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Costa BC. Efeitos da radioterapia no processo de neoformacgédo éssea na interface
osso/implante e na expressdo de citocinas IL-6 e TGF-: estudo in vivo
[dissertacdo]. S&o José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2018.

RESUMO

No tecido Gsseo, as injurias decorrentes da radioterapia variam desde osteopenia
até osteoradionecrose e devido a estas alteracfes, pacientes irradiados portadores
de implantes vém demonstrando maior taxa de insucesso. O objetivo neste estudo
foi avaliar os efeitos da radioterapia, simulando uma dose total de um tratamento
radioterapico convencional para pacientes oncolégicos, na neoformagcdo 6ssea ao
redor de implantes instalados em fémures de ratos, assim como na expressao de
citocinas IL-6 e TGF-B. Foram utilizados neste estudo 36 ratos que receberam
implantes rosqueados de titdnio grau V nos fémures esquerdos. Os animais foram
divididos em 3 grupos: a) Grupo controle (C): cirurgia de colocacao dos implantes
(tecido sadio sem irradiacdo); b) Grupo irradiacao (I): irradiacdo e apds 4 semanas
cirurgia de colocagcao dos implantes c¢) Grupo irradiagcdo imediata (IP): cirurgia de
colocacao dos implantes e depois de 24 horas irradiacdo. A irradiacao foi realizada
em duas etapas com doses de 15 Gy, totalizando ao final da segunda dose 30 Gy.
Os animais foram eutanasiados nos periodos de 3 dias, 2 e 7 semanas apds o0
tratamento. No momento da eutanasia, 0,5 ml de sangue foi coletado e os niveis
séricos de IL-6 e TGF-B foram mensurados pelo método imunoenzimético (ELISA).
Em cada periodo 04 animais foram submetidos a microtomografia computadorizada
(UCT), visando avaliar a neoformacéo 6ssea na interface osso-implante. Os valores
obtidos foram submetidos ao teste ANOVA um fator para analise estatistica e
guando necessario foi aplicado o teste de comparacdo mdultipla de Tukey (p<0,05).
Nos resultados obtidos por meio da analise de microtomografia em geral néo foi
observada diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05). Contudo, no parametro
volume 6sseo observou-se no periodo de 2 semanas, diferenca estatistica (p<0,05)
entre os grupos C e IP e o parametro separacéo de trabéculas mostrou no periodo
de 2 e 7 semanas, diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos C e IP e Na
avaliacdo de IL-6 o grupo C exibiu o maior valor e foi observada diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) entre ele e os demais grupos em todos os
periodos. Na avaliagdo de TGF-B foi observada diferenca estatisticamente
significante (p<0,05) entre o grupo | em comparagcdo com 0S Outros grupos nos
periodos de 3 dias e 2 semanas, sendo o0 grupo | aquele que apresentou maior
expressdo. Concluiu-se que o osso irradiado recupera-se da irradiacdo com o
decorrer do tempo, porém quando a irradiacdo ocorre imediata a cirurgia do implante
o tecido 6sseo exibe alteragbes mais significativas.

Palavras-chave: Osseointegracdo. Implantes de titanio. Radioterapia. Citocinas.



Costa BC. Effects of radiotherapy on the process of bone neoformation at the
bone/implant interface and on the expression of IL-6 and TGFf-3 cytokines: in vivo
study [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): S&do Paulo State University, Institute
of Science and Technology; 2018.

ABSTRACT

In bone tissue, the injuries resulting from radiotherapy vary from osteopenia to
osteoradionecrosis and due to these alterations, irradiated patients with implants
have been showing a higher rate of failure. The objective of this study was to
evaluate the effects of radiotherapy, simulating a total dose of a conventional
radiotherapy treatment for cancer patients, in the new bone formation around
implants in rat femurs, as well as in the expression of IL-6 and TGF-B cytokines .
Thirty-six rats receiving grade V titanium implants in the left femora were used in this
study. The animals were divided into 3 groups: a) Control group (C): implant
placement surgery (healthy tissue without irradiation); b) Group irradiation (I):
irradiation and after 4 weeks implant placement surgery c) Immediate irradiation (IP)
group: implant placement surgery and after 24 hours irradiation. Irradiation was
performed in two steps with doses of 15 Gy, totaling at the end of the second dose
30 Gy. The animals were euthanized at 3 days, 2 and 7 weeks after treatment. At the
time of euthanasia, 0.5 ml of blood was collected and serum levels of IL-6 and TGF-£
were measured by the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). In each period,
04 animals were submitted to computerized microtomography (uCT), aiming to
evaluate the bone neoformation at the bone-implant interface. The obtained values
were submitted to ANOVA a factor for statistical analysis and when necessary the
Tukey multiple comparison test (p <0.05) was applied. In the results obtained through
the microtomography analysis in general no statistical difference was observed
between the groups (p> 0.05). However, the parameter separation of trabeculae
showed, in the period of 2 and 7 weeks, statistical difference (p <0.05) between
groups C and Pl and in the bone volume parameter showed in the period of 2 weeks,
statistical difference (p <0, 05) between groups C and IP. In the evaluation of IL-6,
group C showed the highest value and a statistically significant difference (p <0.05)
was observed between him and the other groups in all periods. In the evaluation of
TGF-, a statistically significant difference (p <0.05) was observed between group | in
comparison with the other groups in the periods of 3 days and 2 weeks, with group |
being the one with the highest expression. It was concluded that irradiated bone
recovers from irradiation over time, but when irradiation occurs near implant surgery,
the bone tissue exhibits more significant changes.

Keywords: Osseointegration. Implants of titanium. Radiotherapy. Cytokines.
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1 INTRODUCAO

A terapia com irradiacdo vem sendo utilizada ha mais de 100 anos no
tratamento do céancer (Ries et al., 2002), sendo aplicada em carcinomas de cabeca e
pescoco (Mitchel, Logan, 1998). Cerca de 80% dos pacientes com cancer
necessitam de radioterapia em algum momento do tratamento para obter a cura
(Instituto Nacional do Céancer, 2008), mas 60% dos pacientes irradiados apresentam
complicagcbes (Haubner et al., 2012).

A radiacdo ionizante é uma onda eletromagnética, constituida de campos
elétricos e magnéticos oscilantes, capaz de retirar um elétron de um atomo (Okuno,
2013). As ondas eletromagnéticas sdo constituidas de raios gama e apresentam
energia suficiente para ionizar um atomo (Instituto Nacional do Céancer, 2008;
Okuno, 2013). A radioterapia € um tratamento realizado utlizando uma fonte
emissora de feixes de Radiacdo-Gama com uma distancia padronizada do receptor
radioativo (Instituto Nacional do Cancer, 2008).

A radioterapia ou radiagdo ionizante é bastante eficaz no tratamento de
tumores, porém sua dose é limitada pela tolerancia a radiacdo dos tecidos sadios
circunjacentes, uma vez que a irradiacdo pode promover efeitos agudos ou
acumulativos nestes tecidos (Sonstevold et al., 2015). Tanto a destruicdo do tumor
guanto a inducédo de lesdes indesejaveis nos tecidos normais podem ocorrer por um
mecanismo de interacdo com a radiacdo, que age sobre o DNA nuclear, causando
morte celular ou dificuldade de multiplicagdo. Este mecanismo pode ser
consequéncia de uma acéo direta, quando a irradiacdo interfere clivando o DNA,
e/ou acdo indireta, quando h& dissociacdo da 4gua em ions (H+ e OH-) e este ion
OH- reage com as bases nitrogenadas do DNA, interferindo também na
multiplicacéo celular (Caldas, 1970).

A interagdo entre as radiagfes ionizantes e as células depende da energia
absorvida pelas moléculas. Os efeitos biologicos dessa interacdo estao
relacionados a dose, transferéncia linear de energia, fracionamento e
radiossensibilidade celular (Instituto Nacional do Cancer, 2008). A dose total a ser
absorvida para o tratamento de neoplasias malignas pode ser fracionada em doses
menores durante o tratamento (Russell, Connor 2014; Sonstevold et al., 2015;
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Chandra 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). Estudos relatam que doses uUnicas de 20-30Gy estdo associadas com
alteracbes na morfologia e fibrose muscular, enquanto que doses fracionadas
maiores que 14 Gy causam apoptoses em células endoteliais (Gallet et al., 2011),
assim, observamos que em ambos os casos de aplicacdo, poderemos ter
alteracdes morfolégicas celulares.

Entretanto, a patofisiologia e as interacdes celulares que ocorrem apos a
irradiacé@o incluem mecanismos complexos como liberagéo ou inibicdo de citocinas e
fatores de crescimento, que sdo mencionados em alguns estudos (Haubner et al.,
2012; Duplomb et al., 2008; Benedetti et al., 2006)

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., 2015), sendo que a
injaria causada no tecido Osseo varia desde osteopenia até osteoradionecrose
(Willians, Davies, 2006), a qual € considerada uma das complicacdes clinicas mais
severas da radioterapia (Mitchel, Logan, 1998). Os tumores de cabeca e pescoco
apresentam uma sobrevida de 57% (Oral Cancer Foundation, 2012) e estes
pacientes geralmente sdo submetidos a radioterapia durante o tratamento (De la
Plata et al., 2012). Muitos destes pacientes necessitam de reabilitacdo oral, para
repor dentes unitarios ou multiplos ou para o reestabelecimento de deformidades
causadas por resseccao cirdrgica devido ao tumor.

Implantes osseointegrados s&o considerados efetivos como tratamento
reabilitador, porém embora altamente previsiveis e com alto indice de sucesso
(Klokkevold, Han, 2007), em alguns casos podem ocorrer falhas na reabilitagdo com
implantes por diferentes razées (Chen et al., 2013). O sucesso da osseointegracao
esta associada com a saude do tecido peri-implantar e com o restabelecimento da
funcdo e estética (Faggion et al.,, 2011). Contudo, h& condi¢Bes especificas que
podem estar associadas as falhas 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

prognostico dos pacientes tratados com implantes dentais, havendo uma relagéo
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direta entre a radioterapia e o risco de perda dos implantes dentais (Chen et al.,
2013; Chambone et al., 2013).

A osseointegracdo pode ser prejudicada devido a diminuicdo da
vascularizacéo e da vitalidade 6ssea (Verdonck et al., 2008b), além da radioterapia
promover progressiva fibrose de vasos e tecidos moles (Pomba et al., 2015). Estes
efeitos resultam em maior reabsorcdo peri-implantar no osso irradiado (Brogniez et
al., 2002; Brausseur et al., 2006) e menor capacidade de cicatrizacdo (Pomba et al.,
2015). A radioterapia focal promove efeitos prejudiciais no tecido 6sseo (Hu et al.,
2010; Chandra et al., 2015) sendo que os sinais primarios do dano 6sseo incluem a
perda da atividade funcional dos osteoblastos (Chandra et al., 2015), maior
guantidade de tecido adiposo no osso medular e diminuicdo da microvascularizacao
(Williams, Davies 2006). Esta perda funcional de osteoblastos foi confirmada
recentemente no estudo de Chandra et al. (2014) no qual se observou maior
quantidade de marcadores apoptoéticos por meio da técnica de imunohistoquimica.

Entretanto, com o decorrer do tempo, a densidade mineral parece retornar a
normalidade, permitindo a instalacdo de implantes nas areas irradiadas (Brogniez et
al., 2002; Brausseur et al., 2011; Verdonck et al., 2008a). Provavelmente este
retorno se deve a caracteristica do tecido 6sseo de ser um 6rgdo extremamente
dindmico que se remodela constantemente, havendo um balango entre a atividade
osteoblastica e osteoclastica que garante a homeostasia no tecido.

Os implantes dentarios tém um papel crucial nesta terapia de reabilitacéo,
entretanto, nesta situacao pos-radioterapia, o tratamento reabilitador com implantes
torna-se um desafio, uma vez que o0 0sso no qual os implantes dentarios seréo
inseridos foi irradiado (Pomba et al., 2015). Adicionalmente, os efeitos colaterais
cronicos tais como o trismo tornou-se um problema grave devido ao elevado nimero
de individuos tratados com radioterapia (Jham et al., 2006).

Em patologias associadas com perda éssea, tais como osteoporose pos-
menopausa, doenca de Paget, mieloma mudltiplo, artrite reumatdide e
hiperparatiroidismo, tem sido demonstrada uma elevacéo da expresséo e secrecao
de IL-6 (Duplomb et al., 2008). Estra citocina parece estar associada a patogénese
das erosbes e destruicbes esqueléticas, aléem de ter um papel importante no
aumento da atividade osteoclastica e da subsequente reabsorcdo 6ssea (Meguid et
al., 2013). Autores verificaram a influéncia de IL-6 no aumento da osteoclastogénese
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(Benedetti et al., 2006; Wu et al., 2017) e na inibicdo da funcdo de osteoblastos,
além de afetar o esqueleto em desenvolvimento, causando osteopenia e ossificacao
defeituosa (Benedetti et al., 2006). Por outro lado, recentemente, Huang et al. (2018)
demonstraram que a IL-6 promove um aumento da osteogénese, aumentando o
volume 6sseo e o densidade mineral 6ssea dos nodulos minerais. Os autores
relataram que essa citocina aumentou a regeneracdo 6ssea (Huang et al., 2018).

O fator de crescimento transformante beta (TGF- ) pode estar envolvido em
varios processos celulares incluindo proliferacdo e diferenciacdo celular,
angiogénese, mortalidade, apoptose e morte celular (Massague, 1998). Pesquisas
com membros da super familia TGF-B tém demonstrado que a citocina TGF-B1
representa um dos importantes reguladores da osteoclastogénese (Koseki et al.,
2002; Fenen et al.,, 2016). Esta citocina pode facilitar a reabsorcdo O6ssea pelo
recrutamento de precursores de osteoclastos para o ambiente 0sseo e promover a
diferenciacdo osteoclastica na presenca de RANKL (Fuller et al., 2000; Janssens et
al., 2005; Quinn JM et al., 2001).

A hipétese da radiacdo causar desequilibrio entre fatores osteoclastogénicos
e osteogénicos justifica a avaliacdo tempo-dependente da osseointegracdo e de
citocinas sanguineas em ratos irradiados em distintos momentos, simulando

diferentes situacdes clinicas de reabilitagdo com implantes.



15

2 PROPOSICAO

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da radioterapia sobre a

osseointegracao e a expressao de citocinas sanguineas.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Os objetivos especificos foram avaliar:

a) a neoformacao 6ssea ao redor de implantes instalados em fémur de ratos
em situacdes associadas ou ndo a exposi¢cao a radiacao ionizante;

b) a quantidade de citocinas sangiineas (IL-6 e TGF-B) presentes em ratos
que receberam implantes em situacdes associadas ou ndo a exposicao a

radiacdo ionizante.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Comité de Etica

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia do Campus de Sao José dos Campos/UNESP, sob o nimero
003/2016 (ANEXO A), e foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(CONCEA).

3.2 Implantes

Implantes de Ti grau V foram produzidos para este estudo pela empresa
Emfils®, e exibiam 2,5 mm de diametro por 6,0 mm de comprimento (Figura 1). Ap6s

obtencéo, os implantes foram inseridos nos fémures dos animais.

Figura 1 — Implante Emfils®

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3 Procedimento cirdrgico

Trinta e seis ratos com 90 dias e pesando cerca de 300 g, 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/Unesp em
gaiolas (n=4) onde receberam agua e racao ad libitum.

Apbs 30 dias de adaptacao ao ambiente, com ciclos diérios 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 (Figura 2):

a) Grupo controle (C): cirurgia de colocagéo dos implantes (grupo controle -
tecido sadio sem irradiacdo);

b) Grupo irradiacéo (l): irradiacdo e apos 4 semanas cirurgia de colocacéo
dos implantes;

¢) Grupo irradiacdo imediata (IP): cirurgia de colocacdo dos implantes e
depois de 24 horas irradiacao.

Os procedimentos cirurgicos para a colocacdo dos implantes nos fémures
esquerdos foram realizados de acordo com Vasconcellos et al. (2014) (Figura 3).
Apés as cirurgias, todos os animais receberam uma injecdo subcutdnea com 0.1
mg/kg de buprenorefrina a cada 12 horas por 3 dias.

Apos os procedimentos, os animais foram colocados nas gaiolas novamente

com n=4 e monitorados até o prazo da eutanasia de 3 dias, 2 e 7 semanas.
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Figura 2 - Distribuicdo do nimero total de animais entre os diferentes tratamentos e

periodos de eutanésia
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Legenda: C= controle; IP= radiac@o imediata; I= irradiacéo; 11/12= Procedimento irradiacéo;

Ip=Procedimento de colocacdo do implante; E=Eutandsia.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 3 — Procedimento cirtrgico para colocacao dos implantes

Legenda: A) Brocas, B) Implante, C) Tricotomia, D) Incisdo, E) Exposicédo do fémur, F) Colocacéo do

implante.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.4 Radioterapia

Inicialmente os animais foram anestesiados e irradiados localmente no fémur
esquerdo. As irradiacdes visaram simular um tratamento radioterapico de dose
maxima de uma lesdo neoplasica. Para este procedimento foi utilizado um irradiador
de teleterapia modelo Eldorado 78 da Atomic Energy of Canadian Limited, com uma
fonte de radiacdo gama ®°Co, localizada no Instituto de Estudos Avancados (IEAV)
do Departamento de Ciéncia e Tecnologia Aeroespacial (DCTA), em Sao José dos
Campos, Sao Paulo. As irradiagbes foram realizadas em duas etapas, com uma
dose total de 30 Gy, sendo 15Gy cada uma, as quais duraram aproximadamente 1
hora e 18 minutos cada e foram realizadas com uma distancia entre a fonte e os
espécimes (n=2) de 0,9 metros (Figura 4). Para a irradiacdo os animais apoés
anestesia foram imobilizados em um equipamento desenvolvido especialmente para

este estudo, visando a padronizagdo da aplicagdo em todos os animais.

Figura 4 — Eldorado 78 Atomic Energy of Canadian Limited, irradiando os ratos

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.5 Andlise da neoformacao 6ssea

3.5.1 Avaliacdo por microtomografia computadorizada (UCT)

A tomografia computadorizada € uma técnica que nos proporciona a
visualizacdo de seccles transversais da imagem em uma forma ndo destrutiva. A
base de funcionamento do tomdgrafo de raio-x é a absorcdo da radiacdo desses
materiais de forma diferenciada dependendo de sua composicdo quimica e
densidade. A TC realiza cortes virtuais dos objetos, dividindo-os em “fatias”, as
quais sdo usadas para mapeamentos de parametros fisicos como a porosidade e
densidade de cada regido interna do objeto, sdo apresentadas na forma de imagens
bidimensionais que podem ser compostas a ponto de se obter objetos virtuais 3D.

Para a realizacdo da analise ndo-destrutiva do osso neoformado na
interface osso/implante, a peca de tecido 6sseo contendo o implante foi submetida
ao microtomégrafo SkyScan® 1272 Bruker MicroCT, Laboratério Multiusuario de
Biotecnologia e Bioengenharia (MUBIO), localizado na Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP (Figura 5). As pecas foram escaneadas utilizando cortes de 12
Mm de espessura, com filtro de Al. 0,5 mm + Cu 0,038 e passo de rotacdo de 0,5
mm, tamanho do pixel de 1344x896 um e com tempo de aquisicdo de lhora e 28
minutos.

Apo6s determinacédo dos parametros de aquisicao, as pecas foram submetidas
a andlise por imagem em 3D, e os valores avaliados foram volume 6sseo (BV),
proporcao entre volume 0sseo sobre volume total (BV/TV), numeros de trabéculas
(Tb.N), analise de espessura de trabéculas (Tb.Th) e analise da separacédo das
trabéculas (Th.Sp).
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Figura 5 — Microtomdégrafo SkyScan® 1272

Fonte: Elaborado pelo autor.

Previamente a aquisi¢cao, as pecas foram posicionadas e fixadas no porta-
amostra apropriado para o equipamento, presas no tubo cilindrico apropriado para o
tamanho da amostra e envolta por papel umido, assim estabilizando a amostra, a
fim de prevenir qualquer tipo de movimentagcédo durante o escaneamento e evitando
0 ressecamento da pega.

O parametro para reconstrucdo da imagem em UCT foi o0 escaneamento
com rotacéo das pecas em 360°, utilizado raios-x monocromatico com 90 keV e 111
HA. Os softwares NRecon® e Dataviewer® foram utilizados para a reconstrucdo das
imagens e os softwares CT-Analyzer®, CT-Vol® para a quantificacdo da formacao
6ssea. As projecdes tomograficas foram construidas a partir do programa NRecon®,
que gerou imagens em 3D. Em seguida, foi utilizado o programa Dataviewer® para
visualizagao e avaliagdo em 2D, sendo que neste momento foi realizada a escolha

do eixo a ser avaliado, eixos coronal, transaxial e sagital.
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O eixo transaxial (A) foi escolhido para se realizar a medi¢do volumétrica
(Figura 6).

Figura 6 — Escolha do eixo transaxial no DataViewer®
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Ap6s a escolha do eixo transaxial, foi utilizado o software CTAnalyser® para a
escolha das ferramentas que auxiliaram na construcdo dos parametros
morfomeétricos do volume 0sseo. Inicialmente foram selecionadas as 100 fatias
(slices) utilizadas para a regido de interesse (ROI), nas quais era possivel enxergar
o implante completo até que ele desaparecesse. Na selecdo das imagens utilizou-se

a ferramenta “top” e “bottom” (Figura 7).
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Figura 7 — Imagem da tela inicial do software CTAnalyser para selecdo do “top” e

“bottom” durante a criagao do ROI
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As andlises volumétricas (3D) tiveram por objetivo quantificar o volume
0sseo, referente a neoformacgéo 6ssea, nos diferentes periodos e grupos, sendo que
a area determinada para mensuracdo compreendeu trés roscas do implante. A
‘regido de interesse” ou ROI (Figura 8) foi selecionada utilizando uma figura
geométrica retangular, que se adequa por interpolacdo a area a ser medida e
obtivemos o volume de interesse (VOI). O ROI se refere a regido selecionada das
trés roscas do implante, porém em uma Unica imagem de sec¢do transversal, ja o
“volume de interesse” refere-se a soma de todos os ROIs presentes nos cortes

selecionados, representando o volume 3D requerido para analise (VOI).
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Figura 8 — Delimitagao do ROI

Fonte: Elaborado pelo autor.

Logo apéds a delimitacdo do ROI, a binarizacédo (que é a formacgéo de uma
imagem utilizando somente as cores preto e branco), foi utilizada como uma
ferramenta para diferenciar o 0sso do restante do tecido. Inicialmente foi necessario
um ajuste e posteriormente a padronizacdo deste valor limiar para os pixels
(“threshold”), que foi aplicado a todas as imagens avaliadas. O limite inferior
determinado correspondeu ao valor de 65 e o limite superior foi o valor de 25, a
mesma binarizacdo foi usada para todas as amostras como método de
padronizacao.

Cada imagem obtida no momento do processamento pelo microtomoégrafo
deve ser considerada como representativa de uma porcéo volumétrica da amostra.
As imagens sobrepostas formaram um sdlido tridimensional representativo da
amostra de 0sso.

ApOs esta selecéao, foi realizada a interpolacdo do ROI sobre as 100 imagens
escolhidas, para permitir o calculo em 3D dos indices de volume 0Osseo (BV),
proporcao entre volume 6sseo sobre volume total (BV/TV), nimeros de trabéculas
(Tb.N), andlise de espessura de trabéculas (Th.Th) e andlise da separacdo das

trabéculas (Th.Sp). Os volumes em 3D foram visualizados com o programa CTVol®.
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3.5.2 Andlise das citocinas presentes no sangue

Inicialmente foram coletados 5 ml de sangue por puncéo cardiaca de todos
0S animais, previamente a eutanasia nos trés periodos mencionados. O sangue
coletado com seringas foi imediatamente transferido para tubos a vacuo com gel
separador de coagulo (Labor Import, Osasco, SP, Brasil), e permaneceram iméveis
por 30 minutos visando sedimentacéo. Posteriormente, os tubos foram colocados na
centrifuga (Labnet Z400, Edison, NJ, EUA) por 5 minutos com rotacdes de 4000
rpm, para separacdo do soro. A seguir, o soro foi retirado dos tubos a vacuo com
micropipetas e armazenado em microtubos, devidamente identificados, a -20°C até o
momento da realizacdo dos testes.

Os niveis da interleucina (IL-6) foram mensurados utilizando o método
imunoenziméatico (ELISA). Para tanto, placas de microtitulacdo de 96 pocos (Nunc)
foram sensibilizadas com anticorpos de captura anti-IL-6, de rato (R&D Systems,
NE). As placas foram mantidas overnight em temperatura ambiente. No dia seguinte,
as placas foram lavadas com tampéo (PBS com 0,05% de Tween 20) e bloqueadas
com 300 uL de tampéao de bloqueio (PBS com 1% de soro albumina bovina) por 1
hora a temperatura ambiente. Apés, foram lavadas e receberam 100 pL de cada
uma das concentracdes dos dos padrbes analisados (IL-6), para a confeccdo da
curva-padrdo. Os testes foram realizados em duplicata e as placas foram mantidas 2
horas a temperatura ambiente. A seguir, as placas foram lavadas e foi acrescentado
100 pL de anticorpos de deteccéo anti-IL-6 de rato, marcados com biotina. Apds 2
horas, foi acrescentada estreptoavidina (100 uL/pogo) e as placas foram mantidas
por 20 minutos cobertas com papel aluminio para evitar luz direta. Apds lavagem, a
reacao foi revelada com 100 uL/pogo de solugdo contendo substrato cromogénico e
peréxido de hidrogénio. Apds 20 minutos, foram adicionados em cada pogo 50 uL de
solucéo stop (4cido sulftrico 2 N) e as densidades Opticas (DO) foram lidas no leitor
de microplacas com comprimento de onda de 450 nm.

A analise de TGF-B foi realizada também utilizando o método
imunoenzimatico (ELISA), porém o kit comercial adquirido ja possuia a placa pré-
sensibilizada. As amostras foram adicionadas (100 pL/pogo) e incubadas por 90
minutos a 37°C. ApOs esse periodo, o liquido foi removido e imediatamente foi
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adicionada a solugdo de detec¢do com anticorpo biotinilado (100 pL/pogo), deixada
por 1 hora a 37°C. A placa foi, entdo, lavada com 300 uL/pog¢o de tampdo de
lavagem por trés vezes e, em seguida, incubada com o com a enzima peroxidase
conjugada (100 uL/pogo) por 30 minutos a 37°C. Apés esse procedimento, a placa
foi lavada por mais cinco vezes e, logo em seguida, deixada por 15 minutos a 37°C
com o substrato reagente (90 uL/pogo), protegida da luz direta. Para paralisar a
reacao foram adicionados 50 yL/pog¢o de solugéo stop e a DO foi determinada no

leitor de microplacas EIx808 a 450 nm.

3.7 Andlise estatistica

O software GraphPad Prism 7 (San Diego, CA, USA)foi usado para realizar as
analises estatisticas. O teste estatistico utilizado para avaliar as diferencas os
parametros da microtomografia ap6s a aplicacdo do teste de normalidade
Kolmogorov-Smironov foi o teste estatistico ANOVA um fator e quando necessério
foi utilizado o teste de comparacao mdultipla de Tukey. O nivel de significancia
adotado de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise por microtomografia computadorizada

As pecas foram submetidas a analise por imagem em 3D (Figura 9), utilizando
o0 método da microtomografia computadorizada (UCT) para quantificar a proliferacao
de tecido 6sseo. Foram avaliados os parametros de volume 6sseo (BV), proporcao
entre volume Osseo sobre volume total (BV/TV), numeros de trabéculas (Tb.N),
analise de espessura de trabéculas (Th.Th) e analise da separacdo das trabéculas
(Tb.Sp).

Os resultados estatisticos descritivos e inferenciais estdo apresentados

abaixo, conforme o parametro, grupo e o tempo analisado.

Figura 9 — Reconstrucao dos cortes em imagens 3D

Legenda: Periodo de 2 semanas: A) Grupo C; B) Grupo I; C) Grupo IP.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.1 Volume ésseo (BV)

Os dados da estatistica descritiva relativa ao BV obtido por meio da uTC
estdo representados na figura 10, referentes aos periodos de 3 dias, 2 e 7 semanas

respectivamente.

Figura 10 — Graficos da analise estatistica BV
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Legenda: (C) Grupo controle: cirurgia de colocacdo dos implantes (tecido sadio sem irradiac&o); (1)
Grupo irradiagdo: irradiacdo e apdés 4 semanas cirurgia de colocacdo dos implantes; (Ip) Grupo
irradiacdo imediata: cirurgia de colocacdo dos implantes e depois de 24 horas irradiacao;
sem=semanas.

Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados de cada periodo separadamente foram submetidos ao teste
ANOVA um fator e nédo foi observada diferenca estatisticamente significante no
periodo de 3 dias e 7 semanas (p>0,05). Entretanto, no periodo de 2 foi observada
diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos C e Ip, sendo que o maior BV foi

verificado no grupo controle.
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4.1.2 Porcentagem do volume 6sseo sobre o volume total (BV/TV)

Os dados da estatistica descritiva relativa ao BV/TV obtido por meio da uTC
estdo representados na figura 11, referentes aos periodos de 3 dias, 2 e 7 semanas

respectivamente.

Figura 11 — Graficos da andlise estatistica BV/TV
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Legenda: (C) Grupo controle; (I) Grupo irradiacdo; (IP) Grupo irradiagédo imediata; sem=semanas.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados de cada periodo separadamente foram submetidos ao teste
ANOVA um fator e nédo foi observada diferenca estatisticamente significante em
nenhum dos periodos avaliados (p>0,05). Entretanto observou-se que no grupo
controle a porcentagem de BV/TV aumentou com o tempo enquanto que no grupo IP

esta porcentagem diminuiu.
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4.1.3 Numero de trabéculas (Th.N)

Os dados da estatistica descritiva relativa ao Th.N obtido por meio da uTC

estdo representados nas figura 12, referentes aos periodos de 3 dias, 2 e 7 semanas

respectivamente.

Figura 12 — Graficos da andlise estatistica Th.N
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Legenda: (C) Grupo controle; (I) Grupo irradiacdo; (IP) Grupo irradiagdo imediata; sem=semanas.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados de cada periodo separadamente foram submetidos ao teste
ANOVA um fator e néo foi observada diferenga estatisticamente significante em

nenhum dos periodos avaliados (p>0,05). Contudo, nota-se uma diminuicdo do

namero de trabéculas no grupo IP.
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4.1.4 Espessura das trabéculas (Tb.Th)

Os dados da estatistica descritiva relativa ao Th.Th obtido por meio da uTC
estdo representados na figura 13, referentes aos periodos de 3 dias, 2 e 7 semanas

respectivamente.

Figura 13 — Graficos da andlise estatistica Tb.Th
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Legenda: (C) Grupo controle; (I) Grupo irradiacdo; (IP) Grupo irradiagédo imediata; sem=semanas.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados de cada periodo separadamente foram submetidos ao teste
ANOVA um fator e nédo foi observada diferenca estatisticamente significante em
nenhum dos periodos avaliados (p>0,05). No entanto, o grupo C exibiu um aumento
na espessura com o passar do tempo, diferindo do comportamento dos outros

grupos.
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4.1.5 Separacdo das trabéculas (Tb.Sp)

Os dados da estatistica descritiva relativa ao Tp.Sp btido por meio da uTC
estdo representados nas figura 14, referentes aos periodos de 3 dias, 2 e 7 semanas
respectivamente.

Figura 14 — Graficos da analise estatistica Th.Sp
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Legenda: (C) Grupo controle; (I) Grupo irradiacdo; (IP) Grupo irradiagédo imediata; sem=semanas.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados de cada periodo separadamente foram submetidos ao teste
ANOVA um fator e ndo foi observada diferenca estatisticamente significante no
periodo de 3 dias (p>0,05). Entretanto, no periodo de 2 e 7 semanas foi observada
diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos C e Ip, sendo que em ambos 0s

periodos a maior separacdo entre as trabéculas foi verificada no grupo IP.
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4.2 Teste imunoenziméatico ELISA

4.2.1 Andlise da citocina IL-6

Os dados da estatistica descritiva relativa a densidade oOptica referente a IL-6
estd representada na figura 15, referente aos periodos dos grupos C, | e Ip

respectivamente.

Figura 15 — Grafico da analise da citocina IL-6
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Legenda: (C) Grupo controle; (I) Grupo irradiacdo; (IP) Grupo irradiagédo imediata; sem=semanas.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados de cada grupo separadamente foram submetidos ao teste ANOVA
um fator e foi observada diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre o
grupo C e os demais em todos os periodos. O grupo C exibiu os maiores valores de

expressao de IL-6 em todos os periodos.
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4.2.2 Analise da citocina TGF-

Os dados da estatistica descritiva relativa densidade Optica referente a TGF-8
estdo representados na figura 16, referentes aos periodos dos grupos C, | e IP

respectivamente.

Figura 16 — Grafico da analise da citocina TGF-3
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Legenda: (C) Grupo controle; (I) Grupo irradiacéo; (IP) Grupo irradiagdo imediata; sem=semanas.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados de cada grupo separadamente foram submetidos ao teste ANOVA
um fator e foi observada diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre o
grupo | e os outros grupos, em todos nos periodos de 3 dias e 2 semanas. O grupo |

foi aguele que apresentou maior expressao de TGF-3.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo, foi realizado para avaliar a neoformacdo 6ssea nos
fémures de ratos que foram submetidos ou ndo a radioterapia e também para
quantificar as citocinas IL-6 e TGF-B que podem estar ligadas a diferenciacdo ou
proliferacédo celular de diferentes tipos a fim de contribuir com pesquisas que avaliam
a neoforamacdo O6ssea em pacientes submetidos ao procedimento de radioterapia
decorrente de tumores. Inicialmente os animais foram divididos em trés grupos (C, |
e IP) e trés periodos, a fim de avaliar diferentes situagées clinicas e variados tempos
de cicatrizacdo, respectivamente. Os grupos foram submetidos a testes especificos
visando responder a cada obijetivo, e forma observados resultados relevantes.

O grupo | representou a tentativa de simular a situacéo clinica de pacientes
irradiados que apos dois anos do tratamento oncolégico finalizado, necessitam de
reabilitacdo por meio de implantes. Para tanto, a irradiacdo dos animais neste grupo
foi realizada quatro semanas antes do procedimento cirdrgico. Os periodos de
eutanasia e de irradiacdo foram determinados baseados no estudo prévio de Quinn
R (2005) que correlacionou a idade dos ratos com a do homem. J& no grupo IP, os
animais foram submetidos a irradiacdo e quase imediata cirurgia de implante. O
objetivo neste grupo foi avaliar o efeito da irradiacdo no processo de
osseointegracdo, uma vez que o0 procedimento cirargico foi subsequente a
irradiacdo. Neste momento a situacao clinica relaciona-se com pacientes que foram
submetidos a cirurgia de implantes e em curto tempo foram submetidos a
radioterapia.

A realizacdo da coleta sanguinea por puncdo cardiaca permitiu avaliar a
dosagem de duas importantes citocinas envolvidas na remodelacdo 6ssea, com
finalidade de correlaciona-las ao fendmeno de maior porcentagem de falha na
osseointegracdo e de perda dos implantes nos pacientes irradiados, conforme
relatado na literatura (Cao, Weischer, 2003; Liddelow, Klineberg, 2011; Mancha De
La Plata et al., 2012).

No presente estudo, embora ndo tenha sido observada significancia
estatistica com relacao aos parametros de fracdo do volume 6sseo (BV/TV), nimero

de trabéculas e espessura das trabéculas na superficie de contato osso-implante,
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verificou-se menores valores nos grupos irradiados (I e Ip), tanto no periodo de sete
semanas apos a cirurgia do implante. Estes resultados mostram a tendéncia de
menor neoformacéo 6ssea ao longo do tempo nos grupos submetidos a irradiacéao
concordando com estudos prévios (Renou et al., 2001; Doh et al., 2016; Ocafa et
al., 2017) que relatou interferéncia negativa da irradiagdo (700cGy) na
osseointegracdo. Os dados relatados acima sédo corroborados pela separagcao entre
as trabéculas que foram maiores nos grupos irradiados quando comparado ao
controle, sendo observada diferenca estatistica com o grupo Ip nos periodos de 2 e
7 semanas.

Esta comprovacdo explicita a necessidade de utilizacdo de terapias
alternativas direcionadas a esta classe de pacientes. Shah et al. (2017) reportaram a
utilizacao de Oxigenoterapia em Camara Hiperbarica melhorando consideravelmente
a situacado de reparo de pacientes irradiados na regido de cabeca e pescoco,
submetidos a terapia com implantes dentarios (Shah et al., 2017). Doh et al. (2016)
encontraram menor superficie de contato osso implante nos animais irradiados, mas,
como no presente estudo, sem significancia estatistica, e destacaram a importancia
do planejamento personalizado da reabilitacdo por prétese, ja que tal condicao exige
maior tempo para o implante ser submetido a carga mastigatéria.

Nos estudos de Swift et al. (2015), foi observado um aumento de células da
formacdo do tecido 6sseo de trés a trinta dias apoés irradiacdo de camundongos com
8 Gy. Entretanto, eles observaram menor volume ésseo e numero de trabéculas
inicialmente em sete dias. Estes resultados estdo de acordo com o presente estudo
que também observou aumento do volume &ésseo com o decorrer do tempo.
Contudo, no periodo de 2 semanas do presente estudo, a maior quantidade de
volume ésseo foi observada no grupo C quando comparado aos grupos irradiados,
sendo verificada diferenca estatistica entre o grupo C e o grupo IP.

O presente estudo mostrou a recuperagcdo do tecido 6sseo no decorrer do
tempo subsequente a irradiacdo, ja que o volume 0sseo, a fragdo de volume ésseo,
0 numero de trabéculas, a espessura de trabéculas e separagdo das trabéculas
estiveram, em valores absolutos, bem pareados com o grupo controle. Este fato
corrobora com os resultados descritos por Hu et al. (2010) que submeteram os ratos
a irradiacdo duas semanas antes da cirurgia de confeccdo de defeito 6sseo e
implante de enxerto indutor de formacgéo 6ssea. Os defeitos tratados com irradiacédo
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pré-operatdria também regeneraram com sucesso e ndo houve diferengas entre os
parametros avaliados por uCT (Hu et al., 2010).

Ocafia et al. (2017) reportaram utilizacdo de metodologia semelhante a
aplicada no presente estudo, ja que irradiaram tibias de coelhos e efetuaram
eutanasia decorridos quarenta dias ap0s a cirurgia de implante (aproximadamente
seis semanas). A analise da superficie de contato osso-implante, que foi realizada
por meio de exame histolégico, ndo mostrou diferencas entre 0os grupos controle e
irradiado, concordando com nossos resultados. Os autores ainda apontam para a
possibilidade de realizar implantes em ossos irradiados, aguardando um periodo de
recuperacdo 0ssea, que ainda precisa ser melhor investigado em humanos. No
presente estudo observa-se que no periodo de 3 dias o grupo C exibia menor
volume 0sseo.

O tempo ideal para a cirurgia de implante, em pacientes submetidos a
radioterapia, foi alvo do estudo de Stramandinoli-Zanicotti et al. (2014), que tiveram
grupos irradiados quinze dias antes e trés meses ap0s a cirurgia de implantes em
mandibulas de mini-pigs. Os autores destacaram que a osseointegracdo avaliada
por meio de processamento histoldgico, foi melhor nos animais que receberam os
implantes previamente a irradiagdo. Assim, afirmaram que a pacientes reabilitados
com implantes podem ser submetidos a irradiagdo, inclusive até concomitante a
cirurgia de resseccao do tumor (Stramandinoli-Zanicotti et al., 2014). Ressalta-se
gue os autores empregaram a irradiacdo total de 24 Gy para cada lado da
mandibula, em trés doses locais de 8 Gy, com um intervalo de sete dias para cada
dose, diferindo da metodologia do presente estudo tanto quanto a espécie animal,
guanto do o0sso receptor. Nos estudos de Sawajiri e Mizoe (2003) foram realizadas
analises histologicas e morfométricas de tecido 0sseo de ratos, apods irradiagcdo com
30 Gy e foi observado que a irradiacdo induz a modulacéo diferencial da expressao
do fator de crescimento dos osteoclastos.

A resposta inflamatéria foi relatada se apresentar exacerbada em modelo
experimental em ratos quando os animais foram irradiados duas semanas
subsequentes a cirurgia de implante (Brozyna et al., 2015). Doses mais altas que 30
Gy, como o grupo de 42 Gy apresentaram maior intensidade inflamatoria (Brozyna et
al., 2015). A resposta inflamatoria induzida pela cirurgia de implante, bem como pela
radiacdo, € controlada pela liberagdo de citocinas inflamatorias. Tais substancias
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podem ser encontradas localmente nas areas inflamadas, bem como podem
alcancar a circulacdo sanguinea e gerar efeitos sistémicos (Brozyna et al., 2015).
Assim, no presente estudo buscou-se avaliar alteracdes séricas na dosagem de IL-6
e TGF-B, ja que a IL-6 pode estar associada ao estimulo de osteoclastos ou
associada a doencas com perda éssea (Duplomb et al., 2008; Benedetti et al., 2006;
Meguid et al., 2013; Wu et al., 2017). Liu et al. (2014) realizaram pesquisa com
camundongos IL-6 knockout (IL-6-/-), ou seja, deficientes em IL-6, e compararam ao
grupo controle com animais selvagens. Os autores avaliaram o0 0sso da tibia destes
camundongos por meio de teste histoquimico e demonstraram que os camundongos
deficientes em IL-6 apresentaram significativamente mais osso trabecular e placa de
crescimento mais ampla do que os selvagens. Também verificaram que o nimero de
células apoptoticas osteoclasticas apresentou-se elevado no grupo experimental,
deficiente em IL-6 (Liu et al., 2014). Baseado nos achados de Brozyna et al. (2015)
e Liu et al. (2014) esperava-se obter maior dosagem de IL-6 nos grupos irradiados.

Entretanto, os dados obtidos no presente estudo demonstraram niveis
significativamente menores de IL-6 nos grupos experimentais (com radiacdo) em
comparacdo ao grupo controle (p<0.05). Recentemente, Huang et al. (2018)
demonstraram que a IL-6 promove um aumento da osteogénese, aumentando o
volume 6sseo e o densidade mineral 0ssea dos nodulos minerais. Os autores
relataram que essa citocina aumentou a regeneracdo 6ssea (Huang et al., 2018).
Baseado nos valores de IL-6 obtidos no presente estudo, sugere-se que O grupo
controle teve uma resposta mais efetiva e sobre a remodelacdo tecidual Gssea,
assim respondeu adequadamente aos estimulos, considerando que a liberacdo de
IL-6 é essencial para atrair novas citocinas que estimulardo a resposta imune e
concordando com o estudo atual de Huang et al. (2018).

Outra citocina relevante nos processos corpéreos € o fator de crescimento
transformante B (TGF-B), o qual pode estar envolvido em varios processos celulares
incluindo proliferacdo e diferenciagédo celular, angiogénese, mortalidade, apoptose e
morte celular (Massague, 1998). Por essa razdo sua avaliacdo é importante, ja que
considerou-se que a irradiacéo utilizada no nosso trabalho, poderia causar danos em
processos celulares (lyer, Balasubramanian, 2012). No presente estudo o grupo |

demostrou altos niveis de TGF-3, principalmente no periodo de trés dias e duas
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semanas, nos quais observou-se diferenca estatistica com o grupo controle
(p<0.05).

No estudo de Terra et al. (2018) os niveis de TGF-f1 comegaram a
aumentar nas primeiras duas semanas apos o procedimento de radioterapia em
células tumorais de camundongos e tornou-se significativamente maior na sexta
semana quando avaliados por meio do teste de Elisa. Nos resultados do presente
estudo, também observamos que os niveis foram maiores no grupo | no periodo de
duas semanas, concordando com Terra et al. (2018) j4 que a irradiacdo havia sido
realizada 04 semanas previamente a cirurgia, e assim a somatoéria destas 04
semanas com o periodo de eutanasia de 02 semanas totaliza 06 semanas. Li et al.
(2017) descreveram resultados positivos em relacdo ao aumento de citocina TGF-g
em seus estudos de regeneracdo de células nervosas, evidenciando a importancia
dessa citocina na proliferacdo celular. Com isso, o0s niveis apresentados em nosso
trabalho podem se referir a uma possivel tentativa de regeneracéo do tecido 6sseo,
que foi prejudicado pela radiacdo absorvida na radioterapia, com variacbes dos
grupos e periodos. Esta hip6tese se sustenta no fato que no periodo mais longo de

analise, todos os grupos se equilibraram na expressao desta citocina.
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6 CONCLUSAO

Baseado nos nossos resultados, conclui-se que no 0sso irradiado recupera-se
da irradiacdo com o decorrer do tempo, tornam-se apto a receber implantes
posteriormente. Entretanto, quando a irradiacdo ocorre imediata a cirurgia do
implante o tecido 6sseo exibe alteragbes mais significativas. Destaca-se, no entanto
que, os resultados em modelos animais ndo podem ser diretamente extrapolados
para humanos e outras pesquisas clinicas sdo necessarias para a confirmacéo de

nossas descobertas.
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