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Vegian MRC. Efeito modulador da radiação ionizante sobre citocinas sanguíneas e 
células do tecido ósseo na interface osso-implante [dissertação]. São José dos 
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e 
Tecnologia; 2018. 

 
 

RESUMO 
 
 

Implantes osseointegrados são considerados efetivos como tratamento reabilitador. 
Contudo, vários fatores podem prejudicar o sítio receptor, entre eles, a radiação 
ionizante. Entretanto, os mecanismos pelos quais estes eventos acontecem ainda 
não foram completamente esclarecidos. O objetivo neste estudo foi avaliar o efeito 
modulador da radioção ionizante, simulando uma dose total de um tratamento 
radioterápico convencional para pacientes oncológicos, nos níveis de citocinas 
sanguíneas e na remodelação óssea da interface ao redor do implante. Foram 
utilizados 45 ratos que receberam implantes rosqueados de titânio grau V nos 
fêmures direito. Os animais foram divididos em 3 grupos: a) Grupo Sem-Irradiação 
(S-Ir): grupo controle apenas com implante. b) Grupo Irradiação Posterior (IrPos): 
implante + irradiação; c) Grupo Irradiação Prévia (IrPrev): irradiação + implante. Os 
animais dos grupos IrPos e IrPrev foram submetidos a irradiação em 2 etapas 
fracionadas de 15 Gy. Nos períodos de 3 dias, 2 semanas e 7 semanas após o 
último procedimento, 05 animais foram eutanasiados aleatoriamente por grupo. Os 
níveis séricos de TNF-ɑ, IL-1β e IL-10 foram mensurados a partir do sangue 
coletado previamente ao momento da eutanásia pelo método imunoenzimático 
(ELISA). As peças contendo os implantes foram submetidos à marcação imuno-
histoquímica utilizando os marcadores para TRAP e osteocalcina (OC). O teste 
ANOVA foi utilizado para análise estatística e quando necessário foi aplicado o teste 
de comparação múltipla de Tukey (p<0,05). O grupo IrPos exibiu diferença 
estatística (p<0,05) com S-Ir e IrPrev nos valores de TNF-α em 2 e 7 semanas, 
enquanto IrPrev diferiu estatisticamente (p<0,05) de S-Ir nos valores de IL-10, em 3 
dias. A análise imuno-histoquímica da interface osso-implante, demonstrou valores 
mais altos de TRAP e OC nos grupos irradiados, com diferença estatística (p<0,05), 
entre os valores de TRAP de S-Ir e IrPos em 3 dias e entre S-Ir e IrPrev em todos os 
períodos, 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 radiação ionizante alterou 
produções de citocinas sanguíneas pró e anti-inflamatórias após lesão cirúrgica de 
colocação do implante e influenciou na expressão de proteínas envolvidas na 
remodelação óssea.  

 
 

 
Palavras-chave: Remodelação óssea. Implantes de titânio. Citocinas. 
Osseointegração. Radiação ionizante. Imuno-histoquímica. 



 

 

Vegian MRC. Modulating effect of ionizing radiation on blood cytokines and bone 

tissue cells in bone-implant interface [dissertation]. São José dos Campos (SP): São 

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-ɑ, IL-1β 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-α 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. 
Ionizing radiation. Immunohistochemistry. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Implantes osseointegrados são considerados efetivos como tratamento 

reabilitador. Embora altamente previsíveis e com alto índice de sucesso (Klokkevold, 

Han, 2007), ainda são registradas falhas na reabilitação com implantes por 

diferentes razões (Chen et al., 2013). O sucesso da osseointegração está associada 

com a saúde do tecido peri-implantar e com o restabelecimento da função e estética 

(Faggion et al., 2013). Contudo, há condições específicas que podem ser 

associadas à falha dos implantes tais como a radioterapia (Chambrone et al., 2013). 

Estudos recentes que revisaram os motivos de falha de implantes em pacientes, 

concluíram que a radiação tem um papel fundamental no prognóstico dos pacientes 

tratados com implantes dentais, havendo uma relação 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 lesão induzida por radiação (Hu et al., 2010; Wang et al., 2016), sendo que a 

injúria causada no tecido ósseo varia desde osteopenia até osteoradionecrose 

(Williams, Davies, 2006). Os pacientes portadores de tumores de cabeça e pescoço, 

geralmente são submetidos à radioterapia durante o tratamento (Mancha De La 

Plata et al., 2012). Contudo, posteriormente ao tratamento radioterápico, muitos 

destes pacientes necessitam de reabilitação oral, para repor perdas dentárias ou 

ainda para o restabelecimento de deformidades causadas por ressecção cirúrgica 

devido ao tumor. Os implantes dentários têm um papel crucial nesta reabilitação, 

entretanto, nesta situação o tratamento com implantes torna-se um desafio, uma vez 

que o osso, no qual os implantes serão inseridos, foi irradiado (Pompa et al., 2015). 

A osseointegração pode ser prejudicada devido à diminuição da 

vascularização e da vitalidade óssea decorrentes da radioterapia (Verdonck et al., 

2008). Também é descrita a progressiva fibrose de vasos e tecidos moles (Pompa et 

al., 2015). Estes efeitos resultam em maior reabsorção peri-implantar no osso 

irradiado (Brasseur et al., 2006; Brogniez et al., 2002) e menor capacidade de 

cicatrização (Pompa et al., 2015). A radioterapia focal promove efeitos prejudiciais 

no tecido ósseo quando ele está no campo irradiado (Chandra et al., 2015; Hu et al., 

2010), e os sinais primários do dano ósseo incluem a perda da atividade funcional 
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dos osteoblastos (Chandra et al., 2015), maior quantidade de tecido adiposo no osso 

medular e diminuição da microvascularização (Williams, Davies, 2006). Além disso, 

Zou et al. (2016) demonstraram que o dano causado na região óssea, que recebe 

radiação, é dependente do tempo após a exposição, bem como da quantidade de 

osso e qualidade (força e microarquitetura) do esqueleto circunjacente que não foi 

exposto à radiação.  

A radiação ionizante é uma forma de energia transmitida por uma fonte com 

capacidade de ionizar o meio que atravessa pela retirada de elétrons dos átomos 

desse material. A ionização ocorre por um processo de deposição de energia pela 

radiação no meio que atravessa. Esse processo caracteriza a dose absorvida, e a 

interação da ionização nesse meio é o que provoca os efeitos biológicos nos seres 

vivos. A radioterapia é o uso terapêutico da radiação ionizante para tratamento de 

alguma enfermidade do corpo do paciente com uma dose máxima estabelecida na 

região da lesão, com mínimo de comprometimento dos tecidos sadios ao redor 

(Okuno, Yoshimura, 2010). 

 Umas das formas de tratamento com radiação ionizante é um tratamento 

realizado utilizando uma fonte emissora de feixes de radiação-gamma com uma 

distância padronizada do receptor radioativo (Instituto Nacional do Câncer, 2008). 

Este tratamento é considerado bastante eficaz contra tumores, porém sua dose é 

limitada pela tolerância à radiação dos tecidos sadios circunjacentes, uma vez que 

as doses necessárias para erradicar o tumor costumam ser muito elevadas, o que 

dificulta a preservação desses tecidos (Okuno, Yoshimura, 2010; Sonstevold et al., 

2015).  

Tanto a destruição do tumor como a indução de lesões indesejáveis nos 

tecidos normais podem ocorrer por um mecanismo de interação que age sobre o 

DNA nuclear, causando morte celular ou dificuldade de multiplicação. Este 

mecanismo pode ser consequência tanto de uma ação direta, quando a radiação 

atua na clivagem do DNA, quanto de uma ação indireta, na qual há dissociação da 

água em íons (H+ e OH-) e este íon OH- reage com as bases nitrogenadas do DNA, 

interferindo também na multiplicação celular (Caldas et al., 1970). A interação entre 

as radiações ionizantes e as células depende da energia absorvida pelas moléculas. 

Os efeitos biológicos dessa interação estão relacionados à dose, transferência linear 
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de energia, fracionamento e radiossensibilidade celular (Instituto Nacional do 

Câncer, 2008). 

A dose necessária para tratamentos neoplásicos, baseia-se na localização e 

no tipo de malignidade, e se a radioterapia será utilizada unicamente ou em 

combinação com outras modalidades de tratamentos. A maioria dos pacientes com 

carcinomas de cabeça e pescoço recebem uma dose total entre 50 e 70 Gy (Vissink 

et al., 2003). Doses únicas de 20-30 Gy estão associadas a alterações 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 após radioterapia com 

dose total de 16 Gy, devido ao maior número de apoptose destas células. 

É importante também avaliar a influência da radiação na atividade celular, 

uma vez que os efeitos da radioterapia resultam em alterações no sistema de 

remodelação óssea, afetando, principalmente, osteoblastos por serem mais 

radiossensíveis que os osteoclastos (Vissink et al., 2003). Chang et al. (2014) 

avaliaram a estrutura e a composição do osso, de maxilas de ratos irradiados com 

doses de 10 e 20 Gy, através de microtomografia computadorizada e marcadores 

imuno-histoquímicos. Os autores verificaram que houve aumento no espaço da 

medula óssea associado a um aumento significativo de células marcadas com 

fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP), marcador de osteoclastos, sugerindo, 

que mesmo em baixas doses como 10 Gy, a radiação provocou alterações no 

metabolismo ósseo. 

Da mesma forma, ao expor ratos a uma dose de 20 Gy de radiação-gamma, 

Zou et al. (2016) verificaram o aumento no nível de TRAP no soro, o aumento no 

número de osteoclastos e a diminuição de osteoblastos no osso trabecular, duas 

semanas pós-irradiação. Além disso, Wenxi et al. (2015) relataram também uma 

densidade mineral 85,7% menor em camundongos irradiados em comparação com a 

de camundongos não irradiados e associaram a níveis elevados de precursores de 

osteoclastos em reparo ósseo. 

A patofisiologia e as interações celulares que ocorrem após a exposição à 

radiação incluem também mecanismos complexos como a liberação ou a inibição de 

proteínas, como citocinas e fatores de crescimento, que ainda não estão 

completamente esclarecidos (Haubner et al., 2012). A ativação ou repressão dessas 



 11 

proteínas, quando as células são expostas à radiação ionizante, seria, 

principalmente, uma resposta aos danos causados no DNA, provocados pela 

radiação, para modular comportamentos e fenótipos celulares, facilitando o reparo 

do DNA e prevenindo a proliferação de células danificadas (Barcellos-Hoff et al., 

2005). Além disso, citocinas inflamatórias são indispensáveis e benéficas para 

processos de cicatrização de defeitos ósseos, porém, sinais inflamatórios em 

excesso, alteram o equilíbrio da remodelação óssea em direção a processos 

osteolíticos (Lin et al., 2017). Durante a colocação de um implante, em resposta à 

agressão tecidual, células sentinelas do sistema de imunidade inata iniciam a 

cascata inflamatória através da liberação de fatores pró-inflamatórios e pró-

osteoclásticos, que incluem inúmeras etapas biológicas iniciadas pela migração 

sistêmica de precursores de monócitos/macrófagos para o local (Nich et al., 2014). 

Algumas citocinas pró-inflamatórias estão diretamente envolvidas na 

diferenciação e atividade de osteoclastos originados de linhagens de células 

hematopoiéticas mononucleadas (Katagiri, Takahashi, 2002). Wenxi et al. (2015) 

verificaram aumento nos níveis de IFN-γ, TNF-α, IL-6, e IL-17, e diminuição dos 

níveis de IL-10, após a exposição à radiação. Esta última é considerada um inibidor 

da reabsorção óssea por regular negativamente cascatas inflamatórias (Hong et al., 

2000). Alguns autores demonstraram que TNF-α e IL-1β estão, também, 

relacionadas com a sobrevivência de osteoclastos (Morony et al., 1999) e sugeriram 

sua atuação na diferenciação dessas células (Kobayashi et al., 2000; Shiratori et al., 

2017; Wijekoon et al., 2017).  

Dessa forma, situações com implantes cirúrgicos podem ser prejudicados 

em um ambiente pró-inflamatório, pois ao favorecer a geração de células de 

reabsorção óssea, a perda de osso pode provocar afrouxamento do implante, causar 

dor e diminuir a função local (Dapunt et al., 2014). Assim, os efeitos colaterais da 

radioterapia no tecido ósseo tornaram-se um problema grave devido ao elevado 

número de indivíduos tratados com radiação ionizante e submetidos à reabilitação 

com implantes. Contudo, faltam estudos sobre os efeitos sistêmicos dessa radiação, 

relacionados à osseointegração, principalmente, em tecidos com implantes já 

osseointegrados, para elucidar mecanismos pelos quais ocorrem as falhas na 

osseointegração que conduzem ao maior número de perdas de implantes em 
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pacientes irradiados. Muitas dúvidas ainda precisam ser esclarecidas para que haja 

uma segura e efetiva reabilitação por implantes. 

  



 13 

2 PROPOSIÇÃO 

 

 

O objetivo deste estudo foi elucidar as alterações induzidas pela radiação 

ionizante, em modelo animal com implantes recém instalados, avaliando o efeito 

modulador sistêmico e local ao simular uma dose total de radiação utilizada em 

tratamento radioterápico convencional para pacientes oncológicos, por meio da 

avaliação dos níveis saguíneos das citocinas TNF-α, IL-1β e IL-10 e a atividade de 

células envolvidas na remodelação óssea presentes na interface osso-implante, 

quantificadas por meio de marcadores imuno-histoquímicos para osteocalcina (OC) 

e fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Comitê de Ética 

 

 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto de 

Ciência e Tecnologia do Campus de São José dos Campos/UNESP, sob o número 

003/2016, e foi realizado de acordo com os Princípios Éticos para a Experimentação 

Animal, adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA). 

 

 

3.2 Implantes e procedimento cirúrgico 

 

 

Implantes rosqueados de titânio grau V medindo 2,5 mm de diâmetro por 6,0 

mm de comprimento foram produzidos para este projeto pela empresa Emfils (Itu, 

São Paulo, Brasil). 

Quarenta e cinco ratos com 90 dias e pesando cerca de 300 g, foram usados 

neste estudo. Os animais foram provenientes do Biotério Central da Unesp 

(Botucatu, SP, Brasil) e permaneceram durante o experimento no Biotério do 

Instituto de Ciência e Tecnologia/UNESP (São José dos Campos, SP, Brasil) em 

gaiolas (n=5) onde receberam água e ração ad libitum. O ambiente foi 

cuidadosamente monitorado para manter a temperatura em torno de 20ºC. 

Após 45 dias de adaptação ao ambiente, com ciclos diários alternando 12 h 

correspondentes ao período de luz e ao período noturno, foi iniciado o experimento. 

Os animais foram divididos, aleatoriamente, de acordo com o tratamento: a) Grupo 

Sem-Irradiação (S-Ir): cirurgia de colocação dos implantes (grupo controle com 

tecido sadio sem exposição à radiação); b) Grupo Irradiação Posterior (IrPos): 

cirurgia de colocação dos implantes e primeira irradiação após 24 h; c) Grupo 

Irradiação Prévia (IrPrev): irradiação e após 4 semanas cirurgia de colocação dos 

implantes.  
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Para os procedimentos cirúrgicos foi preparada uma mistura de cloridrato de 

xilazina (Anasedan - Vetbrands, Jacareí, SP, Brasil) com ketamina (Dopalen - 

Agibrands Brasil Ltda, Paulínia, SP, Brasil), nas proporções de 0,8 ml e 0,5 ml, 

respectivamente e administrados por via intramuscular na dose de 0,1 ml / 100 g de 

peso dos animais. Após isso, foi realizada a tricotomia local e incisão para exposição 

do fêmur direito. A perfuração do osso foi realizada utilizando brocas sequenciais de 

2,0, 2,3 e 2,5 mm de diâmetro  e em seguida os implantes foram instalados e o local 

foi suturado com fio de seda 3.0 (Ethicon, Johnson & Johnson) (Figura 1). 

 

 

Figura 1 – Materiais e procedimento para a colocação do implante 

 

 
Legenda: (A) brocas para realizar perfuração; (B) implante posicionado na chave auxiliar; (C) 
tricotomia local; (D) colocação do implante de Ti grau V com chave auxiliar. 
Fonte: Elaborada pelo autor 



 16 

Após os procedimentos, os animais foram alocados em gaiolas com n=5 por 

grupo e monitorados até o período da eutanásia de 3 dias, 2 semanas e 7 semanas 

(Figura 2). 

 

 

Figura 2 – Representação esquemática dos diferentes tratamentos e períodos de 

eutanásia 

 

 
Legenda: S-Ir=grupo Sem-Irradiação; IrPos=grupo Irradiação Posterior; IrPrev=grupo Irradiação 
Prévia; Ip=implante; E=eutanásia; I=irradiação; sem=semanas. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

3.3 Procedimentos de irradiação 

 

 

Inicialmente os animais foram anestesiados com a mistura de anestésicos 

utilizada na cirurgia, e imobilizados, em um dispositivo desenvolvido especialmente 

para este estudo, visando a padronização da aplicação em todos os animais, com os 

membros inferiores imobilizados para evitar movimentação durante a exposição à 

fonte de radiação (Figura 3). 

As irradiações simularam um tratamento radioterápico com doses baseadas 

no modelo animal utilizado e nos tecidos atingidos conforme descrito por (Cunha et 

al. 2007). Para este procedimento foi utilizado um irradiador de teleterapia modelo 

Eldorado 76 da Atomic Energy of Canadian Limited (Canadá), com uma fonte de 

radiação-gamma 60Co, localizada no Instituto de Estudos Avançados (IEAv) do 

Departamento de Ciência e Tecnologia Aeroespacial (DCTA), em São José dos 
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Campos, São Paulo. As irradiações de 30 Gy foram divididas em dois procedimentos 

de, aproximadamente, 15 Gy cada, com seções que duravam cerca de 1 h e 18 min 

por dia, sendo dois animais irradiados simultaneamente por seção. Para 

padronização, as irradiações foram realizadas com intervalos de 24 h e a distância 

entre a fonte e os sítios de irradiação foi de 0,9 metros. 

A região irradiada foi selecionada com auxílio da fonte luminosa para 

direcionar a fonte de radiação aos locais de interesse e restringir ao máximo 

possível os tecidos afetados. Após o posicionamento dos animais, uma placa de 

acrílico foi colocada na região selecionada para evitar dispersão dos raios-gamma 

(Figura 3). 

 

 

Figura 3 – Imobilização dos espécimes e disposição abaixo da fonte Eldorado 76 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

3.4 Coleta e armazenamento do soro  

 

 

Foram coletados, aproximadamente, 5 ml de sangue via punção cardíaca de 

todos os animais, previamente à eutanásia, em todos os períodos mencionados. A 

coleta foi realizada utilizando seringas de 5 ml e após a coleta o sangue foi 

transferido para tubos à vácuo com gel separador de coágulo (Labor Import, Osasco, 

SP, Brasil), os quais foram deixados em estante para sedimentação por 30 min. 

Após esse período os tubos foram colocados em centrífuga (Labnet Z400, Edison, 
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NJ, EUA) por 5 min em rotações de 4000 rpm, para separação do soro (Figura 4). 

Em seguida, o soro foi retirado dos tubos à vácuo com micropipetas e armazenado 

em microtubos, devidamente identificados, a -20°C até o momento da realização dos 

testes. 

 

 

Figura 4 – Separação do soro sanguíneo 

 

 
Legenda: a) centrífuga Labnet Z400 programada; b) tubos à vácuo após centrifugação. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

3.5 Análise das citocinas  

 

 

 Os níveis das citocinas foram mensurados utilizando o método 

imunoenzimático (ELISA), com os kits específicos para IL-1β (DY501, R&D Systems, 

Minnesota, EUA), IL-10 (DY522, R&D Systems, Minnesota, EUA) e TNF-α (DY410, 

R&D Systems, Minnesota, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. 

Para análise das citocinas, a placa de microtitulação de 96 poços (Greiner 

Bio-One, Kremsmünster, Austria) foi sensibilizada com anticorpos de captura de rato 

anti-TNF-α, anti-IL-1β e anti-IL-10 dos kits, e mantida overnight em temperatura 

ambiente. No dia seguinte, a placa foi lavada com tampão de PBS com 0,05% de 

Tween20 (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e bloqueada com 300 μL / poço de tampão 

de bloqueio, PBS com 1% de albumina bovina sérica (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) 

por 1 h à temperatura ambiente. Após, a placa foi lavada e as amostras de soro 

foram distribuídas nos poços (100 µL / poço), incubadas 2 h à temperatura ambiente. 

A seguir, a placa foi lavada e foram acrescentados 100 μL / poço de anticorpos de 
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detecção de rato de cada citocina, fornecidos nos kits, marcados com biotina. Após 

2 h, foi acrescentada estreptoavidina (100 μL / poço) e a placa foi mantida por 20 

min coberta com papel alumínio para evitar luz direta. 

Após mais uma lavagem, a reação foi revelada com 100 μL / poço de 

solução contendo substrato cromogênico e peróxido de hidrogênio. Após 20 min, 

foram adicionados em cada poço 50 μL de solução stop (ácido sulfúrico 2 N) e as 

densidades ópticas (DO) foram lidas no leitor de microplacas (Elx 808, Biotek 

Instruments Inc., Vermont, EUA), com comprimento de onda de 450 nm e os 

resultados foram expressos em densidades ópticas (DO). 

 

 

3.6 Processamento histológico dos espécimes  

 

 

Após a eutanásia, o fragmento ósseo contendo o implante inserido no fêmur 

direito de cada rato foi fixado em formol tamponado 10% por um período mínimo de 

48 h. Em seguida, as peças foram desmineralizadas por meio de imersão em 

solução de ácido etilenodinitrilotretracético (EDTA Titriplex III, EMD Millipore, 

Massachusetts, EUA) por um período aproximado de 40 dias. Durante o processo de 

desmineralização, foi verificado o momento ideal para a remoção dos implantes da 

peça óssea e somente o fragmento ósseo continuou no processamento histológico 

convencional para os testes imuno-histoquímicos. 

Após a desmineralização, as peças foram armazenadas em cassetes 

plásticos e colocadas em um equipamento histotécnico (Leica TP1020, Wetzlar, 

Alemanha) para posterior inclusão em parafina. No histotécnico, as peças foram 

desidratadas em uma série de etanol, diafanizadas em xilol e por último receberam 

banhos de parafina. Todo procedimento durou por um período aproximado de 13 h e 

30 min. Em seguida, as peças foram incluídas em blocos de parafina para realização 

dos cortes histológicos para imuno-histoquímica, os mesmos foram realizados 

longitudinalmente na interface osso-implante com 3,5 µm de espessura em lâminas 

silanizadas. 
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3.7 Análise imuno-histoquímica 

 

 

A reação imuno-histoquímica foi realizada pelo método da 

imunoperoxidase utilizando como marcadores imuno-histoquímicos os anticorpos 

primários para Osteocalcina - OC (sc-365797, Santa Cruz Biotechnology, EUA) e 

para Fosfatase Ácida Resistente ao Tartarato – TRAP (ab185716, Abcam, 

Cambridge, Reino Unido). A diluição, tempo / temperatura de incubação e 

recuperação antigênica utilizados para cada marcador, estão listados no quadro 

1. 

 

 

Quadro 1 – Diluição, incubação e recuperação antigênica 

 

Marcador Diluição Incubação 
Recuperação 

antigênica 

Anti-osteocalcina 1:100 4 ºC, overnight Citrato 

Anti-TRAP 1:200 4 ºC, overnight Citrato 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 As lâminas com os cortes histológicos foram submetidos a reação de 

imuno-histoquímica mediante a realização dos seguintes procedimentos:  

 

a) desparafinização em 2 banhos de xilol (Merck, Darmstadt, Alemanha) 

por 15 min cada, primeiro em estufa a 60°C e posteriormente em 

temperatura ambiente; 

b) reidratação em uma série de etanol (Merck, Darmstadt, Alemanha) em 

concentrações decrescentes: absoluto e 95% por 5 min, 90%, 80% e 

70% por 3 min; 

 c) lavagem em água corrente por 10 min e passagem em água destilada; 

d) recuperação antigênica ocorreu com a colocação das lâminas em uma 

cuba de vidro contendo citrato (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 10 mM 
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pH 6,0; as cubas foram levadas ao forno microondas (Panasonic, 

Kadoma, Japão) e foram submetidas a 2 ciclos consecutivos de 3 min 

na potência 5, seguida de resfriamento a temperatura ambiente por 30 

min; 

e) lavagem em água corrente por 10 min, seguida por duas passagens em 

água destilada; 

f) bloqueio da peroxidase endógena tecidual: incubação com 150 mL de 

peróxido de hidrogênio 20 volumes (Dinâmica, Diadema, SP, Brasil) e 

150 mL de álcool metílico (Merck, Darmstadt, Alemanha) duas vezes, 

por 5 min cada; 

g) lavagem em água corrente por 10 min, seguida por duas passagens em 

água destilada e imersão por duas vezes em solução Tris (pH 7,4), 

durante 5 min cada; 

h) incubação com soro albumina bovina - BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, EUA) por 1 h, em câmara úmida específica para técnica de 

imuno-histoquímica (Erviegas, São Paulo, SP, Brasil), para bloqueio 

dos anticorpos inespecíficos; 

i) lavagem rápida com solução Tris (pH 7,4); 

j) incubação dos anticorpos primários diluídos em diluente universal 

(DAKO, Carpinteria, CA, USA), de acordo com os parâmetros descritos 

no quadro 1. 

 

Todos os procedimentos a seguir foram precedidos por duas lavagens em 

solução Tris (pH 7,4), durante 5 min cada: 

 

a) incubação com o anticorpo secundário Universal Envision (DAKO, 

Carpinteria, CA, EUA) por 30 min a temperatura ambiente;   

b) incubação com solução de diaminobenzidina (Dako Liquid DAB, 

Carpinteria, CA, EUA), por 3 min para TRAP e 5 min para OC;  

c) lavagem em água corrente por 10 min seguida por duas passagens em 

água destilada; 
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Posteriormente, realizou-se a contra-coloração dos cortes com 

hematoxilina de Mayer (Merck, Darmstadt, Alemanha) por 40 s, lavagem por 5 

min em água corrente seguida de duas passagens em água destilada, 

desidratação em cadeia crescente de etanol (70%, 80%, 90% e absoluto) por 5 

min cada, diafanização em xilol por 10 min e montagem com Permount (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA).  

Para a validação da metodologia empregada na análise imuno-

histoquímica, os controles negativos foram obtidos dos cortes histológicos dos 

respectivos grupos estudados e submetidos ao protocolo descrito, porém, no 

momento da incubação dos anticorpos primários OC e TRAP, foi feita a 

substituição dos mesmos pelo diluente universal (DAKO, Carpinteria, CA, USA). 

Após o término da imuno-histoquímica as lâminas foram escaneadas pelo 

Scanner Panoramic Desk (3DHistech, Budapeste, Hungria) e analisadas por meio 

do programa Pannoramic Viewer para a análise histomorfométrica. Foram 

avaliadas 5 lâminas contendo 3 cortes histológicos, por grupo e por período 

estudado para cada anticorpo. Dentre estas lâminas, um corte de cada lâmina foi 

separado aleatoriamente para análise histomorfométrica. 

A mensuração da porcentagem de células imunomarcadas para os 

anticorpos TRAP e OC foi realizada em toda a extensão da região de contato 

osso-implante como demonstrado na figura 5. Inicialmente foi realizada uma 

análise qualitativa com base nos escores de coloração de células imunomarcadas 

para cada anticorpo da seguinte forma: negativo (-), positivo (+), superpositivo 

(++) e hiperpositivo (+++), entretanto, para realizar uma comparação quantitativa, 

as pontuações foram convertidas em porcentagem: 0% (equivalente a "-", 

coloração negativa), 20% (equivalente a "+", coloração total de 10% a 30%), 60% 

(equivalente a "++", coloração total de 50% a 70%) e 90% (equivalente a "+++", 

coloração total de 80% a 100%), as porcentagens da coloração total é referente a 

toda extensão analisada. Este modelo de análise foi previamente descrito na 

literatura (Esteves et al., 2013; Queiroz et al., 2008; dos Santos et al., 2016; dos 

Santos et al., 2013). 
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Figura 5 – Região analisada para células imunomarcadas para OC e TRAP 

demarcada em vermelho 

 

 
Legenda: Corte transversal do fêmur. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

3.8 Análise estatística 

 

 

Todos os dados foram estatisticamente analisados, inicialmente por meio do 

teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, foi realizado o teste 

ANOVA One way e, quando necessário, o teste de comparação múltipla de Tukey 

para análise de diferença entre as amostras. Foi utilizado o software GraphPad 

Prism 7 (San Diego, CA, USA) e o nível de significância adotado foi o valor 

convencional de 5%.  
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4 RESULTADOS  

 

 

Os resultados obtidos foram analisados por período (3 dias, 2 semanas e 7 

semanas) e entre os grupos (S-Ir, IrPos e IrPrev) para verificar os efeitos da 

radiação ionizante durante a osseointegração antes ou depois da colocação do 

implante, simulando diferentes situações clínicas. 

 

  

4.1 Análise das citocinas 

 

 

As densidades ópticas (DO) obtidas na análise das citocinas TNF-α, IL-1β e 

IL-10 das amostras de soro dos animais após os períodos de eutanásia de 3 dias, 2 

semanas e 7 semanas, estão ilustradas nas figuras 6 e 7, respectivamente.  

 

 

Figura 6 – Gráfico dos valores em DO das citocinas TNF-α e IL-1β 

 

 
Legenda: S-Ir=grupo Sem-Irradiação; IrPos=grupo Irradiação Posterior; IrPrev=grupo Irradiação 
Prévia. sem=semanas. Letras diferentes indicam diferença estatística (p<0,05). 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

As análises das citocinas pró-inflamatórias, demonstraram que aos 3 dias da 

realização da cirurgia do implante, os valores mensurados de TNF-α e IL-1β não 
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apresentaram diferença estatística (p>0,05) entre os grupos. Apesar disso, os 

grupos IrPos e IrPrev apresentaram os valores mais baixos de TNF-α, nesse 

período, comparados com o grupo S-Ir, enquanto os menores valores de IL-1β, no 

mesmo período, foram demonstrados apenas por IrPos. 

Nos períodos de 2 e 7 semanas os valores de TNF-α demonstraram 

diferença estatisticamente significante (p<0,05) entre S-Ir e IrPos, e entre IrPrev e 

IrPos, sendo deste os menores valores apresentados.  

Apesar dos valores de DO da citocina IL-1β não apresentarem diferença 

estatística (p<0,05) entre os grupos, verificou-se em 2 semanas, aumento nos 

valores dessa citocina no grupo IrPos e diminuição em IrPrev, porém modulação 

inversa foi verificada no período de 7 semanas. Por outro lado, S-Ir manteve os 

valores relativamente constantes durante os períodos. 

 

 

Figura 7 – Gráfico dos valores em DO da citocina IL-10 

 

 
Legenda: S-Ir=grupo Sem-Irradiação; IrPos=grupo Irradiação Posterior; IrPrev=grupo Irradiação 
Prévia. sem=semanas. Letras diferentes indicam diferença estatística (p<0,05). 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Com relação à citocina anti-inflamatória IL-10, houve diferença 

estatisticamente significante (p<0,05) entre S-Ir e IrPrev no período de 3 dias e 2 

semanas, sendo os menores valores apresentados por IrPrev. Em 7 semanas, a 

variação entre os grupos não foi significativa (p>0,05). 
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4.2 Análise imuno-histoquímica 

 

 

As figuras 8 e 9 representam a imunomarcação de células para os anticorpos 

TRAP e OC, respectivamente, de todos os grupos e períodos estudados (3 dias, 2 e 

7 semanas). Os resultados estatísticos da porcentagem de células imunomarcadas 

para TRAP e OC na região osso-implante estão representados na figura 10. 

 

 

Figura 8 – Fotomocrografia da imuno-histoquímica para TRAP  

 

 
Legenda: (A) osteoclastos imunomarcados para TRAP; (B) controle negativo com osteoclasto não 
marcado indicado pela seta. Interface osso-implante.  
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 9 – Fotomicrografia da imuno-histoquímica para OC 

 

 

Legenda: (A) osteoblastos (seta preta) e osteócitos (seta vermelha) imunomarcados para OC; (B) 
controle negativo com osteoblastos (seta preta) e osteócitos (seta vermelha) não marcados. Interface 
osso-implante.  
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Figura 10 – Gráfico da porcentagem de células imunomarcadas para cada anticorpo 

 

 
Legenda: S-Ir=grupo Sem-Irradiação; IrPos=grupo Irradiação Posterior; IrPrev=grupo Irradiação 
Prévia. sem=semanas. Letras diferentes indicam diferença estatística (p<0,05). 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Na análise da proteína TRAP, verificou-se diferença estatística (p<0,05) entre 

a porcentagem de células marcadas de S-Ir com ambos os grupos (IrPos e IrPrev) 

no período de 3 dias, sendo de IrPos os valores mais altos desse período. A 
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diferença estatística (p<0,05) encontrada em 2 semanas, foi entre IrPrev e entre os 

demais grupos (S-Ir e IrPos), nesta análise a maior porcentagem de marcação no 

grupo IrPrev. Em 7 semanas a diferença estatística (p<0,05) foi verificada apenas 

entre S-Ir e IrPrev. 

Com relação à OC, em 3 dias, houve maior marcação no grupo IrPos, que 

diferiu estatisticamente (p<0,05) de S-Ir, enquanto em 2 semanas a diferença foi 

entre S-Ir e IrPrev, sendo os valores mais altos do grupo irradiado. Já em 7 semanas 

não houve diferença estatística (p<0,05) entre os grupos, porém maior marcação foi 

observada no grupo IrPos. 
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5 DISCUSSÃO  

 

 

Neste estudo foi avaliada a ação da radiação ionizante, geralmente utilizada 

em tratamentos radioterápicos de pacientes oncológicos, nas células do tecido 

ósseo com implante e seu efeito sistêmico na produção de citocinas em modelo in 

vivo. A produção de fatores pró ou anti-inflamatórios, baseia-se no estímulo do 

tecido após uma agressão tecidual de colocação do implante, para reparação local, 

a qual poderia ser afetada diante da exposição à radiação precocemente, ou antes 

da implantação local, prejudicando a osseointegração e o equilíbrio celular durante a 

remodelação óssea. 

O grupo controle, denominado Sem Irradiação (S-Ir) foi submetido apenas à 

cirurgia de colocação do implante, enquanto que nos outros grupos além do 

procedimento cirúrgico, foi administrada uma dose de 30 Gy, de radiação-gamma. 

No grupo Irradiação Posterior (IrPos) os animais foram submetidos à cirurgia de 

implante e iniciada a irradiação 24 h após a cirurgia. Este modelo foi utilizado para 

avaliar as alterações que ocorrem no desenvolvimento do processo da 

osseointegração, simulando a situação clínica na qual o paciente precisa ser 

submetido à radioterapia após um mês da cirurgia do implante. Já no grupo 

Irradiação Prévia (IrPrev), a tentativa foi de simular a situação clínica de pacientes 

irradiados e que após 2 anos do tratamento oncológico finalizado, necessitam da 

reabilitação com implantes. Para tanto, a irradiação dos animais neste grupo foi 

realizada 4 semanas antes do procedimento cirúrgico. Todos os períodos de 

eutanásia e de irradiação foram determinados baseados em estudo prévio que 

correlacionaram a idade dos ratos com a do ser humano (Quinn, 2005). 

Citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e IL-1β, analisadas neste estudo,  e 

outras moléculas derivadas das células residentes nos tecidos lesionados, 

participam de respostas inflamatórias, induzindo alterações na permeabilidade do 

endotélio vascular e recrutamento celular (Takeuchi, Akira, 2010). Durante a 

colocação de um implante, o trauma cirúrgico exercido pela broca seguido pela 

inserção do implante, inicia um processo inflamatório local, aproximadamente em 10 

min e dura os primeiros dias após a cirurgia, ativando elementos moleculares e 

celulares do sistema imune inato, incluindo citocinas inflamatórias, que auxiliam na 
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osseointegração, estimulando proliferação celular e remodelação óssea (Terheyden 

et al., 2012). Essa fase inflamatória inicial decorrente apenas do trauma cirúrgico, foi 

verificada neste estudo, ao analisar citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e IL-1β, 

no grupo S-Ir, que não sofreu irradiação e apresentou valores mais altos de TNF-α 

aos 3 dias com o implante, e que se manteve até 2 semanas. Valores semelhantes 

foram verificados de IL-1β, mantendo-se constante até 7 semanas, demonstrando 

condições para reparação local.  

Nos grupos IrPos e IrPrev a reação sistêmica ao estímulo do implante, 

demonstrou variações dessas citocinas durante os períodos, indicando que a 

radiação ionizante afetou a resposta inflamatória. Ambos os grupos apresentaram 

respostas semelhantes às de S-Ir, de TNF-α e IL-1β, nos primeiros dias, porém 

menores, sugerindo que a radiação pode ter afetado a resposta que ocorre durante 

o processo inflamatório induzido pela inserção do implante. Em IrPrev a deficiência 

nessa resposta, pode indicar que o organismo estava se recuperando da irradiação 

ocorrida há 4 semanas e conseguiu reagir apenas de forma parcial diante de outra 

agressão, como a colocação do implante. 

Sabe-se que TNF-α é produzida, preferencialmente, por macrófagos, células 

dendríticas e outros tipos celulares residentes do tecido diante de um dano tecidual 

ou induzido por micro-organismo (Abbas et al, 2015). Diante disso, de acordo com 

os resultados encontrados em nosso trabalho, sugere-se que no grupo Irradiação 

Posterior (IrPos), o momento da exposição à radiação  pode ter resultado na 

diminuição de células produtoras de TNF-α nos períodos 2 e 7 semanas, uma vez 

que o grupo S-Ir, que teve a colocação do implante em tecido sadio, apresentou 

valores mais altos, com diferença significativa (p<0,05) nestes períodos. No entanto, 

no grupo IrPrev, os valores não exibiram diferença estatística (p>0,05) comparados 

à S-Ir, em nenhum dos períodos, o que pode indicar uma recuperação biológica 

parcial após o período irradiado.  

A IL-1β é uma citocina produzida não só por macrófagos em processos 

inflamatórios, mas também por neutrófilos, células epiteliais, como queratinócitos, e 

células endoteliais durante a resposta inflamatória (Abbas et al., 2015; Contassot et 

al., 2012). Neutrófilos são ativados e recrutados no desenvolvimento do processo 

inflamatório, pela liberação inicial de mediadores pró-inflamatórios por células 

residentes e podem continuar produzindo esses mediadores ao chegar no local da 
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lesão (Nourshargh, Alon, 2014). Análise de células do sangue periférico em 

tratamentos radioterápicos de 35 Gy relataram uma diminuição na quantidade de 

neutrófilos após 3,5 dias, com recuperação uma semana após a terapia (Plowman, 

1983; Vatner, Formenti, 2014). Dessa forma, os valores mais baixos dessa citocina 

em 3 dias, apresentados por IrPos, podem indicar a diminuição de neutrófilos 

durante os primeiros dias de irradiação, com recuperação dessas células em 2 

semanas.  

Ao analisar o gene de citocinas como TNF-α e IL-1β, de células do sangue 

periférico, vários períodos após a irradiação de primatas com 10 Gy, Ghandhi et al. 

(2018) também sugeriu uma recuperação biológica após 30 dias, ao verificar 

aumento dos fatores inflamatórios nesse período. Dessa forma, é possível que 

doses mais elevadas como 30 Gy, em ratos, prolongue por mais tempo a 

recuperação local, desencadeando respostas tardias diante de um novo estímulo 

inflamatório. Apesar disso, para tratamentos oncológicos de neoplasias de cabeça e 

pescoço, geralmente utiliza-se o protocolo de 60-70 Gy (Augustin et al., 2017; 

Kielbassa et al., 2006). 

Contudo, a inflamação envolve um conjunto complexo de eventos de 

ativação e inibição de moléculas para dar início e fim a este processo. Em condições 

inflamatórias, existem sinais capazes de promover mudanças fenotípicas de 

macrófagos, que podem iniciar a produção de citocinas anti-inflamatórias, inclusive 

no ambiente ósseo (Lampiasi et al., 2016). As cascatas de citocinas induzidas por 

radiação ocorrem de forma regulatória por um conjunto de citocinas sinalizadoras de 

respostas pró e anti-inflamatórias (Malhotra et al., 2017). Uma das citocinas muito 

estudada e conhecida, principalmente, por seu papel regulador, é a IL-10, produzida, 

principalmente, por macrófagos polarizados para resolução da fase inflamatória 

(Abbas et al., 2015; Moghaddam et al., 2018). Neste estudo foi verificado que os 

animais que tiveram apenas o trauma cirúrgico como no grupo S-Ir, produziram os 

valores mais altos de IL-10 no período de 3 dias, indicando que o início da fase 

inflamatória ocorreu ao mesmo tempo que a resposta regulatória, diminuindo apenas 

em 7 semanas.  

Os valores mais baixos de IL-10 expressos no grupo IrPrev no período de 3 

dias e 2 semanas, o qual exibiu diferença estatística (p<0,05) com S-Ir, sugerem, 

que a exposição à radiação há 4 semanas, pode ter prejudicado o estímulo inicial 
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para resolução da fase inflamatória após o trauma da cirurgia de implante. Wenxi et 

al. (2015) também verificaram a diminuição dessa citocina 18 dias após a exposição 

à 8 Gy de radiação-gamma, analisada por citometria de fluxo.  

Após o estímulo da fase inflamatória, em condições normais, inicia-se a fase 

proliferativa, na qual aparecem osteoblastos ativos, produzindo osteocalcina e 

fosfatase alcalina, que vão proporcionar a estabilidade primária do implante nas 

primeiras semanas após a cirurgia, período vulnerável que pode ser prejudicado se 

o implante for sobrecarregado (Terheyden et al., 2012). A remodelação óssea ocorre 

por meio de processos de reabsorção e neoformação óssea na região do implante, 

responsável pelo crescimento e adaptação mecânica do osso para manter a 

integridade do esqueleto e da homeostase mineral (Raggatt e Partridge, 2010). 

Durante a fase de remodelação, o tecido ósseo é reabsorvido por osteoclastos, que 

aparecem após alguns dias para criar espaço para nova formação óssea e remover 

contatos primários da interface osso-implante (Terheyden et al., 2012). 

As proteínas osteocalcina (OC) e fosfatase ácida resistente ao tartarato 

(TRAP), analisadas neste estudo, podem indicar o efeito da radiação ionizante nos 

processos de formação e reabsorção óssea, respectivamente. Osteocalcina, 

sintetizada predominantemente por osteoblastos diferenciados, é a proteína não 

colágena incorporada à matriz óssea extracelular e relacionada à formação óssea  e 

mineralização do tecido ósseo (Saraiva et al., 2002). Por outro lado, a enzima TRAP 

é a substância encontrada em culturas de osteoclastos incubados in vitro com 

RANKL e IL-1 na mesma proporção de aumento da escavação da superfície óssea, 

indicando que essa enzima é liberada e reflete a atividade de reabsorção óssea por 

essas células (Kirstein et al., 2006). 

A porcentagem de marcação no tecido, encontrada pela técnica de imuno-

histoquímica neste trabalho, demonstrou baixa marcação de OC em 3 dias no grupo 

S-Ir, indicando baixa formação óssea nesse período em tecido sadio. No entanto, o 

mesmo grupo também apresentou baixos valores de TRAP, sugerindo a 

homeostase mineral do tecido, sem excesso de formação ou reabsorção óssea. 

Berglundh et al. (2003) analisaram a remodelação óssea em torno de implantes de 

titânio e verificaram que no período inicial de 1 a 4 semanas o tecido ósseo, 

responsável pela estabilidade mecânica primária do implante, é reabsorvido e 

substituído por osso recém formado, apresentando sinais marcantes de 
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remodelação após 8 e 12 semanas. Diante disso, os resultados verificados no grupo 

S-Ir em 2 semanas, demonstram maior reabsorção nesse período, com valores de 

TRAP maiores, em relação à OC, sugerindo reposição local por osso recém formado 

em 7 semanas, período no qual foi verificada maior marcação de OC e diminuição 

de TRAP.  

Entretanto, a marcação das proteínas envolvidas na remodelação óssea 

encontradas nos grupos irradiados foram mais altas do que em S-Ir, demonstrando 

alterações na produção dessas proteínas após exposição à radiação. No grupo 

IrPos, a colocação do implante associada a irradiação em um curto período, parece 

ter estimulado a reabsorção óssea no período de 3 dias uma vez que nesse  período 

foram exibidos os maiores valores de TRAP em relação à S-Ir, apresentando 

diferença estatística (p<0,05). No período de 2 semanas de IrPos, houve uma 

diminuição da TRAP e da OC em relação ao período de 3 dias, embora a TRAP 

apresentou maior valor, o que pode indicar uma resposta tecidual na tentativa de 

equilibrar o processo de remodelação óssea, uma vez que no período de 7 

semanas, a relação TRAP e OC foi inversa, indicando maior formação óssea nesse 

período.   

Da mesma forma, Kondo et al. (2009) verificaram aumento na porcentagem 

de osteoclastos marcados com TRAP, 3 dias após a irradiação de camundongos 

com dose de 2 Gy, comparado ao seu grupo controle, sem irradiação. O aumento da 

TRAP sérica, também foi verificado por Swift et al. (2015), em 3, 7 e 30 dias após 

irradiação de camundongos com 8 Gy. No entanto, os mesmos autores verificaram 

menor volume ósseo e número de trabéculas inicialmente em 7 dias. Sawajiri e 

Mizoe (2003) realizaram análises histológicas e morfométricas de tecido ósseo de 

ratos, após irradiação com 30 Gy, e verificaram que 5 dias após a irradiação, houve 

diminuição do volume ósseo comparado ao controle. Portanto, os resultados obtidos 

neste trabalho, sugerem que, a quantidade aumentada de TRAP no período de 3 

dias no grupo IrPos pode ter aumentado o processo de reabsorção, induzindo uma 

resposta tecidual mais rápida e prolongada, resultando na diminuição dos valores de 

TRAP e no aumento da OC em 7 semanas para atingir a homeostase celular.   

Já no grupo IrPrev, a quantidade de TRAP em 3 dias foi menor do que IrPos, 

porém maior do que S-Ir, do qual diferiu estatisticamente (p<0,05). No período de 3 

dias esse grupo já contabilizava 4 semanas após a irradiação. Com o mesmo 
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período de irradiação, Sawajiri e Mizoe (2003) verificaram o desaparecimento de 

trabéculas e ampliação das cavidades da medula óssea. Dessa forma, a quantidade 

aumentada de OC verificada em 3 dias, poderia indicar uma tentativa de reposição 

óssea diante da agressão do implante, uma vez que o tecido estava alterado pela 

radiação, embora os valores de TRAP ainda permanecessem mais altos que OC. 

Em 2 semanas, a quantidade de TRAP, desse grupo, aumentou 

drasticamente, atingindo quase 100%, com diferença estatística (p<0,05) de todos 

os outros grupos, enquanto que a quantidade de OC se manteve estável, porém 

muito menor em relação à quantidade da TRAP . Esse resultado sugere que na 

situação do grupo IrPrev, o tecido não estava totalmente recuperado para receber o 

implante, ou seja, com 2 semanas de implante e 6 semanas após a irradiação, 

podemos sugerir que as chances de falhas após a instalação do implante será  

maior em relação aos demais grupos devido ao possível aumento da reabsorção do 

tecido ósseo. 

No período de 7 semanas, IrPrev totalizou 11 semanas após a irradiação e, 

a marcação do tecido ósseo para TRAP apresentou maior porcentagem da área total 

da interface osso-implante, e diferiu estatisticamente (p<0,05) de S-Ir, concordando 

com Sawajiri e Mizoe (2003), que mesmo 12 semanas após irradiação, verificaram 

menos trabéculas e espaço de medula óssea preenchido com células mielóides, 

indicando alta reabsorção óssea. No entanto, os valores de TRAP, no presente 

estudo, diminuíram em comparação ao período de 3 dias e 2 semanas do mesmo 

grupo.  

Contudo, osteoclastos envolvidos na reabsorção óssea, originam-se através 

de células mielóides da linhagem de monócitos, que são diferenciados em 

osteoclastos a partir do estímulo de vários fatores de transcrição, incluindo citocinas 

pró-inflamatórias e RANKL, que é uma proteína produzida por osteoblastos (Maridas 

et al., 2018; Raggatt, Partridge, 2010; Terheyden et al., 2012; Theill et al., 2002). 

Citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1β e IL-6 ativam a sinalização RANK em 

precursores de osteoclastos e aumentam a expressão de RANKL em células 

mesenquimais, promovendo a osteoclastogênese (Okamoto et al., 2017). 

Dessa forma, os valores de citocinas encontrados no soro, podem ter 

estimulado a diferenciação de osteoclastos, pois são produzidas durante os 

estímulos inflamatórios derivados da lesão cirúrgica e da radiação ao tecido. Os 
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valores da citocina TNF-α no grupo S-Ir, apesar de altos, diminuiu ao longo do 

tempo, assim como a presença de TRAP nos mesmos períodos, apesar de ter sido 

observada em baixa quantidade. Os resultados sugerem que parte da expressão da 

citocina pode ter estimulado a formação de osteoclastos. Além disso, no grupo IrPos 

essa correlação ficou mais evidente, uma vez que a diminuição TNF-α, ocorreu nos 

mesmos períodos (2 semanas e 7 semanas), nos quais iniciou, provavelmente, nova 

formação óssea com valores mais baixos de TRAP e mais altos de OC.  

Em relação à IrPrev, todos os valores de TNF-α, IL-1β e IL-10 sugeriram 

uma tentativa de responder ao estímulo inflamatório devido ao trauma sofrido pela 

exposição à radiação por um longo período antes da cirurgia, tanto na resposta pró 

como na anti-inflamatória. As citocinas pró-inflamatórias podem, então, ter 

contribuído para a reabsorção óssea, uma vez que esse grupo apresentou a maior 

quantidade de TRAP de todos os grupos e períodos, em 2 semanas, indicando 

maior processo de reabsorção após um período de irradiação prolongado. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados desse estudo indicaram que a radiação ionizante alterou a 

produção de citocinas séricas pró e anti-inflamatórias após lesão cirúrgica de 

colocação do implante e influenciou na expressão de proteínas envolvidas na 

remodelação óssea, sugerindo modificações na osseointegração. A situação de 

colocação do implante também modificou os resultados, com diferentes valores 

quando o implante foi instalado antes ou depois da exposição à radiação, assim 

como tempo que a radiação estava atuando no tecido. A partir desses resultados, 

mais estudos são necessários para se determinar o período e situação mais 

adequados para a colocação de um implante diante de situações que envolvem 

radiação ionizante, permitindo melhor recuperação e reparação celular para evitar 

falhas na osseointegração. 
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