ocorra interagdo covalente com a adenosina e a citosina. Mais recentemente, tem-se dado
particular énfase a capacidade da Cisplatina em provocar mutacGes no DNA e alterar a
ligacdo DNA-proteina. Tem sido apontada uma acentuada atividade antitumoral da Cisplatina
contra diversos tipos de cancer, incluindo os de ovario, endometrial, testiculo, bexiga,
pancreas, estdbmago, es6fago, cabeca e pescoco, cérvix, tiredide, pulmdo, garganta, boca e
sarcomas?>?*, Ainda, tem sido relatado que esta droga tem efeito sinérgico com outros agentes
antitumorais. Antes da década de 70, o0s osteossarcomas eram considerados tumores
quimiorresistentes e a taxa de sobrevida desses pacientes era bastante baixa. Um regime
poliquimioterapico eficaz incluindo a Cisplatina melhorou drasticamente a sobrevida dos
pacientes em longo prazo®%.

Todos os diferentes agentes antineoplasicos causam severos efeitos colaterais

agudos em varios tecidos, como medula 6éssea, rins e mucosa oral. Como efeitos colaterais
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tardios pode haver uma alteracio nas células vasculares, interferindo na nutricio 6ssea®’. Este
efeito pode induzir um estado similar a osteoporose, levando a uma possivel reducao nas taxas
de sobrevivéncia de implantes dentais, mesmo quando uma reposicdo hormonal é realizada®®,
Outro efeito colateral decorrente de quimioterapia, especificamente com Cisplatina, é uma
reducdo na remodelacdo 6ssea®®>*. Experimentos in vivo em cdes verificaram que, quando
esta droga foi administrada ap6s cirurgia ortopédica, houve uma menor quantidade de 0sso
neoformado®. Outros autores avaliaram o efeito da droga na osseointegracdo de implantes
dentais com diferentes protocolos e observaram redugdo na qualidade e quantidade do 0sso
neoformado®¥*, Apesar desses efeitos sistémicos, um estudo clinico de Kovécs™, de 2001,
avaliou a influéncia da Cisplatina associada com Fluorouracil no sucesso de reabilitagdes com
implantes dentais. De acordo com o autor, houve a perda de um implante (num total de 106)
nos 30 pacientes operados. Os seguintes critérios clinicos foram considerados: mobilidade,
funcdo, dor, infeccdo ou radiolucéncia peri-implantar. Além disso, dos 104 implantes
avaliados, apenas 68 foram reabilitados com préteses™, o que pode ter influenciado os
resultados positivos obtidos. De acordo com essas informacgdes, pode-se verificar que 0s
efeitos deste quimioterapico sobre o tecido 6sseo ainda ndo estdo bem estabelecidos na
literatura, pois ndo esta claro se a Cisplatina age diretamente na morte celular, reduzindo a
capacidade de mitose das células formadoras de 0sso, ou com um efeito sistémico secundario
para reduzir o metabolismo 6sse0o®. Além disso, a literatura nesta area de conhecimento é
bastante limitada, havendo a necessidade da realizacdo de mais estudos in vivo, especialmente
aqueles que possam realizar uma analise mais aprofundada. Assim, o objetivo do presente
estudo é avaliar a osseointegracdo, reparo e mineralizacdo de implantes dentarios e a

qualidade Gssea apds a administracdo do quimioterapico Cisplatina em modelo animal.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados do presente estudo, foi possivel concluir que o

tratamento com Cisplatina:

1. Alterou de forma importante a neoformacdo Ossea ao redor dos
implantes.

2. Alterou também a estrutura do osso neoformado ao redor dos implantes.

3. De forma geral, alterou 0 metabolismo 6sseo.

4. N&o exerceu influéncia na quantidade de ions da formacdo mineral do

0ss0 ao redor dos implantes ou a distancia.
5. De forma geral, a Cisplatina interferiu negativamente no reparo ao redor
de implantes dentéarios, bem como sobre a qualidade do tecido 6sseo, principalmente no

periodo de 30 dias apoés a instalagdo dos implantes.
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