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CUNHA, CP. Influéncia da quimioterapia na expressao de citocinas proé-
inflamatoérias tecidual na periodontite experimental 2018. Trabalho de conclusao
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RESUMO

Objetivo: Este estudo avaliou comparativamente a influéncia do quimioterapico Cisplatina
(CIS), no periodonto saudavel e sobre a evolugéo da periodontite experimental (PE), bem
como a funcdo renal de ratos portadores de PE submetidos ao tratamento com o
quimioterapico. Materiais e Métodos: 120 ratos machos, foram distribuidos em 4 grupos
(n=30). Grupo SPE-SS: animais que receberam inje¢des de 0,5 ml de solugéo salina 0,9%
(SS) sem indugao da PE (grupo sham). Grupo PE-SS: animais que receberam duas
injecbes de 0,5 ml de SS e indugdo da PE apos a primeira injegdo. Grupo SPE-CIS:
Animais que receberam inje¢des de CIS sem indugéo da PE. Grupo PE-CIS: Animais que
receberam injegcdes de CIS e inducdo da PE apds a primeira inje¢do. Para indugao da PE
foi adaptado um fio de algodao 24 ao redor do primeiro molar inferior esquerdo, logo apos
a primeira dose da medicagdo. Decorridos 07, 15 e 30 dias apds a primeira injecéo
intraperitoneal (SS ou CIS) os animais foram eutanasiados. As mandibulas coletadas
foram submetidas a analise imunoistoquimica na regido de furca do primeiro molar inferior
onde foram avaliados os biomarcadores: TNFa e IL1B. Foi realizada a coleta sanguinea
para analise bioquimica de Creatinina e Ureia previamente as inje¢des, € aos 7 e 30 dias.
Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica (p<0,05). Resultados: Observou
que o grupo PE-CIS apresentou maior intensidade da resposta inflamatéria em todos os
periodos e menor processo de reparo frente a PE. O grupo PE-CIS apresentou de maneira
significante maiores niveis de ureia nos periodos iniciais e nao apresentou diferencga
significativa nos niveis de creatinina. Conclusdo: A CIS influenciou o aumento na
expressao de citocinas pro-inflamatoérias nos tecidos periodontais saudaveis, além de, na
presenga da PE, ter exacerbado o processo inflamatério na regido de furca.
Adicionalmente, a PE aumentou os niveis séricos de ureia, indicando um agravamento

aos danos renais causados pela CIS em periodos iniciais.

Palavras Chave: Periodontite experimental; Quimioterapia; Modelo animal.



CUNHA, CP. Influence of chemotherapy on expression of pro inflammatory
cytokines tissue in experimental periodontitis 2018. End of course paper (Bachelor
degree) — Dental School, Sdo Paulo State University, Aragatuba, 2018

ABSTRACT

Objective: This study comparatively evaluated the influence of the chemotherapeutic
agent Cisplatin (CIS), both over the healthy periodontium and the progression of
experimental periodontitis (EP), as well as kidney functions of the rats with EP under
chemotherapy. Materials and Methods: 120 male rats were distributed in 4 groups
(n=30). NEP-SS group: animals that received injections of 0,5ml of 0,9% saline solution
(SS) without EP induction (Sham group). EP-SS group: animals that received
injections of 0,5 ml of SS and induction of EP after de first injection. NEP-CIS group:
animals that received CIS injections without EP induction. EP-CIS group: animals that
received CIS injections and PE induction after the first injection. For EP induction a
cotton thread number 24 was fitted around the first left lower first molar. After 07, 15
and 30 days after the first intraperitoneal injection (SS or CIS), animals were
euthanized. The collected mandibles were submitted to immunohistochemical analysis
in the furcation region of the first lower molar for evaluation of the biomarkers TNFa
and IL1B. Blood samples were collected for biochemical analyzes of creatinine and
urea, before injections and at 07 and 30 days. Data were submitted to statistical
analysis (p<0,05). Results: EP-CIS showed greater intensity and extension of the
inflammatory response, and decreased repair process compared with group EP at all
experimental periods. EP-CIS had significantly increased levels of urea and showed
no significant difference in creatinine’ levels. Conclusion: CIS influenced the
increased expression of proinflammatory cytokines in healthy periodontal tissues, as
well ass, in presence of EP, exacerbated the inflammatory process in the furcation
region. Additionally, EP increased serum levels of urea, indicating an intensification of

the renal damages caused by CIS.

Keywords: Experimental Periodontitis; Chemotherapy; Animal model.
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1. INTRODUGAO

O aumento da expectativa de vida do paciente oncoldgico € realidade
gragas as novas terapias de combate ao cancer. Com isso, proporcionar qualidade de
vida a esses pacientes se tornou uma busca constante. A OMS estima que o
aparecimento anual de novos casos de cancer ira aumentar dos 14 milhdes para 22
milhdes dentro das proximas duas décadas (WHO 2014).

A quimioterapia citotoxica esta entre os tratamentos convencionais para o
cancer, e junto com ela estdo outras duas modalidades importantes, cirurgia e
radioterapia. A maioria dos casos de quimioterapia para o tratamento do cancer se
baseia na administracdo de uma dose maxima toleravel das drogas escolhidas, com
0 objetivo de promover a erradicagao do maior numero de células tumorais. O principal
problema desse método esta relacionado com a toxicidade aguda e acumulado para
os tecidos normais, incluindo as células do sistema imune. A quimioterapia
convencional estd comumente associada com uma variedade de efeitos colaterais,
inclusive mielossupressao e diminui¢ao da viabilidade e numero de células dendriticas
(Saltz & Kemeny, 1996; Half & Arber, 2009). Além do mais, nausea, alopecia,
anorexia, vomitos, diarreia, constipacdo, zumbido e hipocalcemia, sdo geralmente,
sintomas associados ao uso desses medicamentos (Surendiran et al., 2010).

Dentre os diversos quimioterapicos empregados no tratamento de cancer,
a cisplatina (CIS) é uma droga amplamente utilizada durante a quimioterapia
(Vermorken et al., 2014; Lorch et al., 2011; Taylor et al., 1994), e também no decorrer
da radioterapia em razao do seu potencial radiossensibilizador (Dewit, 1987). A CIS é
um composto com ampla atividade antineoplasica, sendo utilizada no tratamento de
varios tipos de canceres, dentre os quais, testiculo, pulméo, ovario, eséfago, cabeca
€ pescogo, mama e o carcinoma de bexiga (Wang & Lippard, 2005; Pang et al., 2007;
Zhang et al., 2009).

A molécula de CIS possui um atomo central de platina rodeado por dois
atomos de cloro e dois grupos aménia. Torna-se ativa pela reagdo de moléculas de
agua com os ions cloreto, reagindo, assim, com biomoléculas como DNA, RNA,
proteinas e membranas fosfolipidicas (Wang & Lippard, 2005; Cho et al., 2008). Sabe-
se que a atividade antitumoral da CIS é resultado da sua interagao com o DNA. Esta,
ao entrar na célula, sofre reagdes que deixam a platina disponivel para se ligar a bases

do DNA e formar varios tipos de aductos que podem dar origem a ligagdes cruzadas
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intra e intercadeia (Wozniak et al., 2004; Wang & Lippard, 2005; Rabik & Dolan, 2007).
As alteragcbes mais frequentemente observadas no DNA sdo os aductos entre
guaninas adjacentes, que representam cerca de 65% de todas as lesdes; 25% sao
representadas por aductos entre guanina e adenina e o restante € formado por
ligagcdes cruzadas intercadeias (Kartalou & Essigmann, 2001; Rabik & Dolan, 2007;
Koberle et al., 2010). Os aductos cisplatina-DNA podem inibir processos celulares
fundamentais que incluem replicagdo, transcricdo, traducdo e reparo de DNA
(Wozniak et al., 2004; Cho et al., 2008).

Os quimioterapicos antineoplasicos atuam no metabolismo das células que
possuem rapido crescimento e proliferagdo, como as células cancerigenas, induzindo
sua apoptose (Guchelaar et al., 1998; Arias, 2008). A falta de especificidade na sua
biodistribuicdo sistémica faz com que estas drogas atinjam tanto as células alvo como
as células saudaveis que possuem alto indice mitotico (Arias, 2008), que é o caso do
epitélio oral, por razdo da sua rapida renovacao, faz com que a cavidade bucal
apresente efeitos adversos acentuados (Naidu et al., 2004). Sdo0 comumente
observadas mucosite e hipofungdo das gléandulas salivares, sendo estas as
manifestacdes adversas as quais interferem significativamente na qualidade de vida
do individuo (Kim et al., 2012).

No periodonto, o epitélio juncional € responsavel pela adesao
dentogengival e tem um papel fundamental na defesa do tecido periodontal
(Tsukamoto et al., 2012). Por ser um tecido com rapida proliferagcao ele pode ter sua
renovacao comprometida pela acao dos quimioterapicos, o que pode favorecer a
penetracao e contaminacgao dos tecidos mais profundos, incluindo os que compdem o
periodonto de sustentagdo. Por outro lado, a CIS promove um efeito negativo sobre o
processo de reparagao ossea em defeitos dsseos (Stine et al.,2014). Desta forma,
estas alteragdes podem favorecer o desenvolvimento da doencga periodontal (DP).

A DP é uma patologia multifatorial que afeta de 30% a 50% da populagao
adulta, caracteriza-se por ser um processo infeccioso e inflamatério que leva a
destruicdo dos tecidos de suporte dos dentes. E causada por microrganismos
periodontopatogénicos e possui influéncia de fatores locais e sistémicos, que alteram
a resposta do individuo frente a agressao microbiana (Andersen et al., 2007; Cekici et
al., 2014).

Estudos em animais que avaliaram a influéncia do efeito da CIS no

processo de reparo 6sseo concluiram que a quimioterapia com CIS afetou
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negativamente o reparo 6sseo (Barth et al., 1986; Ehrhart et al., 2002) e provocou
atraso no reparo (Young et al., 1997; Stine et al., 2014). Além do mais, a CIS tem a
capacidade de induzir citocinas pro-inflamatorias tais como interleucina-13 (IL-1-8),
IL-6, IL-8, IL-18, fator de necrose tumoral-a (TNF-a), proteina quimiotatica de
mondcitos-1 (MCP-1) proteina inflamatéria de macrofagos-2 (MIP-2) (Miller et al.,
2010; Ozkok & Edelstein, 2014). Sabe-se que a resposta destrutiva do organismo esta
associada com um aumento da expressao de citocinas inflamatérias nos tecidos, e as
IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a podem induzir a reabsor¢cdo 6ssea periodontal (Dosseva-
Panova et al., 2014).

Por outro lado, estudos em animais que avaliem a influéncias de drogas
utilizadas na quimioterapia sobre os tecidos periodontais sdo raros, havendo apenas
um estudo (Garcia et al., 2015). Garcia et al.,(2015), utilizando modelo em animais de
periodontite experimental, teve por objetivo avaliar o efeito do tratamento com 5-FU
administrado sistemicamente no momento da indugdo da doenga periodontal
experimental e 48 horas apos indugdo (60 mg/kg e 40 mg/kg), sobre o periodonto
saudavel, assim como a influéncia deste tratamento sobre os tecidos periodontais
durante a evolugao da periodontite experimental ou apos tratamento mecéanico de
raspagem e alisamento radicular. Os autores observaram que nos animais que
receberam tratamento sistémico com 5-FU apresentaram menor porcentagem de 0sso
na furca, maior infiltrado inflamatério e maior padréao de imunomarcagao para RANKL.
Foi demonstrado neste estudo que a administracao de 5-FU influenciou na evolucao
e no tratamento da doenca periodontal experimental em ratos. Desta forma, é de suma
importancia o entendimento da influéncia dos quimioterapicos sobre a patogénese da
DP para que possa entender seu potencial modificador na etiologia e desenvolvimento
da mesma.

Com relagcao aos estudos clinicos, poucos estudos avaliaram os efeitos
adversos dos quimioterapicos antineoplasicos nos tecidos periodontais (Miller & Quinn,
2006; Mazzeo et al., 2009; Djuric et al., 2010; Ogawa et al., 2013). Estes estudos
demonstraram que a quimioterapia provocou aumento do indice gengival (Jensen et
al., 2008; Djuric et al., 2010), placa e sangramento a sondagem (Djuric et al., 2010).
Além disso, € visto a alteracdo na resposta inflamatéria gengival e aumento na
profundidade de sondagem nesses pacientes (Mazzeo et al., 2009; Djuric et al., 2010).
Ogawa et al., (2013) constataram que a periodontite ocorreu com maior frequéncia em

pacientes que receberam tratamento quimioterapico, e Miller & Quinn, (2006)
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constataram que a quimioterapia causa exacerbacéo da doencga periodontal. Porém em
se tratando de estudos clinicos, os dados sao inconclusivos com relacao a influéncia e
mecanismo de acdo no periodonto. Adicionalmente, uma revisao sistematica foi
realizada por Hong et al., (2010) os quais concluiram que pacientes pos-tratamento
quimioterapico tiveram o indice de placa e o indice gengival maiores que os pacientes
saudaveis.

E importante ressaltar que a frequéncia e a severidade das condicdes
debilitantes frente a quimioterapia dependem de diversos fatores associados ao
paciente e a terapia antineoplasica. Existem variaveis importantes que aumentam a
susceptibilidade do paciente, dentre elas, temos a droga utilizada, dose, regime
quimioterapico e intensidade da imunossupressao (Epstein & Schubert, 1999; Knox et
al.,, 2000; Duncan & Grant, 2003; Brown et al.; 2009). Além disso, as drogas
quimioterapicas levam a alteragdes significativas em diferentes 6rgaos, podendo se
destacar sobre figado e rim. A CIS é reconhecidamente capaz de causar
nefrotoxicidade (Karasawa & Steyger, 2015), principalmente em razdo de o rim
absorver a cisplatina em concentragcdes mais elevadas em comparacdo com outros
tecidos (Pabla et al.,2009; Filipski et al. 2009).

Por outro lado, a DP pode exercer efeito sobre o rim pelo aumento da carga
inflamatadria sistémica, ocasionando alteragdes na albumina sérica e niveis de proteina
C- reativa (da Costa et al., 2015; Yoshihara et al.; 2017). Deste modo, a DP em
conjunto com os efeitos deletérios dos quimioterapicos sobre o rim pode aumentar

ainda mais a debilidade do paciente.
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2. OBJETIVO

Diante da preocupagdo em elucidar detalhadamente a associagdo da
influéncia dos quimioterapicos com a DP, o objetivo do presente estudo foi avaliar
comparativamente a influéncia do quimioterapico CIS, no periodonto saudavel e sobre
a evolucado da PE, bem como a funcao renal de ratos portadores de PE submetidos

ao tratamento com quimioterapico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, dentro das normas vigentes
adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (Protocolo n°2014-
00542) (Anexo1).

No presente estudo foram utilizados 120 ratos machos entre 3 e 4 meses
de idade (Rattus novergicus albinus, Wistar), pesando aproximadamente 260g,
provenientes do biotério Central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba - UNESP.
Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas com no maximo 5 animais em cada
uma, separados de acordo com o grupo, e ragado e agua ad libitum. Antes dos
procedimentos cirurgicos, todos os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura estavel (22 + 2°C), com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas

escuro), por um periodo de 5 dias.

3.2 Sedacao e Anestesia

Para todos os procedimentos cirurgicos os animais foram inicialmente
pesados para proporcionar corretamente a dose do anestésico a ser administrado. Os
animais receberam anestesia geral, obtida pela associagdao de 70mg/Kg de Cloridrato
de quetamina (Vetaset — Fort Dodge lowa, EUA.) associado 6mg/Kg de Cloridrato de
Xilazina (Coopazine — Coopers Sao Paulo, SP, Brasil.) aplicados via intramuscular no
biceps femoris da pata direita. Nos casos em que nao se obteve o necessario efeito

anestésico, a anestesia foi suplementada com a metade da dose inicial aplicada.

3.3 Inducao da periodontite
Apoés anestesia geral, todos os animais foram posicionados em mesa
operatéria apropriada, que permitiu a manutengcdo da abertura bucal e, de forma
adequada, o acesso aos dentes da regiao posterior da mandibula. Com o auxilio de
sonda e pinga modificada para este fim, foi adaptado um fio de algodao (Corrente
Algodao n°.24; Coats Corrente, Sdo Paulo, SP, Brasil.) ao redor do primeiro molar
inferior esquerdo, no nivel do sulco gengival sendo mantido nesta posicao por meio

de né cirurgico (Fig. 1).
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Figura 1. Procedimentos de indugao da periodontite.

Fonte: Elaborado pelo autor. Em (A) Posicionamento do animal na mesa cirargica; (B) Acesso ao
primeiro molar inferior onde sera induzida a doenga periodontal; (C) Pinga modificada usada para
adaptagdo do fio de algoddao em torno do primeiro molar inferior esquerdo; (D) Fio de algodao
adaptado.

3.4 Protocolo medicamentoso — Tratamento quimioterapico

A administragdo de Solugcdo Salina a 0,9% (Equipex Industria
Farmacéutica. Aparecida de Goiania, GO, Brasil) ou Cisplatin (Faudcispla,
10mg/10ml, Libbs Farmacéutica, SP, Brasil) ocorreu pela via intraperitoneal
obedecendo um intervalo de 48horas entre elas. A primeira dose de cisplatina foi de
5mg/kg (Havelkaet al.,2007) e a segunda dose de 2,5mg/kg. A dose do quimioterapico
Cisplatina constituiu em uma adaptacao para o rato, do protocolo empregado para
terapia oncologica em humanos, a qual considera a superficie corpérea para a
determinacdo da dose. (Dubois & Dubois,1916; Nakasato et al., 2012) (Fig. 2).

Figura 2. Administragao do Quimioterapico.

Fonte: Elaborado pelo Autor. Foto demonstrativa da aplicagdo da medicacgéo por via intraperitoneal.
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3.5 Grupos Experimentais e Tratamentos

Utilizando um programa computacional, os animais foram distribuidos em
4 grupos, cada um composto por 30 animais que receberao os seguintes tratamentos:

Grupo SPE-SS: também chamado de grupo sham. Animais sem PE. Os
animais pertencentes a este grupo receberam duas inje¢des intraperitoneais, com
intervalo de 48 horas entre elas, de 0,5 ml de solugéo salina a 0.9%.

Grupo PE-SS: Animais com PE. Os animais pertencentes a este grupo
receberam duas inje¢des intraperitoneais, com intervalo de 48 horas entre elas, de 0,5
ml de solugao salina a 0.9%. Logo apds a primeira injegéo, foi realizada a indugao da
PE no primeiro molar inferior esquerdo.

Grupo SPE-CIS: Animais sem PE. Os animais pertencentes a este grupo
receberam duas injegdes intraperitoneais, com intervalo de 48 horas entre elas, de 5
mg/kg e 2,5mg/kg de cisplatina respectivamente.

Grupo PE-CIS: Animais com PE. Os animais pertencentes a este grupo
receberam duas injegdes intraperitoneais, com intervalo de 48 horas entre elas, de 5
mg/kg e 2,5mg/kg de cisplatina respectivamente. Logo apos a primeira injecdo, foi

realizada a indugao da PE no primeiro molar inferior esquerdo.

3.6 Periodos experimentais e obtencao das amostras
Os animais foram eutanasiados pela administracdo de uma dose letal de
Tiopental na dose de 150 mg/kg de peso corporal, aos 7, 15 e 30 dias apds a indugao
da PE. A mandibula de cada animal foi removida, separada no plano mediano e fixada

em formaldeido tamponado a 4%, por um periodo de 48hrs.

3.7 Linha do tempo

0 dias 2 dias 7 dias 15 dias 30 dias
I I I I
C s o2 - Coleta de sangue - Eutanasia - Coleta de sangue
- Coleta de sangue Aplicagao 2 - Eutanasia - Obtencio das - Eutanasia
- Aplicacédo 12 dose do dose de CIS - Obtenc3o das mandibulas - Obtencgao das
quimioterapico ou SS. mandibulas mandibulas

CIS (5 e 2,5 mg/Kg) ou SS.
- Instalagao da ligadura
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3.8 Processamentos histolégicos

As hemi-mandibulas esquerdas foram lavadas em agua corrente por 12
horas e colocadas para desmineralizacdo em solucdo de Acido
Etilenodiaminotetraacético (EDTA) tamponado a 10% por um periodo de 6 a 8
semanas, com trocas semanais. Estando as pecas suficientemente desmineralizadas,
estas foram reduzidas, lavadas, desidratadas em séries crescentes de alcool,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Os cortes foram realizados no sentido
mésio-distal, com o cuidado de sempre estarem no longo eixo do dente (Fig. 3). Os
cortes seriados, com 4um de espessura foram submetidos a técnica de

immunoperoxidase indireta.

Figura 3. Cortes histologicos

Fonte: Elaborado pelo autor. Em (A) posicionamento da peg¢a no micrétomo; (B) imagem representativa
da peca durante a obtengéo dos cortes histolégicos.

3.9 Analise imunoistoquimica

A andlise imunoistoquimica da area de furca foi direcionada para os
seguintes biomarcadores: 1) Fator de necrose tumoral alfa (TNF—a); 2) Interleucina 1
Beta (IL-18). Ambos mediadores endégenos da resposta inflamatéria. A selegao das
secgdes imunoistoquimicas foi realizada por um examinador treinado e cego aos
grupos experimentais. Foram selecionadas 3 secgdes histolégicas da area de furca,
com aumento de 400x. Foram consideradas imunomarcagdes, as ceélulas que
apresentaram positividade a marcacao, sendo positiva as células que exibiram
coloragdo acastanhada no citoplasma e matriz extracelular (TNF-a, IL-1),
independente da intensidade. A imunomarcagao foi mensurada via analise semi-
quantitativa da imunomarcagao no ligamento periodontal e no osso alveolar da area

de furca.
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3.10 Analise bioquimica do sangue

Foi realizada a coleta de 2,5 mL de sangue de cada animal via pungao
cardiaca (Fig.4A) em dois momentos, com o objetivo de realizacdo de analises
bioquimicas. A primeira puncgdo foi realizada antes da primeira injegdo do
quimioterapico ou solugéo salina a 0.9%, e a segunda nos periodos de 7 e 30 dias da
eutanasia. Para as analises bioquimicas, o sangue coletado foi acondicionado em
micro tubos Eppendorf (Fig.4B) sem anticoagulante e submetidos a centrifugacéo, e
determinadas pelo modo cinético seguindo as normas do fabricante dos kits Ureia Vet
e Crea K Vet (Labtest Diagndstica S.A. Lagoa Santa, MG, Brasil) para obtencéo do
soro, e analisados em espectrofotdmetro semi-automatizado (SB-190 Celm, Barueri,
SP, Brasil). As analises de creatinina e ureia foram importantes para determinar os

danos renais causados pelo quimioterapico e pela PE.

Figura 4. Procedimentos da analise bioquimica.

Fonte: Elaborado pelo autor. Em (A) Pungdo Cardiaca; (B) Microtubo Eppendorf; (C) Centrifuga
utilizada.

3.11 Analise estatistica

A hipotese de ndo haver diferenga estatisticamente significante entre os
diferentes grupos e periodos foi testada utilizando o software Bioestat 5.0 (Windows
XP, Sonopress Brazilian Industry, Manaus, AM, Brasil). Apds analise da normalidade
dos dados pelo teste Shapiro-Wilk (p<0,05), a analise intragrupo e intergrupo foram
realizados pela andlise de variancia a dois critérios (ANOVA p<0,05). Quando o
ANOVA detectou diferenca estatistica as comparacdes multiplas foram realizadas pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados da analise imunoistoquimica

Os resultados da analise imunoistoquimica para TNFa e IL-18 estdo
representados nas tabelas 1 e 2. Nos ratos tratados com CIS, o padrao de
imunomarcacao das duas principais citocinas com atividade pro-inflamatorias, TNFa
e IL-1B, é maior nos tecidos periodontais quando comparado com os ratos controle,
tratados com SS. Nos ratos controle, aos 7 e 15 dias apds a instalagéao da ligadura, o
padrao de imunomarcagao tanto para TNFa quanto para IL-1B se mostraram variando
de alto a moderado, sendo que aos 30 dias da instalagédo da ligadura prevaleceu um
moderado padrao de imunomarcagao. Nos ratos tratados com CIS e PE o padrao de
imunomarcacao para TNFa e IL-18 se mostra alto aos 7, 15 e 30 dias apods a

instalagao da ligadura.

Tabela 1. Padrao de imunomarcacgao de células imunorreativas a TNFa na regidao de

furca do primeiro molar, para cada grupo e periodo.

TNFa
GRUPOS PADRAO DE IMUNOMARCACAO

SPE-SS-7d prevaleceu um baixo padrdo de imunomarcagéo
SPE-S8-15d | prevaleceu um baixo padrdo de imunomarcacgéo
SPE-SS-30d | prevaleceu um Mpadréo de imunomarcagéo
SPE-CIS-7d | prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcacédo
SPE-CIS-15d | prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcacgédo
SPE-CIS-30d | prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcacdo

PE-SS-7d alto/moderado padrdo de imunomarcag&o
PE-SS-15d alto/moderado padrdo de imunomarcacédo
PE-SS-30d prevaleceu um moderado padréo de imunomarcacdo
PE-CIS-7d prevaleceu um alto padrdo de imunomarcagéo

PE-CIS-15d | prevaleceu um alto padrdo de imunomarcagéo
PE-CIS-30d | prevaleceu um ﬂ padrdo de imunomarcacdo
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Figura 5. Padrao de imunomarcacgao para TNFa na regiao de furca do primeiro molar

inferior ap6s 30 d

ias da indugao da PE.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Em (A) PE-SS, (B) PE-CIS. Simbolos: Setas pretas, células TNFa imuno-
positivas. Contra-coloracao: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 400x. Barras de escala: 100 ym.

Tabela 2. Padrao de imunomarcagao de células imunorreativas a IL-1 na regido de

furca do primeiro

molar, para cada grupo e periodo.

IL-1pB

GRUPOS PADRAO DE IMUNOMARCACAO
SPE-SS-7d prevaleceu um baixo padrdo de imunomarcagado
SPE-SS-15d | prevaleceu um bhaixo padrdo de imunomarcacéo
SPE-SS-30d | prevaleceu um baixo padrdo de imunomarcacéo
SPE-CIS-7d | prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcacdo
SPE-CIS-15d | prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcacédo
SPE-CIS-30d | prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcacdo
PE-SS-7d alto/moderado padrdo de imunomarcacéo
PE-SS-15d alto/moderado padrdo de imunomarcacédo
PE-SS-30d prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcacéo
PE-CIS-7d prevaleceu um alto padréo de imunomarcacéo
PE-CIS-15d | prevaleceu um alto padréo de imunomarcacéo
PE-CIS-30d | prevaleceu um alto padrdo de imunomarcacido

Figura 6. Padrdao de imunomarcacgao para IL-18 na regidao de furca do primeiro molar

inferior apos 15 dias da indugéao da PE.

» -~ ) -

Fonte: Elaborado pelo autor. Em (A) PE-SS, (B) PE-CIS. Simbolos: Setas pretas, células IL-1 imuno-
positivas. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris. Aumento original: 400x. Barras de escala: 100 ym.
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4.2 Resultados da analise bioquimica do sangue

Resultado da analise de Creatinina no sangue

Ndo houve diferenga significante na analise intragrupo. Na analise
intergrupos o grupo SPE-SS apresentou menor nivel de creatinina aos 30 dias
comparado com SPE-CIS e PE-CIS.

Figura 7. Grafico mostrando os niveis de Creatinina em cada grupo no decorrer dos

periodos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Gréfico representando os niveis de Creatinina de acordo com
cada grupo e periodo. Abreviagbes: w Diferenga estatisticamente significante com os
grupos SPE-SS nos mesmos periodos. (teste ANOVA, teste de Tukey) (p <0,05).

Resultado da analise de Ureia no sangue

Na analise intragrupo o periodo Baseline apresentou maior nivel de Uréia
com 7 dias no grupo PE-CIS, e com 30 dias nos grupos SPE-CIS e PE-CIS (p=<0,05).
Na analise intergrupos, o grupo PE-CIS apresentou maior nivel de uréia aos 7 dias
comparado com SPE-CIS e PE-SS e aos 30 dias com SPE-SS e PE-SS (p<0,05).
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Figura 8. Grafico mostrando os niveis de Ureia em cada grupo no decorrer dos
periodos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Grafico mostrando os niveis de Ureia de acordo com cada
grupo e periodo. Abreviagdes: * Diferenca estatisticamente significante no mesmo grupo
com Baseline. 1 Diferenga estatisticamente significante com PE-CIS nos mesmos
periodos. (teste ANOVA, teste de Tukey) (p < 0,05).
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5. DISCUSSAO

Este estudo acessou a influéncia do quimioterapico CIS sobre a expressao
das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1(, tanto no periodonto saudavel quanto
durante a progressao da PE, bem como o efeito sinérgico entre CIS e PE sobre a
funcéao renal.

As drogas antineoplasicas, embora comumente utilizadas no tratamento de
diversos tipos de cancer, ndo tem suas atividades restritas apenas as células tumorais,
podendo causar danos genotoxicos em ceélulas saudaveis (Mc Guire, 2002; Arias,
2008.). Portanto, sabendo-se que a quimioterapia pode comprometer o estado geral
do paciente, existe uma grande preocupagdao em se conhecer os efeitos dos
quimioterapicos nos tecidos que podem ser afetados por estas drogas e seu regime
de administragcao. Como por exemplo, a interacdo dos quimioterapicos com condi¢coes
inflamatorias pré-existentes, como a periodontite, podendo interferir agravando a
progressao da DP local (Garcia et al., 2015; Theodoro et al., 2016; Theodoro et al.,
2017;), ou mesmo potencializando danos sistémicos, em decorréncia do efeito
sinérgico da toxicidade dos quimioterapicos em determinados 6rgaos (Abdou et al.,
2014; Li et al.,, 2015; Tam et al.,, 2015), associado com os danos sistémicos
ocasionados pela inflamacgao periodontal (Yoshihara et al., 2017; Han et al., 2016; da
Costa et al., 2015).

Estudos relataram que a CIS é capaz de induzir o aumento de citocinas
pré-inflamatérias tais como IL-1[3, IL-6, IL-8, IL-18, TNFa, proteina quimiotatica de
mondcitos-1 e proteina inflamatdéria de macrofagos-2 em tecidos renais (Miller et al.
2010; Ozkok & Edelstein, 2014). Sabe-se que as citocinas pro-inflamatorias TNF-a e
IL-1 estimulam a produgdo de quimiocinas, induzem a expressdao de outros
mediadores inflamatdrios que potencializam a resposta inflamatéria, e atuam como
potentes indutores da reabsorgcédo 6ssea (Graves et al., 2003). Stine et al., (2014)
observaram que a CIS promoveu um efeito negativo sobre o processo de reparo em
defeitos 6sseos em tibia de rato.

Em nossos resultados, no grupo SPE-CIS, o nivel das duas citocinas,
TNFa e IL-1B, foi maior nos tecidos periodontais quando comparado com o grupo
SPE-SS, comprovando a capacidade da CIS de induzir o aumento das citocinas pro-
inflamatdrias nos tecidos, entretanto, o grupo PE-CIS apresentou uma maior padrao

de imunomarcag¢ao quando comparado com PE-SS, podendo ser um dos fatores que
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contribuem com o aumento da severidade da doenga periodontal. Enquanto no grupo
PE-SS houve uma reducdo de imunomarcagao de TNF-a e IL-1 no decorrer dos
periodos, no grupo PE-CIS prevaleceu um alto padrédo de imunomarcagao em todos
os periodos experimentais. Tal resultado demonstra um processo inflamatério mais
intenso e por um periodo prolongado, causado pela PE nos tecidos periodontais,
quando utilizado o quimioterapico CIS. Frente a exarcebacgao e a duragao prolongada
da resposta inflamatdria, podemos presumir uma maior capacidade de destruicao do
0sso alveolar, tendo em vista que as citocinas TNF-a e IL-1, quando produzidas em
quantidade excessiva, podem induzir mecanismos inflamatérios que resultam em
reabsorgéo éssea, inibicdo da sintese do colageno e ativagdo das metaloproteinases
da matriz (MMPs), causando destruigdo dos tecidos conjuntivo e ésseo, e reduzindo
significativamente a capacidade de formagao Ossea reparativa (Graves et al., 2008;
Preshaw et al., 2011.).

Sabe-se que mecanismos infecciosos e inflamatdrios relacionados a DP
(Van Dyke & Van Winkelhoff, 2013) s&o capazes de alterar diversas condi¢cdes
sistémicas (Chapple et al., 2013; Chambrone et al., 2013; Papanou, 2015; Han et al.,
2016), o que associada a capacidade de causar nefrotoxicidade da CIS (Karasawa &
Steyger, 2015), pode potencializar o dano causado a esse 6rgdo. Em nosso estudo
nao houve diferenga significante nos niveis de creatinina e uréia entre os grupos SPE-
SS e PE-SS, corroborando com estudo realizado por Franca et al., (2017) que nao
demonstrou alteragdes significativas nos marcadores séricos das fungdes renais em
ratos portadores de PE. Porém esse mesmo estudo encontrou mudancas
significativas na histologia renal, no stress oxidativo renal e na perioxidagao lipidica
associada a periodontite. Portanto podemos supor que os parametros avaliados em
nosso estudo ndo foram suficientes para detectar as possiveis alteragdes renais
decorrentes da PE. Por outro lado, diversos estudos concluiram que em pacientes
portadores de DP, por apresentarem niveis elevados de alguns marcadores
inflamatdérios na circulagdo como albumina e PCR (da Costa et al., 2015), foi
encontrada uma associagao significativa entre a inflamacgao periodontal e a incidéncia
cumulativa de deterioragdo da funcgao renal (Chambrone et al., 2013; Yoshihara et al.,
2017; Ricardo et al., 2015).

Nos grupos SPE-CIS e PE-CIS nao foi observada diferenga significante nos
niveis de creatinina entre eles no decorrer dos periodos, havendo diferenga
significativa aos 30 dias com o grupo SPE-SS. Na avaliacdo dos niveis de ureia foi
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possivel observar uma elevagao nos grupos SPE-CIS e PE-CIS aos 7 e 30 dias
comparados ao baseline, evidenciando os danos renais ocasionados pelo
quimioterapico CIS (Pabla et al., 2009). Adicionalmente, o grupo PE-CIS apresentou,
de maneira significativa, maiores niveis de ureia aos 7 dias comparados com SPE-
CIS. Deste modo podemos supor que a PE agravou os danos causados pelo
quimioterapico CIS ao funcionamento renal logo nos periodos iniciais. Porém, diante
da significante elevagao dos niveis de ureia aos 30 dias nos grupos SPE-CIS e PE-
CIS podemos inferir que os danos renais causados pelo quimioterapico CIS se
sobrepbs aos demais fatores contribuintes para o agravamento da lesdo. A CIS
acumula-se em altas concentragdes nas células tubulares renais, levando a lesdes
tubulares e morte celular. Orchard et al., (2014) encontraram niveis circulantes de CIS
circulantes no plasma apdés 20 anos da administragcdo da droga, fato que exige
atencgao, pois efeitos renais prolongados podem ser esperados.

E importante ressaltar que o modelo experimental adotado mesmo sendo
adequado e amplamente utilizado para a avaliacdo da toxicidade tecidual de
quimioterapicos (Pabla et al., 2009; Al-asmari et al.,, 2016) ou da DP, apresenta
limitacbes e deve ser visto com cautela quanto a interagédo entre DP e o agravamento
de lesbes renais causadas pelos quimioterapicos. Além disso, vale salientar que além
das analises bioquimicas propostas no presente estudo, outras analises sao
necessarias para melhor elucidar a interrelagao entre lesdes renais causadas pela CIS
e a PE.

Diante dos resultados podemos afirmar que a CIS é capaz de aumentar a
expressao de TNF-a e IL-1 nos tecidos periodontais, sendo que na presenca de PE
ira levar a exacerbacédo do processo inflamatério, presumindo maior perda dssea.
Adicionalmente, a PE agravou os danos renais causados pela CIS nos periodos
iniciais.

Elucidar os fatores que contribuem negativamente no estado geral dos
pacientes submetidos ao tratamento oncoldgico com quimioterapicos é fundamental
para que se elabore adequadas terapias de suporte aos protocolos terapéuticos
estabelecidos, minimizando os efeitos adversos e melhorando a qualidade de vida do
paciente. Protocolos terapéuticos para tratamento da DP, de preferéncia prévios a
administragcdo dos quimioterapicos, sdo necessarios para minimizar o agravamento
da DP pelos quimioterapicos e os danos renais causados pelo efeito sinérgico da DP

com os quimioterapicos.
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6. CONCLUSAO

Sendo assim, de acordo com os resultados encontrados e dentro dos limites
do presente estudo, podemos concluir que a CIS influenciou o0 aumento na expressao de
citocinas pro-inflamatdrias nos tecidos periodontais saudaveis, além de, na presenga da
PE, ter exacerbado o processo inflamatério na regido de furca. Adicionalmente, a PE
aumentou os niveis séricos de ureia, indicando um agravamento aos danos renais

causados pela CIS em periodos iniciais.
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