_._

ipen

AUTARQUIA ASSOCIADA A UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

AVALIACAO IN VITRO DA COMPOSICAO E MICRODUREZA DOS TECIDOS
DUROS DA CAVIDADE BUCAL SUBMETIDOS A IRRADIACAO GAMA

WILBER EDISON BERNAOLA PAREDES

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do Grau de
Mestre em Ciéncias na  Area

de Tecnologia Nuclear - Materiais

Orientador:
Prof. Dr. Delvonei Alves de Andrade

Sdo Paulo

2017



INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGETICAS E NUCLEARES
Autarquia associada a Universidade de S&o Paulo

AVALIACAO IN VITRO DA COMPOSICAO E MICRODUREZA DOS TECIDOS
DUROS DA CAVIDADE BUCAL SUBMETIDOS A IRRADIACAO GAMA

WILBER EDISON BERNAOLA PAREDES

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do Grau de
Mestre  em Ciéncias na Area

de Tecnologia Nuclear - Materiais

Orientador:
Prof. Dr. Delvonei Alves de Andrade

Versado Corrigida

Versao Original disponivel no IPEN

Sao Paulo

2017



DEDICATORIA

A Deus, por ser a razdo de tudo na minha vida, pela motivacdo e forca interior que

me da para continuar neste caminho.

Aos meus pais, Robert Wilber Bernaola Marcelo e Rosa Sofia Paredes Olaya, por
serem 0s co-protagonistas e o arcabougo fundamental na minha educacdo nos diferentes

niveis, e pela confianca e apoio incondicional durante toda minha vida.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Ao meu orientador, Prof. Dr. Delvonei Alves de Andrade, pela recepcao e a deciséo
de orientar-me, e pelos ensinamentos ministrados para a conclusdo deste trabalho de

pesquisa.



AGRADECIMENTOS

A Dra. Claudia Bianchi Zamataro, pela motivacio desde o inicio do caminho, pelos

ensinamentos e por ter acreditado e confiado em mim.

Aos colaboradores cientificos do Centro de Lasers e Aplicagdes: Profa. Dra. Denise
Maria Zezell, Daisa de Lima Pereira, Marcia Dias, Carolina Benetti, Camila Ramos, Lucas

Ramos de Pretto.

A Profa. Dra. Aurea Beatriz Cerqueira Geraldo, pesquisadora titular do Centro de
Tecnologia das Radiagdes, pelas suas orientacdes, apoio e conhecimentos fornecidos durante
a execucdo do presente estudo.

Aos profissionais do Centro de Tecnologia das RadiacGes (CTR), pelo apoio e
atengdo durante a etapa da irradiacdo das amostras, pela responsabilidade e compromisso

mostrado.

As minhas amigas e confidentes, Rosangela, Antdnia, Josefina e Aline, pela amizade,

carinho e aconchego desde a minha chegada ao Centro de Lasers e Aplicacdes.

Ao pessoal da Biblioteca do IPEN “Terezine Arantes Ferraz”, pela amizade, carinho

e ajuda durante a busca bibliografica correspondente ao tema de estudo.

A todo o pessoal administrativo do Centro de Lasers e Aplicacdes, do Centro de
Tecnologia das Radiagdes, os quais me apoiaram diariamente nos dias de trabalho, com
suporte emocional e carinho, e pela disposi¢do a me ajudar nos momentos de dificuldade.

Aos profissionais do Centro de Quimica e Meio Ambiente, CQMA, pelo material
fornecido durante o periodo de preparo das amostras, pela disposicdo mostrada quando

necessario.

A Comissdo Nacional de Energia Nuclear — CNEN pelo auxilio financeiro para o

desenvolvimento desta pesquisa.

A toda minha familia Bernaola Paredes, aos meus amigos e a todas as pessoas em

Lima no Peru e em Barcelona na Espanha, que de alguma forma fizeram parte desta



caminhada na &rea académica, gratiddo pela confianca, apoio, compreensdo e o amor

oferecido.



AVALIACAO IN VITRO DA COMPOSICAO E MICRODUREZA DOS TECIDOS
DUROS DA CAVIDADE BUCAL SUBMETIDOS A IRRADIACAO GAMA

WILBER EDISON BERNAOLA PAREDES

RESUMO

A radioterapia clinica é de fundamental importancia para o tratamento de lesbes
malignas localizadas na regido de cabeca e pescoco, contudo, a exposicdo a irradiagdo
ionizante, pode levar a complicacdes sisttmicas ou locais durante e ap6s o tratamento
radioterapico. Dentre estas complicagdes locais imediatas, destaca-se na cavidade oral a
xerostomia e a consequente mucosite oral. A respeito das complica¢Oes tardias produzidas
pela radioterapia, salientam-se a carie de radiacdo e a osteorradionecrose, lesdes dose
dependentes, com alto nivel de incidéncia nas Ultimas décadas e de dificil manejo, embora
estas se apresentem ap0s o término do tratamento e sob influéncia de fatores locais. A
metodologia proposta no presente estudo visa analisar o efeito que exerce a radiacdo gama
apos a aplicacdo da radioterapia, utilizando-se a dose empregada em pacientes acometidos
com cancer de cabeca e pescogo. As amostras foram obtidas a partir de esmalte dentario e
dentina radicular humanos e 0sso mandibular suino, as quais foram previamente polidas, e
em seguida analisadas quanto a microdureza de superficie inicial de todos os grupos.
Posteriormente, as amostras foram irradiadas sob uma taxa de dose de 4 Gy por dia,
completando uma dose total de 72 Gy. Finalmente, as amostras foram submetidas a analise
da microdureza de superficie ap0s irradiacdo, a qual apresentou resultados estatisticamente
significantes a partir dos testes de t de student, ANOVA e Tukey com respeito a diferenca da
média dos valores iniciais e finais de cada grupo de estudo com um valor de p = 0,00 (<0.05).
Quanto a andlise morfoldgica na microscopia eletronica de varredura (MEV), o efeito
deletério da irradiacdo gama manifestou-se na forma de trincas, quebras e fraturas
superficiais dos tecidos analisados e a andlise bioquimica pela técnica de reflexdo total
atenuada por meio da espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (ATR -
FTIR), a degradacdo dos componentes inorganicos e a desnatura¢do dos compostos organicos
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foi evidente, pelo qual determinou-se o efeito deletério da irradiagdo gama sobre os tecidos
duros da cavidade bucal com respeito as propriedades mecanicas, composicionais e
morfoldgicas, e da acdo contribuinte desta independente dos fatores locais e sistémicos no

paciente irradiado.

VI



IN VITRO ASSESSMENT OF THE COMPOSITION AND MICROHARDNESS OF
HARD TISSUES OF ORAL CAVITY SUBMITTED TO GAMMA IRRADIATION

WILBER EDISON BERNAOLA PAREDES

ABSTRACT

Clinical Radiotherapy is extremely important for the treatment of malignant lesions
of the head and neck region, however, exposure to ionizing radiation can lead to systemic or
local complications during and after radiation treatment. Among these immediate local
complications are the oral cavity xerostomia and the consequent oral mucositis. Regarding
late complications produced by radiation, tooth decay of radiation and osteoradionecrosis are
included, which are considered dose-dependent lesions, with high incidence in recent
decades and difficult to manage, although these appear after completion of treatment and
under the influence of local factors. The methodology proposed in this study consists in
evaluating the effect of gamma radiation after irradiation of the samples, using the dose used
in patients suffering with head and neck cancer. The samples were obtained from human
enamel and root dentin; and swine mandibular bone, which were previously polished, and
then submitted to the analysis of the initial surface microhardness of all groups.
Subsequently, the samples were irradiated in a dose rate of 4 Gy per day, completing a total
dose of 72 Gy. Finally, the samples were submitted to surface microhardness analysis after
irradiation, which presented statistically significant results from the Student t, ANOVA and
Tukey statistical tests referred to the difference of the mean of the initial and final values of
each study group with a significant value of p = 0.00 (<0.05). Regarding the morphological
analysis in scanning electron microscopy (SEM), the deleterious effect of gamma irradiation
was evidenced as structural cracks, breaks and superficial fractures of the analyzed tissues
and the biochemical analysis by Attenuated Total Reflection technique using Fourier
transform infrared spectroscopy (ATR - FTIR) showed degradation of inorganic components
and denaturation of organic compounds; whereby, the effect of gamma irradiation on the
hard tissues of the oral cavity with respect to mechanical, compositional and morphological
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properties was deleterious and this study highlighted the isolated action of this ionizing
radiation which contributes highly for its appearance, independent of local and systemic

factors in the irradiated patients.
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1. INTRODUCAO

Com base na documentacdo da “World cancer report 2014 da “International Agency
for Research on Cancer (IARC)”, da Organizacdo Mundial da Satde (OMS), é inquestionavel
que o cancer ¢ um problema de salde publica, especialmente entre 0s paises em
desenvolvimento, onde é esperado que, nas proximas décadas, o impacto do cancer na

populacédo corresponda a 80% dos mais de 20 milhdes de novos casos estimados para 2025.
[1]11[2]

A estimativa do cancer para o Brasil, biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de 600
mil novos casos de cancer. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (aproximadamente
180 mil casos novos), ocorrerdo cerca de 420 mil novos casos de cancer. O perfil
epidemioldgico observado assemelha-se ao da Ameérica Latina e do Caribe, onde os canceres
de prostata (61 mil) em homens e mama (58 mil) em mulheres serdo os mais frequentes. Sem
contar os casos de cancer de pele ndo melanoma, os tipos mais frequentes em homens serdo
prostata (28,6%), pulmao (8,1 %), intestino (7,8 %), estdmago (6,0 %) e cavidade oral
(5,2 %). Nas mulheres, os canceres de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do Utero (7,0

%), pulmao (5,3 %) e estdbmago (3,7 %) figurardo entre os principais, [1].

O cancer constituiu-se em um problema de satde publica, por isso, seu controle e
prevencgdo devem ser priorizados no pais. Os canceres se desenvolvem em multiplas etapas
ao longo do tempo, dessa forma, alguns tipos podem ser evitados pela eliminacdo da
exposicao aos fatores determinantes. Se o potencial de malignidade for detectado antes das
células tornarem-se malignas, numa fase inicial da doenca, o tratamento pode ser muito eficaz
e com altas probabilidades de cura [2]. Dentre os tratamentos comumente usados, encontra-
se a radioterapia, usada amplamente como terapia definitiva ou coadjuvante do procedimento
cirurgico, principalmente, em canceres da regido de cabeca e pesco¢o. No entanto, altas doses
de radioterapia em areas de amplas dimensGes, tais como a cavidade oral, maxilar superior,
mandibula e glandulas salivares podem resultar em efeitos indesejaveis, de aparecimento

imediato ou tardio, onde a osteorradionecrose (ORN) é considerada provavelmente a pior,
[3].

A ORN ¢é uma das mais severas e sérias complicacfes orais do tratamento

radioterapico do cancer da cabega e pescogo. Alguns autores, [3], [4] afirmam que, apesar da
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melhora nos cuidados orais realizados antes da radioterapia, a incidéncia de ORN nédo
diminuiu significativamente nos ultimos anos tendo, muito pelo contrario, aumentado entre

1% a 30% dos novos casos de osteorradionecrose nesses pacientes.

A ORN é definida como o 0sso necrético irradiado exposto, o qual ndo cicatriza,
sobre um periodo de trés meses ou mais, sem a presenca de remanescente tumoral ou
recorréncia do tumor. Esta patologia pode ser encontrada tanto na regido do maxilar superior
guanto na regido mandibular, com uma alta taxa de incidéncia na regido do corpo mandibular
e regido retromolar documentada nos ultimos anos [3], [4]. A sintomatologia classicada ORN
é caracterizada por uma dor intoleravel, fratura patoldgica do osso comprometido, sequestros
de osso desvitalizado, processos fistulosos, 0 que produz incapacidade para 0s pacientes se
alimentarem normalmente. A causa de aparecimento da ORN em um tempo menor que dois
anos apos a radioterapia deve-se as doses altas de radiacdo de mais de 70 Gy que receberam
0s pacientes acometidos por cancer de cabeca e pescoco, e concomitantemente a realizacao
de algum procedimento cirtrgico ap0s o tratamento com a radiacdo ionizante. A radioterapia
reduz a proliferagdo da medula 6ssea, do tecido periosteal e das células endoteliais quanto a

producdo dos componentes da matriz extracelular tais como o colageno [5], [6], [7], [8].

A patogénese da ORN ainda permanece ndo esclarecida. Inimeras teorias baseiam-
se nos postulados de Marx [3], [4], que afirmam que esta doenca deveria ser considerada
como um ferimento no 0sso que ndo cicatriza por questdes metabdlicas e distarbios
homeostéaticos. Por outro lado, consideram que a ORN resulta de um 0sso que se torna
hipdxico, hipovascular e hipocelular por afec¢do dos vasos sanguineos, cujo processo é
conhecido como a endarterite, e consequentemente obtém-se um tecido desorganizado e
friavel, que ndo cicatriza. Atualmente, aponta-se para uma nova hipotese a respeito da
patogénese da ORN, propondo um mecanismo de fibro-atrofia do tecido 6sseo induzido pela
radiacéo ionizante, incluindo a formacdo de radicais livres, disfun¢do endotelial, inflamacao,
trombose microvascular, fibrose e remodelacdo. Como consequéncia, a progressdao da ORN
deve-se a ativacdo e ndo regulacdo da atividade fibroblastica que torna o tecido atrofiado

dentro da &rea previamente irradiada, [3].

Dentro dos fatores de risco para o desenvolvimento da ORN, uma das principais

consideradas pelos autores [3] e [4] é a radiagdo ionizante, especificamente, a radioterapia



gama, cuja taxa, volume e forma de administracdo, além das diferentes modalidades incluem
respectivamente: a dose total, a quantidade de energia por féton, o campo de irradiacédo, o
fracionamento da dose e a braquiterapia e/ou teleterapia. Embora, tenha-se desenvolvido
novas modalidades de radioterapia, tais como Radioterapia Conformacional em 3D, na qual
existe uma acurada conformacdo da dose em torno do volume alvo, a terapia de arco
volumétrico modulado (VMAT) possui a mesma capacidade de modulacdo do IMRT, porém,
realizara a entrega da dose nos campos em um arco de até 360 graus de forma simultanea,
portanto, isso produzird um menor investimento de tempo de tratamento quando comparado
com o IMRT. Na terapia supracitada, parametros como a taxa de dose, velocidade do gantry
podem ser variados simultaneamente. Por outro lado, o tratamento no VMAT é realizado
pelo volume como um todo, diferente do IMRT, cujo tratamento é realizado por segmento
de slices. Finalmente, a Radioterapia de Intensidade Modulada (IMRT), na qual pequenos
volumes do maxilar superior e da mandibula recebem altas doses de radiacdo, ainda se
apresentam casos de ORN nos pacientes submetidos a estas modalidades terapéuticas. Dessa
forma, surge a necessidade de mais estudos para o esclarecimento da patogénese da ORN,
especificamente, da acdo direta da radiagéo ionizante sobre os tecidos duros da cavidade oral,
e posteriormente, estabelecer futuras modalidades no tratamento e prevencéo deste efeito

deletério da radioterapia.

De acordo com estudo [3], a ORN é improvavel de aparecer quando a dose de
radiacdo é menor que 70 Gy; porém, outro estudo, [4], aponta um acréscimo na incidéncia

da ORN em pacientes que receberam doses entre 65 a 70 Gy, tendo como dose média 66 Gy.

Diante da alta incidéncia da osteorradionecrose que acomete 0s pacientes submetidos
a radioterapia de cabeca e pescogo para o tratamento do cancer, acredita-se que o presente
estudo poderé acrescentar dados ainda inéditos na literatura. A osteorradionecrose é uma
complicagdo que diminui a sobrevida do paciente irradiado na medida em que pode causar
processos infecciosos, locais e sistémicos, que se ndo aumentando a morbidade, diminui
consideravelmente a qualidade de vida do paciente irradiado. Adicionalmente a
osteorradionecrose pode necessitar de tratamento cirrgico mutilante. Tendo em vista o
supracitado, propOe-se esse estudo para melhor entender o0 mecanismo de desenvolvimento

desta complicacao por efeito da radiacdo ionizante, envolvendo-se todos os tecidos duros da



cavidade oral, com a finalidade de determinar in vitro, as acOes diretas exercidas da radiagao
gama, como um fator isolado de risco para o desenvolvimento dos efeitos indesejaveis da

radioterapia propriamente dita, [3].

Estudo recente, [5], do Laboratorio de Biofotdnica do Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares — IPEN (Sdo Paulo — Brasil) mostrou que, isoladamente, o esmalte
submetido a radiacdo ionizante pode ndo ser mais susceptivel a desmineralizacdo do que o
esmalte ndo irradiado, observado in vitro. A dentina radicular, que apresenta maior conteudo
organico do que o esmalte, é a mais afetada pela radiacdo gama em compara¢ao com o
esmalte e com a dentina coronéria, a qual também apresenta uma maior composicao mineral,
como demonstrado na literatura, [6] e [8]. No paciente irradiado € sobremaneira importante
que haja uma adequacao do meio bucal antes do tratamento radioterapico e que se mantenha
alimentacdo e condi¢des de higienizacdo adequadas durante e apds o protocolo de terapia
com radiacao ionizante. Contudo, a dificuldade de higienizacéo da cavidade bucal ocorre nos
individuos submetidos a radioterapia principalmente pela incidéncia de mucosite, rigidez
muscular ou trismos, e no caso do tecido alveolar, a presenca da osteorradionecrose como
efeito deletério dose dependente, que pode ocorrer tanto durante, quanto apos o tratamento

radioterapico.

Ainda que alguns estudos [6], [8] e [9], relatem resultados desfavoraveis nos tecidos
da cavidade bucal com maior conteddo orgéanico apos tratamento radioterapico; todavia é
necessario analisar a quantidade de perda mineral que ocorre nos tecidos duros submetidos a
irradiacdo gama. Considerando que é indispensavel investigar estratégias de prevencdo que
atuem de uma forma mais prolongada nos tecidos irradiados e que estes estudos sdo inviaveis
de realizacdo em um paciente submetido a radioterapia sob o ponto de vista ético, surge a

necessidade de desenvolver um estudo in vitro.

A determinacdo dos efeitos causados pela radiacédo ionizante, utilizando-se a dose
empregada em pacientes acometidos com cancer de cabeca e pescoco, em termos de alteragdo
na composi¢cdo e microdureza dos tecidos duros fara com que no futuro as possiveis
complicacdes inerentes a radiacdo sejam diminuidas ou erradicadas, mediante protocolos de

fracionamento da dose ou procedimentos preventivos, com dados obtidos em estudos in vitro.



Desta maneira, este estudo visa determinar, mediante avaliagdo qualitativa e
quantitativa, as alterac6es na composi¢do e microdureza dos tecidos duros da cavidade bucal

submetidos a radiagdo gama.



2. OBJETIVO

O objetivo geral do presente estudo é avaliar in vitro as alteracbes morfologicas,
varia¢des da microdureza de superficie e alteraces bioquimicas no esmalte dentario, dentina

radicular e osso mandibular, ap6s a irradiagcdo gama.

A partir deste objetivo geral surgiram os seguintes objetivos especificos mostrados a
sequir:

. Avaliar morfologicamente através da microscopia eletronica de varredura (MEV)

os tecidos duros da cavidade bucal antes e apds a irradiacdo gama.

. Avaliar as variacGes de microdureza de superficie (MDS) dos tecidos duros da

cavidade bucal antes e apés a irradiagdo gama.

. Avaliar a composicao bioquimica de forma qualitativa pela técnica de reflex&o total
atenuada na espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (ATR-FTIR) dos

tecidos duros da cavidade bucal antes e apds a irradiacdo gama.



3. REVISAO DA LITERATURA

A prevaléncia do cancer no mundo tem aumentado nas ultimas décadas (29,2 pessoas
por 100.000 habitantes na populagdo americana segundo o Instituto Nacional de Cancer dos
Estados Unidos) [9], e por conseguinte as complicacdes subjacentes ao tratamento deste,
especificamente nos pacientes acometidos por cancer de cabeca e pescogo. O cancer nesta
regido pode ser tratado por diferentes métodos amplamente conhecidos, tais como a cirurgia
ressectiva, a radioterapia, a quimioterapia ou a combinacdo destas modalidades de
tratamento. A regido de cabeca e pescoco, pelo fato de conter estruturas suscetiveis e
radiossensiveis, favorece o aparecimento de efeitos indesejaveis no campo de irradiacdo e
nas estruturas circunvizinhas, quando realizada a radioterapia clinica. Uns dos efeitos
indesejaveis desta modalidade terapéutica € a destruicao parcial ou total dos tecidos duros da

cavidade oral despendo do campo envolvido na irradiagdo ou volume de tecido atingido.

Consequentemente, haverd uma diminuicdo na qualidade de vida do paciente
submetido a periodos prolongados de radioterapia. Inimeros estudos, [9], [10], [11] e [12],
avaliaram os efeitos da radiacdo ionizante nos tecidos duros humanos e os possiveis fatores
contribuintes para o desenvolvimento da sintomatologia e os sinais proprios dos efeitos
colaterais produzidos pela irradiacdo gama. O protocolo seguido pela maioria dos
oncologistas no tratamento do cancer de cabeca e pescogo € o tratamento convencional com
dose fracionada como descrito na literatura [9]. O tratamento consiste na aplicacédo de uma
dose total de 65 a 72 Gy, a qual provém de uma fonte de radiacdo de baixa energia e alto
poder de penetracdo (radiacdo gama, fonte Co-60 ou com Raios X) com a finalidade da
energia atingir as camadas mais profundas dos tecidos envolvidos na lesdo maligna. Esta
dose é dividida em fracdes diarias, de aproximadamente 1.8 a 2 Gy por dia. Estas fracfes sdo

administradas durante um periodo de 7 semanas, aplicadas 5 dias na semana, [9].

No entanto, apesar de um planejamento exaustivo e cuidadoso por parte do
profissional envolvido no tratamento do paciente, a radioterapia pode causar danos nos

tecidos normais e as estruturas circunvizinhas envolvidas no campo de irradiacéo, [10].

As estruturas primarias envolvidas no desenvolvimento dos efeitos indesejaveis sao
0s tecidos dentarios, cuja carie de radiacdo e a destruicao parcial ou total dos dentes, séo as

consequéncias mais frequentes da radioterapia nos pacientes acometidos por cancer de



cabeca e pescoco. Além disso, 0s estudos tém mostrado que as alteracdes fisicas e biologicas
no dente, trardo uma inevitavel modificacdo nas propriedades mecénicas destes, incluindo
perda nos valores da microdureza de superficie (SMH), diminuicdo da resisténcia a tracéo e
finalmente fratura do tecido, [9] [10] [12].

No que diz respeito ao tecido 0sseo, a radioterapia exerce um efeito deletério,
tornando-o hipoxico, hipovascular e hipocelular, pelo comprometimento da irrigacéo
sanguinea do parénquima 6sseo (processo conhecido como endarterite), o qual produzira
posteriormente a necrose do tecido, e se submetido a algum procedimento cirdrgico,
conduziréd a exposicao patologica do 0sso pela incapacidade de cicatrizagdo do leito cirargico.
Todo esse processo anteriormente descrito chama-se de osteorradionecrose dos maxilares

(ORN), apresentada como um dos efeitos indesejaveis de dificil tratamento, [13], [14], [15].

3.1 ESMALTE DENTARIO

3. 1. 1 Propriedades fisico - quimicas do esmalte dentario

O esmalte dentério constitui a por¢do externa da coroa do dente, protegendo a dentina
coronaria e radicular, além do tecido pulpar, das agressdes externas, sejam de natureza fisica,
fisico-quimica e bacteriana nas atividades diarias realizadas durante os processos fisiologicos
de mastigacéo e degluticdo. O esmalte caracteriza-se por ser um tecido ndo vivo acelular e
alto contedo mineral. Pelo fato dele ser um tecido acelular, ndo apresenta capacidade
regenerativa, e consequentemente a destruicao do tecido acarretara futuras complicacGes nos
tecidos subjacentes, [12], [13].

A estrutura normal do esmalte e a sua configuracdo geomeétrica hexagonal, [12] e
[13], baseia-se no fato de apresentar um complexo emaranhado de componentes organicos e
inorganicos, semelhante a uma organizacdo hibrida com niveis hierarquicos especificos. Os
cristais de hidroxiapatita inseridos na malha de colageno e matriz extracelular encontram-se
estreitamente entrelacados devido a juncdo gerada pela matriz organica, a qual facilita a uniao
destes. Os cristais configuram uma estrutura prismatica do esmalte, constituindo uma
unidade bésica estrutural especifica. A bem estabelecida organizacéo dos prismas do esmalte
confere as propriedades mecéanicas que caracterizam o tecido, tais com a forca e dureza

superior quando comparados com os outros tecidos mineralizados do corpo humano, [12].



O esmalte é principalmente composto de tecido mineral. Entre 0s principais
componentes minerais, destaca-se 0s cristais de hidroxiapatita, 0s quais representam a
cristalinidade dos cristais de fosfato de célcio [Caio (PO4)s (OH)2]. Outros fosfatos de calcio
e fosfatos de magnésio tém sido identificados, associados ou ndo associados com a apatita
tais como a brushite (CaHPQ4).2H0), fosfato octacalcico (CagHz2[PO4]e.5H20) entre outros

cristais amorfos de pirofosfato de magnésio, [12].

O esmalte consiste em uma matriz inorganica (96%) e constituintes organicos,
proteinas e lipidios e agua (4%), 0s quais ocupam 0S espacos entre 0s cristais de
hidroxiapatita, [13].

O esmalte forma-se através de um processo de biomineralizagcdo, no qual os
ameloblastos secretam proteinas tais como a enamelina, amelogenina e ameloblastina, as
quais se auto-organizam para formar a matriz extracelular organica, a qual se torna o
arcabouco na formacdo da fase inorganica. Antes e durante o processo de amadurecimento
do tecido altamente mineralizado, 0 componente organico sofre uma degradacéo e reducéo
dos elementos constituintes por meio de enzimas proteoliticas préprias da matriz extracelular,
[14], [15]. O tecido remanescente conformaré a matriz organica do esmalte pos-erupgao a
qual desenvolve um papel importante no que diz respeito a resisténcia interna do esmalte,
constituida por proteinas insolUveis distribuidas ao redor da superficie dentinaria e da juncéao
amelo-dentinaria. Estudo recente mostrou que 0s terceiros molares apresentam uma camada
de matriz organica que inicia da juncdo amelo-dentinaria e estende-se 200-300 um até a
superficie externa do dente. Dentre os elementos constituintes da matriz organica do esmalte
foram encontrados o colageno tipo 1V, laminina, nidogenina, proteoglicanos heparin-sulfato

e colageno tipo VII, [15].

O esmalte dentario varia em espessura e densidade sobre a superficie dentaria,
apresentando maior espessura ao nivel das superficies cortantes ou mastigatdrias, sejam
bordas incisais ou cuUspides, além de uma maior dureza nas superficies anteriormente
mencionadas. Quando a denticdo decidua € comparada com a denticdo permanente, em
termos de espessura e dureza, o0 primeiro grupo apresentard a metade da espessura e uma
menor dureza de superficie que o segundo. A dureza do esmalte é considerada quatro vezes

maior do que a da dentina, [13] e [15].



3. 1. 2 Anélise da ultraestrutura dos tecidos mineralizados

Os tecidos duros da cavidade bucal apresentam uma composi¢cdo organica e
inorganica semelhante quando trata - se das propriedades fisicas, mecéanicas e bioquimicas
que fazem deles estruturas possuidoras de uma complexa organizagdo estrutural e
composicional. Como descrito anteriormente, o esmalte dentério apresenta o maior contetdo
inorganico dos tecidos duros da cavidade bucal (96%) sendo os cristais de fosfato e do calcio
os elementos de maior presenca no tecido, constituindo a estrutura cristalina e conferindo ao
esmalte a dureza caracteristica do tecido pela alta especializagdo e distribuicdo desses cristais
de hidroxiapatita. A matriz dentinéria é similar @ matriz do 0sso mandibular em diferentes
aspectos, apresentando um padrdo de mineralizacdo do tecido semelhante, embora o tecido
0sseo apresente remodelacdo. O processo de mineralizacdo dos tecidos duros é induzido
biologicamente pelo organismo. Os cristais minerais crescem dentro dos espagos celulares e

extracelulares, apresentando diferentes orientag0es no espago dentro do tecido, [16] e [17].

Por outro lado, apresenta-se um padrdo de mineralizagdo mediada pela matriz
organica, pelo qual o direcionamento dos cristais de hidroxiapatita orientam-se seguindo as
fibras de colageno distribuidas dentro dela. O processo de mineraliza¢do do 0sso e da dentina
¢ mediado pela matriz organica. As macromoléculas que compdem a matriz organica sdo
responsaveis pela forma e estrutura do comportamento da mineralizagdo. No 0sso e na
dentina, a rede de colageno tipo | é o principal composto da matriz organica. Logo, existe um
grupo de proteinas estruturais (glicoproteinas, proteoglicanos), e uma fase de interagéo entre
0 contetdo mineral e uma matriz de proteinas acidas, e finalmente um grupo de enzimas
modificadoras as quais encarregam-se de degradar ou modificar certas proteinas da matriz

organica visando um autorregulamento do processo de mineralizacéo, [16].

3.2 DENTINA RADICULAR

3. 2. 1 Propriedades fisico - quimicas da dentina

Diferente do esmalte dentério, a dentina apresenta uma menor quantidade de tecido
mineralizado, porém, uma maior quantidade de matriz organica e de dgua. Uma dentina
madura € constituida aproximadamente de 70% de tecido inorganico, 20% de matriz organica
extracelular e 10% de agua. A configuracdo geométrica dos cristais de hidroxiapatita na

dentina difere em tamanho e forma, apresentando-se como placas aplanadas com uma
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dimenséo de 60 a 70 nm de comprimento, 20-30 nm de largura e 3-4 nm de espessura. Os
niveis de calcio e fosforo contido no dente, na regido coronéria e radicular, oscilam entre os
seguintes intervalos: 34-39% e 16-18% do peso total respectivamente, além dos inimeros
cations e anions que sdo incorporados na forma catidnica (Ca*?) e nos centros ani6nicos (OH-
, PO43.) na matriz de hidroxiapatita. Ao redor de 40 elementos quimicos tém sido reportados
como constituintes do tecido dentario, os quais encontram-se distribuidos em toda a estrutura
dentaria, cujo intervalo oscila entre > 1000 ppm (tais como Zn, Sr, Fe, Al, B, Ba, Pb, etc) a
<100 ppb (tais como Ni, Li, Ag, As, Se, Nb, Hg, etc.). Toda a composi¢do quimica descrita
anteriormente influenciara as propriedades fisico-quimicas e 0 comportamento biolégico dos
tecidos duros que compdem o dente humano, tal como relacionou-se, em estudo anterior, a

presenca do elemento Zinco e a dureza do dente, [12].

Estudos recentes, [12], [14] e [15], da analise comparativa entre a composicdo
quimica do esmalte e da dentina mostram as diferencas essenciais de um tecido para o outro,
como descrito no caso da porcentagem de carbono e nitrogénio em maior quantidade na
dentina do que no esmalte. Por outro lado, os niveis de magnésio apresentam-se em maior
proporcao na dentina radicular do que no esmalte dentério, salientando-se o comportamento
bioldgico deste elemento similar ao do Zinco e o Estroncio, o que explicaria porque a relacéo
Ca/P na dentina € menor do que no esmalte, sendo 0 magnésio o principal substituto do Céalcio
diretamente na estrutura dos cristais de apatita, [12] e [15].

A dentina é considerada mais dura do que o tecido 6sseo, porém menos dura do que
0 esmalte dentario devido & composicdo inorganica descrita e ao seu conteudo diminuido de
cristais de fosfato de calcio (quando comparada especificamente com o esmalte), [12] e [16].
Pelo fato da dentina e o esmalte serem duas estruturas ndo homogéneas e anisotrépicas, alem
de ndo obedecerem a Lei de Hooke, as diferencas das propriedades mecénicas baseiam-se
nos valores de estresse e tensdo aplicados, considerando o médulo de elasticidade de ambos
os tecidos, [12], [14] e [15]. Segundo Chun et al. [18], que realizou um estudo padronizado
com amostras de esmalte e dentina sob as mesmas condicdes de experimentacdo, o esmalte
dentério apresentou maior fragilidade diante das forcas de tenséo e estresse aplicadas nos
testes de compressdo usados, quando comparado com a dentina, e que o principal papel
executado pelo esmalte dentério é de protecdo da dentina durante as forgas de mastigacao
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pela sua alta resisténcia as forcas de desgaste. Por outro lado, a dentina apresentou uma maior

resisténcia as forcas da mastigacdo pelo fato delas serem absorvidas.

3.3 TECIDO OSSEO

O tecido 0sseo, parte do grupo especializado de tecido conjuntivo, apresenta duas
propriedades importantes para 0 bom funcionamento e homeostase humana: além de fornecer
a sustentacdo e a estrutura ao corpo, serve de alavanca para a funcdo motora dos musculos
esqueléticos, ja que protege os 6rgaos internos e tem papel fundamental na fisiologia e na
dindmica muscular. O tecido 6sseo de forma geral esta composto de matriz inorganica, matriz
organica e por agua. A matriz inorganica representard a maior propor¢do composicional (ao
redor de 65%), uma matriz organica composta principalmente de fibras de colageno
representando 25% do peso total do tecido e uma porcentagem de dgua de aproximadamente
10%, [19].

3. 3. 1 Matriz orgénica e ligacGes cruzadas de colageno

Sendo o colageno a proteina de maior presenca no tecido 6sseo, especificamente no
que diz respeito ao 0sso mandibular, representa aproximadamente 30% do peso liquido do
total de proteinas que conformam as outras regiées do corpo humano. Dentro das fungdes
que esta proteina apresenta, destaca-se a integridade estrutural do tecido propriamente dito e

a capacidade de conferir ductilidade a diversos tecidos e 6rgaos, [16] e [19].

O colageno tipo | apresenta uma organizacdo estrutural distribuida em fibras que tem
origem na microfibrila. Através das interacGes das moléculas de tropocolageno, tem-se a
formagdo das microfibrilas, as quais constituem a menor unidade estrutural do tecido
conjuntivo. Formadas as microfibrilas, inicia-se o processo de agregacdo denominado
fibrilogénese, para formar fibrilas insolUveis, as quais sdo mantidas por ligacdes cruzadas
intramoleculares (entre a mesmas unidades de tropocolageno) e intermoleculares (entre as
unidades de tropocolageno intergrupal) e também por ligacdes eletrostaticas que lhes
conferem estabilidade. Dentro das principais ligacfes cruzadas de coldgeno que sao
encontradas no 0sso cortical, principalmente, no 0sso humano existem as liga¢Ges cruzadas
enzimaticas imaturas (redutiveis), as ligacbes cruzadas maduras (ndo redutiveis) que ligam

microfibrilas vizinhas, e ligacdes cruzadas induzidas por glicacdo ndo enzimatica (AGES),
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que formam tanto ligagdes cruzadas de colageno intermoleculares e interfibrilares, [16] e
[19].

A capacidade de resistir a tensdo, o coldgeno depende da formacdo de ligacGes
cruzadas covalentes intermoleculares, entre as subunidades de proteinas individuais, pois
fornecem resisténcia ao cisalhamento destas proteinas. E importante salientar que a extensio
e o tipo da ligacdo cruzada variam com a idade do tecido e sua funcéo, j& que durante o
desenvolvimento do individuo, o aumento da tensdo nas fibras de colageno provoca um
aumento do numero de ligagbes cruzadas com o objetivo de produzir as propriedades
mecanicas ideais para dada funcdo no organismo. Estas ligacdes sdo responsaveis pelas

propriedades viscoelasticas do tecido dsseo, [16], [19].

3. 3. 2 Caracteristicas anatdmicas da mandibula suina

No estudo foram utilizados blocos de corpo mandibular e da regido trigono retromolar
suino para analise dos efeitos da radioterapia nessas duas areas especificas. Os suinos como
modelo biologico sdo usados desde algumas décadas atras na pesquisa experimental, devido
as semelhancas na estrutura interna e o metabolismo dsseo semelhante em ambos 0s casos,
[20]. No homem, &reas de 0sso haversiano sdo reabsorvidas mais intensamente do que 0sso
lamelar intersticial, [16], situacdo que poderia acontecer no porco. Os processos metabolicos
e as propriedades funcionais, assim como as densidades e caracteristicas histoldgicas 6sseas
nos suinos apresentam similaridade evidenciada com respeito aos humanos, [20], [21], [22],
[23] e [24].

As caracteristicas apresentadas pelo tecido 6sseo suino s&éo mencionadas a seguir, [25]:

3. 3. 2. 1 Macroestrutura suina
A respeito da anatomia, morfologia, cicatrizacdo e remodelamento 0sseo, 0 porco
apresenta caracteristicas muito semelhantes no que diz respeito ao 0sso humano. Porém, o

porco apresenta uma rede trabecular mais densa do que 0s humanos.

3. 3. 2. 2 Microestrutura suina
Embora 0 0sso suino apresente uma rede trabecular densa, o porco tem uma estrutura

ossea lamelar semelhante a humana.
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3. 3. 2. 3 Composicao 0ssea
O porco apresenta densidade 6ssea mineral e concentracdo de minerais espalhados na

redes 0sseas semelhantes ao 0sso humano, [21], [22], [23], [24] , [25].

3. 3. 2. 4 Remodelamento 0sseo

Quando comparados com o remodelamento 6sseo humano, os suinos apresentam
semelhancas, abrangendo as areas de 0sso trabecular e o 0sso intra-cortical, nas quais se
baseiam os principios de remodelado dsseo. Segundo a literatura [25], as medidas de
regeneracdo 0ssea encontradas em porcos foram muito semelhantes as dos humanos (1,2-
1,5mm e 1,0-1,5mm por dia respectivamente). O grau de mineralizacdo da cortical 6ssea ap0s
aplicacdo de fluoreto em porcos em crescimento, usados como grupo controle foi similar aos
humanos, [21], [23], [24] e [25].

3.4 CANCER DE CABECA E PESCOCO

O cancer na regido de cabeca e pescoco, faz parte das patologias que levam a 6bito
se ndo tratadas, posicionando-se em segundo lugar, dentro dos fatores causais de morte no
mundo inteiro. As estruturas que conformam a regiao de cabeca e pesco¢o mais afetadas pelo
cancer sdo: a cavidade oral, a orofaringe, a amigdala, a base da lingua, a glandula tireoide, e
a glandula paratireoide. Segundo a ultima estimativa do cancer no Brasil pelo Instituto
Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva [1], estimou-se, para o Brasil, no periodo
2016-2017, 11.140 novos casos de cancer da cavidade oral em homens e 4.350 em mulheres.
Isso explica a alta incidéncia de cancer nos pacientes com fatores de risco associados, tais
como o etilismo e o tabagismo, incluindo-se recentemente as infeccdes pelo Virus do
Papiloma Humano (HPV), especificamente, com respeito as cepas 16 e 18, na populagédo
adulta jovem. Este ultimo fator de risco se associa principalmente aos tumores na regido da

orofaringe, amigdala e base da lingua.

O tipo de cancer com maior prevaléncia na cavidade oral € o carcinoma de células
escamosas, cujo diagnostico é realizado clinicamente e por estudo complementar de imagens,
realizando-se na maioria dos casos a analise anatomopatoldgica da lesdo para a obtengéo do
diagnostico definitivo, [1], [2], [26], [27], [28] e [29].
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O sinergismo do etilismo e tabagismo aumentam as chances de aparecimento de
neoplasias malignas na regido da cavidade oral, apresentando-se um risco de 65% nos

pacientes alcoolatras e fumantes, [1], [26], [28] e [29].

No que diz respeito ao cancer na glandula tireoide, este apresenta-se por fatores
genéticos e ambientais, prevalecendo, o maior nimero de casos por influéncia ambiental do
tipo radiacdo ionizante a qual o individuo é submetido cotidianamente ou pela deficiéncia
nutricional de iodo em determinadas populagdes. O cancer de tireoide é mais frequente no
sexo feminino do que no sexo masculino, e segundo a estimativa do Cancer no Brasil pelo
INCA, [1], no ano 2016, estimou-se 1.090 de casos novos de cancer de tireoide para 0 sexo
masculino e 5.870 casos para 0 sexo feminino, com um risco estimado de 1,08 casos a cada

100 mil homens e 5,70 casos a cada 100 mil mulheres.

3. 4. 1 Epidemiologia: Prevaléncia e Incidéncia

A prevaléncia do cancer na regido de cabeca e pescoco segundo o Instituto de Cancer
dos Estados Unidos, no ano de 2014, foi de 29,2 pessoas por 100,000 habitantes. O continuo
crescimento populacional, bem como seu envelhecimento, afetara de forma significativa o
impacto do cancer no mundo. Esse impacto recaira principalmente sobre os paises de médio
e baixo desenvolvimento onde, segundo a IARC/OMS ocorrera metade dos novos casos e

cerca de dois tercos dos obitos por cancer, [2] e [26].

No Brasil, segundo a estimativa do cancer pelo Instituto Nacional do Cancer José
Alencar Gomes da Silva, para os anos de 2014 e 2015 foi de aproximadamente 576 mil casos
novos de cancer no pais [2], quando comparado com a estimativa publicada recentemente
pelo Instituto para os anos 2016-2017, apresenta-se um aumento ligeiro da quantidade de

casos, a qual aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de cancer no Brasil, [1].

As estruturas da regido de cabeca e pesco¢co com maior nimero de casos de cancer
sdo a cavidade bucal e a glandula tireoide, as quais apresentam taxas de prevaléncia e
incidéncia superiores as restantes, segundo a estimativa do cancer, para o biénio 2016-2017,
como descritas anteriormente, o que traz consideravelmente a necessidade de estabelecer
programas e protocolos de prevencgdo para assim reduzir o namero de morbimortalidade da
populacdo acometida, incluindo-se as complicagfes das modalidades terapéuticas, quando j&

estabelecido o processo tumoral, dentro do planejamento preventivo e de controle, [1] e [2].
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3. 4. 2 Terapéutica do cancer: opcdes de tratamento

As modalidades terapéuticas para o tratamento do cancer na regido de cabeca e
pescoco tém mudado nas Ultimas décadas. A associacdo entre a radioterapia e a
quimioterapia, chamada de "quimo - radiag¢@o”, em estagio avangado da lesdo, tem melhorado
o controle local da doenga e a taxa de supervivéncia dos pacientes acometidos, [26]. Porém,
esta técnica tem reportado maiores casos de efeitos deletérios e indesejaveis nos tecidos
circunvizinhos a lesdo, tanto com sintomas de queimacdo local e gradual, quanto a

diminuigéo da qualidade de vida do paciente, [26], [28] e [29].

No entanto, as técnicas de tratamento convencional do tumor, tais como a cirurgia de
remocdo da lesdo dependendo da classificacdo e estagio do céancer, assim como as
modalidades de radioterapia, ainda sdo comumente usadas pelos médicos cirurgides de
cabeca e pescoco, oncologistas e pela equipe multidisciplinar envolvida no tratamento do
paciente. Novas modalidades de radioterapia tém sido empregadas para melhor controle das
complicagdes nos tecidos sadios circunvizinhos, tais como a Radioterapia de Intensidade
Modulada (IMRT), a Radioterapia tridimensional conformacional (3D Conformal Radiation
Therapy), usadas como técnicas as quais reduzem o volume de irradiagdo no campo a ser
irradiado, e outras como esquemas de fracionamento de doses como o Hiperfracionamento e
o Fracionamento acelerado, ambas estratégias efetivas para melhorar o controle do tumor no
espaco e no tempo, [26], [27], [28], [29] e [30].

3.5 RADIACAO IONIZANTE

3.5. 1 Radiacéo lonizante e sua interagdo com a matéria

A radiacdo considerada ionizante € aquela capaz de causar a ejecdo de elétrons dos
orbitais de atomos ou moléculas. O termo radiacdo ionizante refere-se a toda radiagéo capaz
de gerar ions pelo deslocamento de elétrons de moléculas e atomos de forma direta ou
indireta. Os ions e elétrons formados séo capazes de gerar radicais livres altamente reativos,
que podem desencadear rea¢des quimicas com 0s outros compostos ou mesmo entre si. Tais
interacBes podem levar a altera¢Bes nas propriedades fisicas e quimicas dos materiais, [19],
[27].

A radiagdo ionizante em muitas formas, varia de pouco peso energético, desde raios

X e v, a particulas carregadas como emissores alfa naturais, ao mais pesado de alta energia.
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Estas radiacGes sdo geralmente classificadas pela ionizacdo especifica em termos de
transferéncia de energia linear (LET), definida como a quantidade de energia depositada por
unidade de comprimento. As radia¢6es de baixo LET produzem dose respostas curvilineas
para inducdo de aberracdo cromossdmica. A maior parte dos danos visiveis
microscopicamente resultantes da exposicdo a radiacdo ionizante pode causar deformacdes

nos cromossomos que sdo denominadas aberragGes, [19].

As radiacOes eletromagnéticas ionizantes sdo mais penetrantes percorrendo grandes
espessuras antes de sofrer a primeira interacdo devido ao fato de ndo apresentarem carga e
massa de repouso. A penetracdo do feixe depende da probabilidade ou secdo de choque de
interacdo para cada tipo de evento. O mecanismo pelo qual a radiacdo eletromagnética
ionizante interage com a matéria € uma fungdo complexa da energia da radiagdo, do nimero

atdbmico do material ou tecido e da densidade do meio, [19], [27].

A interacdo ocorre por meio de trés mecanismos principais de ionizacao e deposicao
de energia: efeito fotoelétrico, efeito Compton e producdo de par eletron-positron,
lembrando-se que este tipo de radiacdo percorre distancias consideraveis antes de transferir
parte ou toda sua energia para a matéria, interagindo esporadicamente se comparada com

radiacOes diretamente ionizantes, [19].

O Cobalto-60 é um material amplamente utilizado para irradiacdo, seja para
radioterapia, esterilizacdo de aloenxertos, tratamento de fios metalicos, entre outros. Este é
obtido a partir do bombardeamento por néutrons do Cobalto-59, e apresenta como
caracteristicas meia vida de 5,24 anos, e energia de foton de 1,17 MeV e 1,33 MeV. E
importante lembrar-se que o material bioldgico é composto principalmente por C, H, O, N,
cujos numeros atémicos sdo C=12, H=1, O=16, N=141. Se levarmos em conta a irradia¢do
de material biolégico por fétons gama emitidos por Co-60 é possivel observar que ha a

predominancia do efeito Compton, [19].

3.5. 1. 1 Transferéncia Linear de Energia (LET)
A Transferéncia Linear de Energia (LET) define a quantidade de energia média
depositada na matéria por unidade de distancia percorrida (keV/ e ~jum). O valor obtido se

relaciona diretamente com a massa e a carga de radiagdo ionizante, [31].
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Algumas técnicas podem ser usadas, devido a LET é utilizada para observar,
comparar e quantificar os efeitos bioldgicos da radiacdo ionizante, tais como a analise de
aberragdes cromossdémicas mitdticas, na interfase, método de condensacdo prematura do
cromossomo, FISH. Dentre essas técnicas, a mais vantajosa é a de fluorescéncia por ser um

método de analise mais detalhado, preciso e rapido, [32].

Comparando a radiagdo de baixa LET com a de alta LET, a alta LET induz uma alta
frequéncia de quebras e rearranjos de cromossomos altamente complexos, [32]. Entretanto,
alguns tipos de danos cromossémicos podem conferir a transformacdo de células em
oncogénese e carcinogénese, morte celular e aberragfes cromossdmicas. O conhecimento
preciso dos efeitos bioldgicos € muito importante para estimar os riscos da radia¢éo ionizante

e estabilizar padrdes para radioprotecéo, [32].

3.5.1. 1. 1 Radiagéo de baixa LET

As radiagdes consideradas de baixo LET sdo os raios X, radiagdo vy, particulas .
Como descrito previamente, a LET s0 é definida para radiacdes constituidas por particulas
carregadas. A inclusdo dos raios X e da radiacdo y se deve ao fato de que apos a primeira
interacdo com a matéria, aparecem elétrons por efeito fotoelétrico, por espalhamento
Compton ou por formagdo de pares. Por isso, tais radiaces sdo também denominadas de
baixa LET indiretamente. A radiacdo de baixa LET se adapta ao modelo quadratico ou ao

quadratico linear, [33].

3.5. 1. 1. 2 Radiagdo de alta LET

As radiacdes consideradas de alto LET, como particulas alfa, ions pesados,
fragmentos de fissdo e néutrons, sdo aquelas que possuem um alto poder de ionizac¢éo e uma
alta taxa de transferéncia de energia num meio material. Para 0 mesmo valor da dose

absorvida, sdo as que induzem maiores danos biologicos, [33].

Mesmo quando a radiacdo de alta LET é fracionada, ocasiona grandes danos
bioldgicos devido a maior chance de atingir células mais radiossensiveis. Alta LET pode

produzir baixa LET através de elétrons secundarios.

A alta LET se adapta ao modelo linear (Y = a0 + aD + D2, onde 0 Y é a taxa de

dose absorvida, D ¢ a dose, a e  sdo os coeficientes de regressao que determinam a forma e
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a inclinacdo da curva, sendo a o coeficiente de regressao linear e o coeficiente de regressao

quadratica da dose) para inducédo de fragmentos cromossémicos dicéntricos, [34].

3. 5. 2 Efeitos Bioldgicos da radiacéo lonizante

A radiacdo ionizante além de interagir com a matéria, desenvolverd um efeito nas
células alvo atingidas. O fato é que a maioria desses efeitos sdo prejudiciais e altamente
destrutivos, sendo chamados de efeitos deletérios ou indesejaveis segundo o grau de
destruicdo causado nos tecidos alvo. Atualmente, existe uma classificagdo segundo a
Comisséo Internacional de Protecdo Radiologica (ICRP), [33], classificando-se os efeitos
bioldgicos das radiacBes ionizantes como efeitos estocasticos e efeitos deterministicos. A
exposicao as altas doses de radiagdo em breves intervalos de tempo produzira efeitos agudos
e de curta duragdo, cada um deles dependendo exclusivamente da dose administrada no
tecido alvo. Geralmente, doses altas de radiacdo tendem a erradicar muitas células, neste
caso, células tumorais de rapida divisdo, porém, a radiacdo ionizante, pelo mecanismo
inespecifico que apresenta atingird as células saudaveis, e consequentemente danificara
tecidos e 6rgdos circunvizinhos ao campo de irradiacdo. Isto pode provocar uma resposta
rapida conhecida como a sindrome aguda da radiacdo. Por outro lado, no caso de exposicdes
as doses baixas de radiacdo gama, num periodo de tempo mais extenso, produzir-se-a efeitos
crénicos ou de longa duragdo devido a quantidade de irradiacdo acumulada. Neste grupo de
tecidos alvo submetidos as doses baixas, a radiacdo tendera a danificar e modificar as células
num longo periodo, pelo qual apresentar-se-a efeitos ndo imediatos ou tardios, atingindo
principalmente o nivel celular, e por consequéncia, os resultados poderdo ser observados
depois de passados muitos anos. No caso dos pacientes acometidos por cancer de cabeca e
pescoco submetidos a radioterapia gama apresentam-se os dois tipos de efeitos na maioria
dos casos analisados na literatura, [3], [4], [7], [27] e [28]. Num primeiro momento, tém-se
observado reacdes teciduais imediatas no tecido mole circunvizinho ao campo de radiacao,
tais como a mucosite de radiacdo, a qual é um efeito imediato da radioterapia e apresenta
aparecimento precoce, quase nas primeiras semanas apés o inicio do tratamento. Isto
demonstra uma reagdo aguda da mucosa bucal, faringea e jugal, principalmente atingidas.
No entanto, o efeito acumulativo da radiacdo gama em alguns 6rgéos e tecidos pertencentes
ao campo de irradiacdo manifestar-se-a de forma cronica, em alguns casos dose dependente

nas glandulas salivares (dose maior a 30 Gy), [29], e por outro lado em periodos longos apds
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a irradiacdo tal como a osteorradionecrose mandibular, de aparecimento apos trés a seis
meses da conclusdo do tratamento radioterapico, tendo como fator agravante o trauma
cirargico ou em alguns casos, segundo estudos cientificos, [28] e [29], de aparecimento

espontaneo apos dois anos da radioterapia.

Com respeito a classificacdo dos efeitos bioldgicos das radiagdes ionizantes é
necessario estabelecer as diferencas substanciais entre eles para obter-se uma visdo
esclarecida de quando e por que estes apresentam-se como consequéncia do tratamento
radioterapico. No caso dos efeitos deterministicos estes dependerdo principalmente da
quantidade de dose administrada no tecido alvo, ou seja, dependem exclusivamente da taxa
de dose e dose total recebida pelo 6rgéo ou tecido. Neste caso, a severidade do efeito aumenta
com a dose de radiacdo. No entanto, para o caso dos efeitos estocésticos ndo existird um
limiar de dose, dito de outro modo, os efeitos ndo dependerdo da taxa de dose ou dose total
recebida num periodo de tempo especifico. Consequentemente, os efeitos estocasticos ndo
tém limiar de dose e a severidade nem depende da dose, tendo ocorréncia tanto para doses

altas quanto para doses baixas, [33].

3.6 RADIOTERAPIA

3. 6. 1 Fundamentos da radioterapia gama

A radioterapia gama faz parte do conjunto das modalidades terapéuticas no
tratamento do paciente acometido por cancer de cabeca e pescoco, constituindo uma das
primeiras alternativas nos casos de neoplasias invasivas com alta taxa de metastase. A
radioterapia gama conforme descrito anteriormente apresenta alto indice de penetracdo nos
tecidos, pelo qual atingira as células tumorais para sua completa erradicacdo, porém as
células normais serdo atingidas na mesma magnitude. A acédo inespecifica da radiagdo gama
faz com que aparecam efeitos indesejaveis nos tecidos circunvizinhos, tais como glandulas
salivares, mucosa oral, sistema estomagtonatico entre outras estruturas de grande importancia
na regido. A dose de radioterapia selecionada para cada paciente dependera do grau de
comprometimento da lesdo, a localizacdo e o emprego da radioterapia como Unica
modalidade de tratamento ou em combinacdo com as alternativas. Atualmente, a dose
empregada no que diz respeito a radioterapia convencional gama, a qual € utilizada em

diferentes centros de salide no mundo, oscila entre 50 Gy até 70 Gy, subdividida em fracdes
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de 1,8 - 2Gy por dia. O fracionamento da dose foi e é utilizado devido a resposta gerada
pelos tecidos tumorais e normais, a qual se diferencia no que diz respeito ao reparo do DNA
danificado. Alem de apresentar a vantagem do reparo do DNA, o fracionamento da dose
permitira uma populagdo maior de novas ceélulas entre os intervalos de tempo,
especificamente durante o periodo de descanso, no qual ndo havera submissao dos tecidos a

irradiacdo gama, em consequéncia, reduzir-se-a os efeitos imediatos da radiacéo, [26], [29].

Outra vantagem apresentada pelo fracionamento da dose é o fato dos tecidos tumorais
radiorresistentes serem reoxigenados entre as fracdes, tornando-os células oxigenadas
radiossensiveis, e, portanto, conseguir-se-a uma reducdo favoravel da massa tumoral. Porém,
isso aplica-se a tumores malignos de répida proliferacdo, tais como o0s carcinomas
epidermoides de lingua, de soalho de boca e de glandulas salivares. Apesar de terem se
implementado novas modalidades de radioterapia e um planejamento acurado para aplicacao
das técnicas convencionais, as alterac@es nos tecidos circunvizinhos ainda tém aparecido. Os
efeitos indesejaveis imediatos acometem as estruturas que apresentam um metabolismo
acelerado, assim como um répido recAmbio celular (mucosa oral). Por outro lado, no caso
dos tecidos com um recambio celular demorado, os efeitos aparecerdo posteriormente,

inclusive ap6s o término do tratamento radioterapico, [29].

A finalidade de um eficiente tratamento radioterapico é erradicar as células tumorais
malignas, porém preservar a maior quantidade das células sadias, quanto a funcédo, morfo-
fisiologia e viabilidade, assim como reduzir ao minimo os danos ao organismo, [26], [27] e
[29].

Novas modalidades de irradiacdo gama tém surgido nos Gltimos anos com o intuito de
diminuir os efeitos colaterais produzidos pela radioterapia nas estruturas de vizinhanca a
neoplasia maligna, umas como esquemas de fracionamento diferente do convencional, como
0 hiperfracionamento da dose e o fracionamento acelerado da dose usada. O outro grupo
caracteriza-se pela diminuicdo do volume de tecido irradiado, tais como a Radioterapia
conformacional de trés dimensdes (3D) e a Radioterapia de Intensidade Modulada (IMRT),

além da terapia de arco volumétrico modulado (VMAT).

. No entanto, os efeitos indesejaveis destas modalidades, no caso do primeiro grupo

tém aparecido na mucosite oral, apresentando-se uma exacerbacao da lesdo no local quando
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associada a quimioterapia, e, por outro lado, os efeitos encontrados no segundo grupo,
embora tenham sido em menor quantidade e frequéncia pelo fato deles exercerem uma acéo
local da maior intensidade de dose, com o0 menor comprometimento das estruturas

circunvizinhas, tem se reportado efeitos indesejaveis imediatos e tardios, [27], [28] e [29].

3. 6. 2 ComplicacOes da radioterapia

Inimeras sequelas orais da radioterapia tém aparecido na regido de cabeca e pescoco
apos o tratamento. O envolvimento no campo irradiado, a taxa de dose, o estagio da lesdo
tumoral, a radiacdo utilizada e os fatores locais contribuintes sdo os principais agentes
causadores do surgimento destes efeitos indesejaveis. Porém, a radioterapia per se constitui-
se num fator essencial para o desenvolvimento das complicagdes, pelo mecanismo de acéo
inespecifico, seja direto ou indireto, que ela exerce sobre os tecidos. As estruturas
frequentemente acometidas sdo a mucosa oral, as glandulas salivares, os dentes, 0os maxilares
e a regido da orofaringe. No entanto, outras estruturas circunvizinhas podem ser afetadas

como a musculatura Maxilo-facial, a regido orbitéria, a lingua, entre outras.

Dentro das complicagdes de aparecimento primario, encontra-se a mucosite oral. O
fato da mucosa oral apresentar um metabolismo acelerado além de um recambio celular
rapido, favorece o seu acometimento, [29]. A resposta da mucosa oral frente a radioterapia
é o resultado da morte das células epiteliais na fase da mitose, sendo que o ciclo celular das
células queratindcitas basais é aproximadamente quatro dias. Por outro lado, a carie de
radiacdo que acomete os dentes de ambas arcadas se caracteriza por uma rapida progressdo
da destruicdo dentaria, geralmente ap0s trés meses de ter-se iniciado a radioterapia. Os efeitos
deletérios da radioterapia sobre o esmalte e a dentina continuam sem esclarecimento. No
entanto, o efeito indireto da radiacdo ionizante, através da radidlise da agua, facilita a
destruicdo da matriz organica e a dissolucdo dos cristais de hidroxiapatita tanto em esmalte
como na dentina radicular. Porém, existem fatores contribuintes tais como a reducdo da taxa
de fluxo salivar, habitos do paciente e a dieta de alto contetddo calérico que intervém no
processo destrutivo, [17], [26] e [27]. Em consequéncia, a acdo direta da radiacdo gama sobre
os tecidos duros, no que diz respeito a perda de minerais, diminuicdo da dureza de superficie
no esmalte e dentina necessitam de uma exaustiva investigacdo, [17]. A superficie do esmalte

é a area de maior acometimento por parte da radiacdo gama, [27].
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Estudos recentes [27], [28] e [30] demonstram que a perda das propriedades
biomecanicas do esmalte dentario quanto a dentina, sdo os principais agentes causadores da
rapida progressdo dos efeitos nas estruturas. A desintegracdo e consequente perda da
estrutura prismatica causara micro-abrasdes na superficie, tornando-o rugoso pela
desmineralizagdo. O fato da radiacdo gama alterar o processo odontoblastico com a inevitavel
obliteracdo dos tubulos dentinarios, constituird um tecido com vascularizacdo comprometida
e a necrose pela falta de nutrientes serd evidente. A microdureza de superficie vé-se
gravemente comprometida, e a crescente degeneracao celular no espago amelo-dentinério,
conjuntamente com os fenémenos fisicos envolvidos na mastigacdo e a colonizacdo
bacteriana fard com que o risco para o desenvolvimento da carie de radiacdo seja aumentado,
[14], [17] e [26].

Paralelamente ao avanco da carie de radiacdo pelos fatores anteriormente
mencionados, o0 acometimento das glandulas salivares pela radiagdo gama tornar-se-4 um dos
fatores de alto impacto na qualidade de vida do paciente, com a consequente diminuicéo da
taxa de fluxo salivar devido ao acimulo de dose superior a 30 Gy, [14], [17], [27], [28], [29],
[35], [36], [37] e [38].

A hipossalivagéo (diminuigéo da taxa de fluxo salivar) e a xerostomia (sensacgéo de
boca seca) subsequente sdo duas complicacdes imediatas da radioterapia cujo processo é
considerado reversivel por alguns autores, [14] e [26], e irreversivel por outros, [28] e [29],
mas com uma repercussao muita significante na qualidade de vida do paciente, pelo fato de
prejudicar a execucdo normal das funcdes vitais do ser humano, tais como a mastigacéo, a
degluticdo, a fonacdo, as mudancas no paladar, a dificuldade da fala, 0 aumento do indice de
carie de radiacdo e a progressdo da mesma, além de contribuir no aparecimento de uma
complicagdo tardia da radioterapia: a osteorradionecrose dos maxilares (ORN), [36], [37] e
[38].

A ORN ¢ definida como a exposicéo de 0sso irradiado necrético ndo cicatrizal apds
3 - 6 meses de finalizado o tratamento radioterapico sem evidéncia de recorréncia do tumor,
[37]. Esta entidade patoldgica pode ser encontrada tanto na regido do maxilar superior quanto
na regido mandibular, com uma alta taxa de incidéncia na regido do corpo mandibular e

regido retromolar documentada nos ultimos anos, [39], [40], [41] e [42]. A sintomatologia
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classica da ORN se caracteriza por uma dor intoleravel, fratura patolégica do o0sso
comprometido, sequestros de o0sso desvitalizado e processos fistulosos. Tudo isso produz
uma incapacidade para os pacientes acometidos se alimentarem normalmente. A causa de
aparecimento da ORN em um tempo menor que dois anos ap6s a radioterapia deve-se as altas
doses de radiacdo de mais de 70 Gy, e concomitantemente a realizacdo de algum
procedimento cirdrgico apds o tratamento com a radiacdo ionizante. A radioterapia reduz a
proliferacdo da medula 6ssea, do tecido periosteal e das células endoteliais quanto a producéo

dos componentes da matriz extracelular tais como o colageno, [43].

A patogénese da ORN ainda permanece ndo esclarecida. Inimeras teorias baseiam-
se nos postulados de Marx, [26] e [39], que afirmam que esta doenca deveria ser considerada
como um ferimento no 0sso que ndo cicatriza por questdes metabdlicas e distarbios
homeostaticos. Outros autores, [44] e [45] consideram que a ORN resulta de um 0sso que se
torna hipoxico, hipovascular e hipocelular por afeccdo dos vdos sanguineos, Cujo processo €
conhecido como a endarterite, e consequentemente obtém-se um tecido desorganizado e
friavel, que ndo cicatriza. Atualmente, os autores [46] e [47] apontam uma nova hipétese a
respeito da patogénese da ORN, propondo um mecanismo de fibro-atrofia do tecido 6sseo
induzido pela radiacdo ionizante, incluindo a formacdo de radicais livres, disfuncao
endotelial, inflamag&o, trombose microvascular, fibrose e remodelagcdo. Como consequéncia,
a progressdo da ORN deve-se a ativagdo e ndo regulacdo da atividade fibroblastica que torna
o tecido atrofiado dentro da area previamente irradiada. Um ultimo estudo histopatoldgico e
histomorfométrico, [46], realizado em amostras de pacientes submetidos a irradiacdo gama
refere-se o fato de osso mandibular possuir um alto contetdo de calcio. Quando comparado
com as estruturas circunvizinhas, este tecido absorve de 30 a 40 % a mais de radiagdo
ionizante do que as outras estruturas epiteliais, de tecido mole adjacentes, e este fator tornar-
se-a contribuinte para os efeitos deletérios que acontecerdo na estrutura 6ssea sob certas

condic0es (fatores locais e sistémicos).

Dentro dos fatores de risco para o desenvolvimento da ORN, uma das principais
consideradas pelos autores é a radiacdo ionizante, cujas diferentes modalidades incluem: a
dose total, a quantidade de energia por foton, a braquiterapia, o campo de irradiacdo e o
fracionamento da dose, [29], [38] e [42]. Embora, tenham-se desenvolvido novas
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modalidades de radioterapia, tais como a Radioterapia de Intensidade Modulada (IMRT), na
qual pequenos volumes do maxilar superior e da mandibula recebem altas doses de radiacao,
ainda se apresentam casos de ORN nos pacientes submetidos a estas modalidades
terapéuticas. Assim, surge a necessidade de mais estudos para o esclarecimento da
patogénese da ORN com o objetivo de encontrar futuras modalidades no tratamento e
prevencdo deste efeito deletério da radioterapia, [26], [39] e [42]. Entre outros fatores de
risco para ORN e, considerado um dos principais, independente da radioterapia, esta o trauma
cirargico, especificamente, a exodontia ap6s o tratamento radioterdpico, embora a literatura
manifeste o aparecimento “espontaneo” da ORN em alguns pacientes sem historico prévio
de remocao dentaria. O abuso do consumo de alcool, assim como de cigarro sdo claramente

identificados como fatores que propiciam a ORN, [26] e [29].

A necessidade de diminuir a taxa de incidéncia de ORN nos maxilares depende
basicamente de encontrar ferramentas preventivas antes dos pacientes serem submetidos a
radioterapia. A incidéncia da ORN ¢ trés vezes mais alta em pacientes com dentes do que em
pacientes sem dentes, pelo risco de realizarem extracdo dentéria, além de possiveis afec¢oes
periodontais, pelo qual é fato que o paciente oncoldgico que recebera radioterapia devera ser
submetido a um minucioso e intensivo tratamento dentario antes do inicio do procedimento

radioterapico, [29].

Atualmente, existem diversas modalidades no tratamento da ORN, desde o
tratamento conservador até ressecgdes mutilantes por fraturas patolégicas da mandibula,
[29], [39] e [42]. A terapia com oxigénio hiperbarico, [35], vem se colocando como uma das
alternativas coadjuvantes do tratamento convencional antes e apds a realizacao de algum tipo
de procedimento cirdrgico nos maxilares. No caso do tratamento conservador, o uso de
medicacdo baseada em antioxidantes e vitamina E visam uma aceleragdo no processo de
cicatrizagdo do tecido, além de ambos se tornarem potentes agentes antifibréticos. O uso de
antibioticos tem o intuito de diminuir a carga bacteriana na ferida, mas ndo como tratamento
definitivo para a cura da lesdo. No que diz respeito ao tratamento cirdrgico, 0s maiores
avancos vém se dando na cirurgia reconstrutiva, com o desenvolvimento de retalhos mio

cutaneos ao uso de retalhos livres microvascularizados o que favorece a restauracdo da
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continuidade da mandibula quanto o fornecimento do suplemento sanguineo para o tecido

circunvizinho néo irradiado, [39] e [41].

3.7 ANALISE POR MICRODUREZA DE SUPERFICIE (MDS)

O teste de microdureza de superficie torna-se um indicador indireto de conteudo
mineral presente na amostra e tem sido relacionado com o inicio do processo de cérie,
podendo ser usado como um indicativo de varia¢fes de conteddo mineral nos processos de
mineralizacdo, desmineralizacdo e remineraliza¢do [5]. Sua maior vantagem € o controle da
variacdo da dureza na prépria amostra, com o qual aumenta-se a confiabilidade dos dados e
por conseguinte, diminui o erro experimental. Conceitua-se que o teste é sensivel, possivel
de ser feito em um curto periodo experimental em superficies polidas que sdo mais reativas
com respeito aos fendbmenos de des-remineralizagdo. O principio geral do teste de dureza
baseia-se na aplicacdo de uma carga compativel com a resiliéncia do corpo de prova, a qual
produzira uma deformacdo quando aplicada. Esta deformacdo € mensurada e avaliada.
Assim, o principio do teste de dureza Knoop que foi utilizado neste estudo in vitro, baseado
em uma carga equivalente a 25 gf (245 mN), compativel com a resiliéncia da amostra
(esmalte, dentina, e osso mandibular) que, quando aplicada perpendicularmente sobre a
superficie da amostra, causa uma deformacéo. Durante todo este experimento in vitro, a carga
aplicada sobre as amostras foi constante. A deformacdo obtida foi mensurada por um
software especifico que calcula o nimero de dureza Knoop, de acordo com a carga aplicada
de 25 gf e 0 comprimento da indentagdo obtida, e posteriormente avaliada. O nimero de

dureza Knoop (KHN) obtido é matematicamente expresso pela equacao:
KHN =14230xC/I?

Onde C é carga em gf (unidade equivalente de mN, para este estudo determinado pelo
software do programa), | € comprimento da indentacdo em pum e 14230 é uma constante, um
fator de correcdo. O resultado desta equacéo é obtido em (gf) mN. pm. Esta unidade de
grandeza é dividida pela forca da gravidade (G = 9,80665 m.s) para obtencéo do resultado
em Mega Pascal (kgf.mm?) A carga aplicada foi determinada apds o teste de cargas
varidveis, compativeis com a resiliéncia do esmalte dentario, dentina radicular e 0sso
mandibular, por um mesmo tempo. Foi utilizado para aplicacao da carga de 25 gf (245 mN
— HK 0,025) para o caso do esmalte, e 10 gf (98,4 mN — HK 0,01) para o caso da dentina
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radicular e osso mandibular, um penetrador com diamante piramidal que apresenta
penetracdo média 3,5 pum de profundidade para uma indentacéo de 100 pum de comprimento

em esmalte, dentina e osso mandibular sadio.

3. 8 ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A analise por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) possibilita a geracdo de
uma imagem da superficie do esmalte dentério, dentina radicular e 0sso mandibular (corpo e
regido do trigono retromolar), amostras que compdem o presente estudo, por meio da emissao
de um feixe de elétrons onde uma parte dos elétrons primarios incidentes pode ser retida nos

atomos das amostras deslocando simultaneamente os elétrons das orbitas destes &tomos.

Os elétrons ejetados pelo feixe de elétrons primarios séo referidos como elétrons
secundarios que quando emitidos promovem um desequilibrio energético, pois os elétrons
secundarios possuem um nivel de energia inferior ao dos elétrons primarios. Esta diferenca
de energia dissipada em forma de Raios X, que é caracteristico em termos de energia e de
comprimento de onda (A) para cada elemento exposto ao feixe de elétrons primario; leva em
conta que parte da amostra que emite elétrons secundarios captados para a geracdo da
imagem, é de superficie e restringe-se a area iluminada pelo feixe e que define a resolucéo
da MEV, [5].

A microscopia eletronica de varredura forneceu as caracteristicas de imagem das
amostras antes e apds a irradiacdo gama, mostrando-se as mudancas morfoldgicas e de
estrutura de cada grupo submetido a radioterapia, com a vantagem das amostras serem

analisadas em diferentes aumentos, com uma maior quantidade de detalhes a serem vistos.

3. 9 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR). TECNICA POR REFLEXAO TOTAL ATENUADA (ATR)

3. 9. 1 Espectroscopia o infravermelho por transformada de Fourier. Generalidades

Chama-se de espectroscopia as técnicas de andlise que utilizam a interacdo da
radiacdo eletromagnética com a matéria, na obtencdo de informacoes fisicas e quimicas sobre
o material analisado, [19], [48], [49], [50] e [51]. Na espectroscopia no infravermelho, como
0 nome sugere, utiliza-se a regido no infravermelho do espectro eletromagnético, que
corresponde aos comprimentos de onda de 0,78 um a 1000 um, como ilustrado na Figura 1
a seguir:
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Figura 1. Espectro eletromagnético com detalhe na regido do infravermelho

Aumento de energia
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— Comprimento de onda
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1 1 1 1 L 1

Raio Gama Raio X Ultravioleta Infravermelho Micro ondas Ondas de radio
1 1 I I I 1 I I I 1 I
10%*Hz 102Hz 10®Hz 10'®Hz 10'°Hz 10'?Hz 10"°Hz 10%Hz 10%Hz 10°Hz 10%Hz
Alta Baixa
frequéncia frequéncia
luz visivel
7 X 10" Hz 4 X 10"Hz

Fonte: Adaptada de [19]

A radiacdo infravermelha é uma radiacéo ndo idnica e ndo visivel, de baixa energia e
que ndo promove transi¢Oes eletrdnicas no material. Por conveniéncia, nas analises
espectroscopicas a grandeza utilizada para representar a radiagdo no infravermelho € o
numero de onda, representado pela equacéo abaixo:

_ 1
V=—

Onde V, corresponde ao nimero de onda e A ao comprimento de onda. Ele é
proporcional a energia da onda eletromagnética e inversamente proporcional a sua

frequéncia, sendo normalmente apresentado na unidade de cm, [19].

Em ndmero de onda, a regido do infravermelho corresponde a regido espectral de
12.800 cm* a 10 cm?, sendo a sub-regido do infravermelho médio (4000 cm™ a 400 cm™?) a
mais comum nas analises espectrais, principalmente a faixa de 4.000 cm™ a 670 cm™, devido
a grande quantidade de elementos organicos que absorvem a radiacéo eletromagnética nesta
regido, [19], [48] e [51].
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A técnica de espectroscopia de infravermelho baseia-se na absorcdo da radiacéo
eletromagnética pelo material. As moléculas de um material estdo em constante movimento,
e possuem uma frequéncia natural de vibracdo. Quando a movimentacdo dos atomos da
molécula promove uma variacdo na distribuicdo de cargas (mudanca no momento dipolo),
um campo elétrico é criado. Se a radiacdo incidente no material possui a mesma frequéncia
do campo elétrico gerado, estes interagem e a radiacdo incidente é absorvida. Portanto, duas

condiges sdo necessarias para que ocorra a absorcao:
1) A molécula precisa sofrer uma variacdo do momento dipolo, e

2) A radiacdo incidente deve ter a mesma frequéncia de vibracdo da molécula. Desta forma,
conhecendo a frequéncia da radiacdo absorvida, é possivel identificar o composto

responsavel pela absorcéo, [19].

Atualmente, os equipamentos mais utilizados para analises por espectroscopia no
infravermelho séo os espectrofotdmetros com transformada de Fourier, cujo funcionamento
se baseia no principio do interferdmetro de Michelson. No interferdmetro de Michelson, um
feixe de radiacdo passa por um beamsplitter (um espelho semi-reflexivo) e é dividido em
duas partes. Uma parte do feixe é refletida por um espelho fixo e a outra € refletida por um
espelho movel. Quando as partes voltam a se recombinar, hd uma diferenca entre os caminhos
opticos percorridos, gerando uma diferenca de fase entre as ondas eletromagnéticas.
Dependendo desta diferenca, as interacGes entre as parcelas do feixe podem ser construtivas

ou destrutivas, [19].

A Figura 2, a seguir ilustra o funcionamento dos espectrofotdmetros com
transformada de Fourier. Neles, a radiacdo emitida por fonte de radiacéo infravermelha passa
por um interferdbmetro antes de incidir na amostra. A radiacdo ndo absorvida pela amostra
incide em um detector, e é gerado um grafico da intensidade detectada em funcdo da diferenca
de fase entre as parcelas do feixe, chamado de interferograma. A transformada de Fourier é
utilizada para alterar a representacao dessa resposta, e transformar o interferograma em um
grafico que representa a quantidade de radiacdo detectada em funcdo da frequéncia da

radiacdo, chamado de espectro.
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Figura 2. Interferdmetro de Michelson e a Transformada de Fourier
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Fonte: Adaptado de [19]

3.9. 2 Tecnica por reflexdo total atenuada (ATR)

Os equipamentos de espectroscopia de infravermelho permitem o uso de diferentes
técnicas para a aquisicdo dos espectros como, por exemplo: por transmissdo, reflexao,
reflexdo total atenuada ou reflexdo difusa, alem das técnicas associadas a microscopia.
Dentre essas, a técnica por reflexdo total atenuada (ATR) é bastante utilizada por requerer
pouco ou nenhum preparo de amostras, [19].

Basicamente, a técnica de ATR consiste na reflexdo de um feixe que incide em um
angulo critico que passa de um meio mais denso (um cristal) para um meio menos denso
(amostra). Nesta condicdo, uma pequena parcela da radiacdo incidente (chamada onda
evanescente) penetra poucos micrometros no meio (amostra), podendo ser absorvida.

Quando ocorre absorcéo, o feixe sofre uma atenuacdo, sendo possivel identificar as bandas
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de absorcdo da amostra e, consequentemente, os seus compostos. O esquema de

funcionamento do acessorio ATR é representado na Figura 3, ilustrada a seguir:

Figura 3. Tecnica de reflexo total atenuada (ATR)
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~
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~

FONTE IR CRISTAL DETECTOR

Fonte: Adaptado de [19]

O meio onde o feixe se propaga inicialmente é composto por um material de alto
indice de refracdo, normalmente um cristal de diamante, de seleneto de zinco (ZnSe) ou
germanio (Ge). A proporgéo de feixe refletido varia com o angulo de incidéncia, havendo
um angulo critico onde a reflexdo é total, a depender do cristal utilizado como elemento de
reflexdo, [19] e [48].

A profundidade de penetracdo da radiagcdo na amostra depende do comprimento de
onda da radiacdo, do angulo de incidéncia desta com a amostra, e dos indices de refracdo do
cristal do equipamento e do material analisado. Por exemplo, a profundidade de penetragdo
na faixa do infravermelho médio para o tecido Osseo varia de 0,5 pm a 5 um,

aproximadamente, [19] e [48].

Nos equipamentos ATR-FTIR convencionais, um detector de elemento Unico é
utilizado, e apenas um espectro é obtido em cada medida, representando o espectro médio da
regido atingida pelo feixe. No imageamento ATR-FTIR, é utilizado um detector FPA (focal
plane array) que permite a aquisicdo simultanea de espectros de uma area da amostra. Ao
final da analise, obtém-se uma imagem espectral onde cada pixel da imagem representa um
espectro da regido correspondente da amostra, e ndo apenas o espectro médio. O
desenvolvimento desta técnica possibilitou analisar uma regido especifica da amostra de

forma simples e rapida, [19].
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo utilizou dentes terceiros molares humanos e mandibula suina sob
aprovacao do comité de ética humana da faculdade de Odontologia da Universidade de Sao
Paulo, USP, Protocolo 43/2008 e pelo comité de ética no uso de animais, CEUA, do Instituto
de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Parecer — Projeto N° 144/14-CEUA-IPEN/SP.

A partir de 50 terceiros molares humanos higidos, obtiveram-se blocos de esmalte e
dentina radicular ap0s a separagdo das coroas e das raizes, e blocos de corpo mandibular e
regido do trigono retromolar ap6s o processo de remocdo de tecidos musculares
remanescentes, conformando-se quatro grupos de estudo aleatoriamente distribuidos: 1)
Grupo de esmalte dentario = 50 blocos de 3 mm x 3mm x 1.2 mm, 2) Grupo de dentina
radicular =49 blocos de 3mmx 3mm x 1.2mm, 3) Grupo de corpo mandibular =51 blocos
de 3mm x 3mm x 1.2 mm e 4) Grupo da regido do trigono retromolar = 49 blocos de
3mm x 3mm x 1.2 mm. Cada grupo foi submetido a analise de microdureza inicial de
superficie, e realizou-se 15 indentacGes por cada amostra, sendo para o caso do esmalte
dentéario n = 750 indentac@es, para o caso da dentina radicular n= 735 indentacGes, para o
caso do corpo mandibular n= 765 indentacbes e finalmente, para a regido do trigono

retromolar n= 735 indentacdes, inicialmente consideradas.

4. 2. OBTENCAO E PREPARO DAS AMOSTRAS DE ESMALTE E DENTINA
HUMANO

4. 2. 1 Corte e obtencao de blocos de esmalte dentario e dentina radicular

No presente estudo foram selecionados 50 terceiros molares humanos higidos,
correspondente ao grupo populacional deste estudo, provenientes do Banco de dentes da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (USP), os quais foram mantidos em
solucdo de Timol (concentracdo 1 g/L) por 48 horas e refrigerados a 4°C. Apds a
descontaminacdo inicial dos dentes, estes foram colocados num recipiente com agua
destilada e deionizada para dar inicio a separacdo das coroas e raizes, com a finalidade de
obter-se o0s blocos de esmalte dentario e dentina radicular. Utilizou-se um instrumento de alta
rotagdo com ponta diamantada, realizando-se cortes no nivel do limite amelocementério

(UAC). Posteriormente, os dentes foram despolpados, ou seja, foi removido todo o tecido
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organico remanescente, empregando-se curetas para raspagem e alisamento radicular
(Millenium 13 MC e # 34, reta, # 35 curva; Millenium 28 bi-ativa de ponta fina, SP, Brasil).
Em seguida, estes foram submetidos a limpeza em ultrassom (Lavadora Ultra Sonica Unique
— Thomton, Unique Ind. E Com. Ltda., SP, Brasil) por um periodo de 30 minutos divididos
em dois ciclos de 15 minutos para eliminacdo de restos orgédnicos ndo removidos
completamente. Os blocos foram colocados em béqueres de 200ml de volume, com agua
destilada e deionizada e posicionados no centro da cuba da lavadora, previamente abastecida
com &gua, e apos o primeiro ciclo de lavagem de 15 minutos, foi feito o descarte da agua e
realizou-se a troca dos recipientes para o inicio do segundo ciclo de lavagem. Apds o segundo
ciclo de lavagem, a 4gua dos recipientes foi novamente desprezada, despejou-se finalmente
20ml de agua destilada e os béqueres foram cobertos com papel aluminio e armazenados sob

refrigeracdo a 4 °C para analises macroscopicas posteriores.

Logo depois, os blocos foram submetidos a profilaxia e raspagem rigorosa para
eliminar os detritos e o biofilme mineralizado remanescentes na superficie coronaria e
radicular. Utilizou-se pasta profilatica composta de pedra pomes e &gua destilada, de uso
odontoldgico. Para a profilaxia foi utilizado um micromotor e um contra angulo de utilidade
odontoldgica (Dabi Atlante, SP, Brasil), e em seguida, as raizes foram submetidas a raspagem
com curetas para alisamento radicular. Em seguida, as coroas e raizes, foram submetidas a
limpeza em ultrassom, por um periodo de 30 minutos divididos em dois ciclos de 15 minutos
como descrito anteriormente, para eliminacdo de possiveis tecidos organicos ou da pasta de
pedra pomes utilizada na profilaxia. Posteriormente, os blocos foram secos com papel
absorvente durante 5 minutos a temperatura ambiente para avaliacdo macroscépica mediante

lupa estereoscopica.

Para a analise macroscépica dos blocos obtidos, estabeleceram-se critérios de
inclusdo e exclusdo, os quais incluiram as coroas e raizes isentas de defeitos visiveis (trincas,
processos cariosos inicias, manchas, linhas de fratura, esmalte esburacado, regido cervical
comprometida) e manchas brancas de ambos tecidos duros, excluindo-se os blocos que ndo

cumpriram com as caracteristicas supracitadas.

No que diz respeito ao corte e obtencdo dos blocos de esmalte dentario e dentina

radicular, realizou-se a fixacdo das coroas e raizes selecionadas em uma lamina de acrilico
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de aproximadamente 4 cm de largura por 5 cm de didmetro, na qual utilizou-se cera pegajosa
amarela como apresentado na Figura 4, colocada em uma lamparina e aquecida até o
derretimento da cera que foi transportada a lamina de acrilico mediante um gotejador de
metal. Foi colocado um pingo de cera para o posicionamento de uma das bordas da coroa,
paralelo & borda lateral da lamina e por ultimo realizou-se a fixacdo das laterais da coroa.
Com a coroa fixada a lamina, tal como ilustrado na Figura 5, efetuou-se o um corte em
sentido transversal e horizontal na cortadeira manual (IsoMet. Buehler, SP, Brasil), com disco
diamantado de aluminio de grdo fino (Struers, SP, Brasil). A coroa sujeita ao corte foi
posicionada no angulo desejado em relagdo ao brago maior do equipamento e direcionou-se
o disco para o seccionamento da coroa em sentido transversal, com uma distancia de 3 mm
x 3 mm apresentado na Figura 6, aproximadamente, entre corte e corte até atingir a parte

basal da coroa, obtendo-se os blocos de esmalte como visualizado na Figura 7.

Figura 4. Cera pegajosa para fixacdo das coroas e raizes na lamina de acrilico

Fonte: Autor
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Figura 5. Coroas fixas a lamina de acrilico para serem cortadas

Fonte: Autor

Figura 6. Corte manual das coroas dentarias na cortadeira Struers

Fonte: Autor
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Figura 7. Coroa dentéria apés o corte manual para obtencéo de blocos de esmalte

Fonte: Autor

Para o corte das raizes, foi realizado o procedimento semelhante ao do esmalte
descrito anteriormente, com fixacdo prévia da raiz e subdividindo-se em trés linhas
imaginarias a face frontal em direcéo transversal e horizontal. Obtiveram-se, os blocos de

dentina radicular de aproximadamente 3 mm x 3 mm, como apresentado na Figura 8.
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Figura 8. Raiz dentaria apds o corte manual fixada a lamina de acrilico

Fonte: Autor

4. 2.2 Polimento dos blocos de esmalte dentario e dentina radicular

4.2.2.1 Polimento dos blocos de esmalte dentario

Uma vez obtidos os blocos de esmalte e dentina radicular, estes foram submetidos ao
polimento manual para analise da microdureza inicial de superficie. Os blocos foram
montados na Iamina de acrilico, fixados com cera pegajosa como descrito anteriormente.
Para o caso dos blocos de esmalte dentario, foi fixada a 1dmina de acrilico, em um primeiro
momento, a superficie de esmalte para assim fazer o polimento da dentina remanescente e
obter-se uma superficie plana e totalmente paralela as arestas da lamina em uso. Em seguida,
os blocos foram polidos na politriz (Figura 9), para o qual foram usados discos de lixa de
gramatura de diferentes grdos: iniciou-se com um disco de 400-800 de grdo grosso sob
refrigeracdo durante 15 segundos com uma velocidade de giro de 100rpm, e a seguir, um
disco de 600-1200 sob refrigeracdo durante 10 segundos com uma velocidade de giro de
100rpm. Posteriormente, foram usados os discos de 2500 durante 10 segundos e com uma
velocidade de 100rpm, e para finalizar usou-se um disco de grdo fino de 4000 durante o
tempo e a velocidade anteriormente descritos. O polimento foi completado com o ultra

polimento dos blocos com solugcdo diamantada de 1um (Buehler, SP, Brasil) sem
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refrigeracdo, despejada no disco de feltro e executada com uma velocidade de 300rpm

durante 1 minuto.

Figura 9. Polimento e ultra-polimento das amostras na politriz com discos de lixa de gramatura

Fonte: Autor

O procedimento descrito anteriormente foi realizado para a superficie de esmalte
dentario, o qual foi virado para cima e consequentemente a dentina previamente polida foi
virada para lamina de acrilico, fixando-a com cera pegajosa nas bordas laterais com a

precaucao de evitar contato entre a cera e 0 bloco.

Ao finalizar o polimento dos blocos, as amostras obtidas de esmalte dentario foram
submetidas a lavagem em ultrassom como apresentado na Figura 10 durante 40 minutos
subdivididos em 5 ciclos de 8 minutos cada, e desprezou-se a 4gua destilada em cada ciclo.
Os béqueres com amostras foram cheios de agua destilada e deionizada e armazenados

durante 24 horas para posterior fixacdo das amostras na lamina de acrilico.
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Figura 10. Blocos de esmalte e dentina submetidos a lavagem em ultrassom
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Fonte: Autor

4. 2. 2.2 Polimento dos blocos de dentina radicular

Os blocos de dentina radicular foram polidos com a metodologia empregada para 0s
blocos de esmalte como descrito anteriormente. Ambas as superficies da dentina radicular
foram polidas até obter-se uma superficie plana de aproximadamente 3mm x 3mm x 1,2mm,
realizado na politriz e com os discos de lixa de gramatura de 400-800, 600-1200, 2500 e 4000
conforme protocolo executado anteriormente. Finalmente, estes foram submetidos ao ultra-
polimento com solucdo diamantada de 1um, sem refrigeracdo, com uma velocidade de

300rpm durante 1 minuto.

Ao finalizar o polimento dos blocos, as amostras obtidas de dentina radicular foram

submetidas a lavagem em ultrassom, como descrito para o caso anterior.

4.3 OBTENCAO E PREPARO DE AMOSTRAS DE 0SSO MANDIBULAR SUINO
Foram selecionadas mandibulas suinas de 15cm de comprimento por 10cm de
largura, fornecidas pela Frigorifica Raia (Carapicuiba, SP, Brasil). As mandibulas foram
lavadas com agua destilada e deionizada em abundéncia, em seguida, foram armazenadas em
recipientes estéreis no freezer, para manutencdo dos tecidos biologicos ndo removidos

enguanto ndo utilizados, sob temperatura de -88°C.

Foi realizado o processo de remocéo do tecido mole remanescente no laboratorio de

preparo de amostras bioldgicas do Centro de Lasers e Aplicacdes (CLA), como ilustrado na
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Figura 11, Figura 12 e Figura 13, tais como fascias musculares, musculos e ligamentos
pertencentes a estrutura tecidual do animal. Usou-se uma lamina de bisturi N° 15, um cabo
de bisturi N° 3, além de uma pinca sem dentes para o prensado do tecido e exérese definitiva.
Foi realizada uma abundante lavagem com &gua destilada e deionizada ap6s remocéo
completa dos tecidos remanescentes, obtendo-se uma peca cirdrgica limpa e homogénea
superficialmente. Apds cada procedimento cirdrgico, as mandibulas foram envolvidas em
um envelope plastico de fechamento hermético e armazenadas sob temperatura de -88°C para

preservacao das pecas cirurgicas quando ndo utilizadas.

Figura 11. Esqueletizacdo da mandibula suina — detalhe na regido do corpo mandibular

Fonte: Autor

Figura 12. Regi&o do corpo mandibular esquerda suino delimitada

Fonte: Autor
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Figura 13. Regido do trigono retromolar suina esquerda delimitada

Fonte : Autor

As pecas cirargicas foram subdivididas em duas metades para melhor manejo das
hemimandibulas de ambos os lados, direito e esquerdo. Foram obtidos os blocos da regido
do corpo mandibular, como visualizado na Figura 14 através de corte manual com
micromotor de baixa rotagdo, com disco diamantado de aluminio e disco de carburundum
metalico, pelo qual foi realizada a irrigacdo abundante com agua destilada até a obtenc¢édo do
bloco final, para assim diminuir o efeito térmico apds o corte. No caso dos blocos da regido

do trigono retromolar, foi efetivado o procedimento anteriormente descrito.

Figura 14. Remocéo do bloco inteiro da regido do corpo mandibular

Fonte: Autor
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Ap0s a obtencdo dos blocos de ambos os grupos, estes foram submetidos a lavagem
em ultrassom para remocdo dos tecidos organicos remanescentes. Colocaram-se 0s blocos
em béqueres estéreis com agua destilada e deionizada, seguindo-se a lavagem durante 5
ciclos de 8 minutos cada, e finalmente os blocos néo analisados e/ou utilizados no mesmo

foram armazenados sob temperatura de -88°C até serem posteriormente analisados.

4. 3.1 Preparo e polimento de amostras de corpo mandibular suino

Os blocos de corpo mandibular suino obtidos foram submetidos ao corte vertical e
transversal na cortadeira manual (IsoMet, Buehler, SP, Brasil) para obtencdo de blocos
menores de 3mm x 3mm x 1,2mm. Foram fixados a lamina de acrilico com cera pegajosa,
com as bordas do osso paralelas as arestas da lamina. O corte iniciou-se na borda mais externa
do bloco e continuou-se até a borda interna, tendo-se como distanciamento entre corte e corte
3mm x 3mm. Em seguida, os blocos obtidos foram submetidos a lavagem em ultrassom

durante dois ciclos de 15 minutos.

Posteriormente, os blocos foram fixados novamente a ldamina de acrilico com cera
pegajosa e foi realizado o polimento na politriz. Iniciou-se o polimento com discos de lixa
de gramatura de 800, 1200, 2500 e 4000, durante 15 segundos para o primeiro caso e 10
segundos para 0s subsequentes discos, com uma velocidade de 100rpm. Finalmente, se
realizou o ultra polimento com solucdo diamantada de 1um e disco de feltro seco, sem
refrigeracdo, com uma velocidade de 300rpm durante 1 minuto. Consequentemente, foi
realizada a lavagem em ultrassom para remocao dos restos da solugdo diamantada. Os blocos
foram armazenados em um béquer com agua destilada e deionizada, tampado

hermeticamente e sob refrigeracdo de 4 °C durante 24 horas.

4. 3.2 Preparo e polimento de amostras da regido do trigono retromolar suino

Os blocos da regido do trigono retromolar obtidos, foram submetidos ao corte vertical
e transversal na cortadeira manual (Isomet, Buehler, SP, Brasil) para obtencdo de blocos
menores de aproximadamente 3mm x 3mm x 1,2mm. Realizou-se previamente um desgaste
e adaptacdo dos blocos, devido a anatomia irregular da regido e com a finalidade de facilitar
a fixacdo deste na lamina de acrilico. O desgaste foi feito com discos diamantados de
aluminio sob refrigeracdo montados no motor de baixa rotacdo de uso odontologico. Logo

depois, foi realizada a fixacéo dos blocos na lamina de acrilico com cera pegajosa quente. Os

42



blocos foram submetidos ao corte vertical e transversal, com distanciamento entre os cortes
de 3 mm x 3 mm x 1,2 mm com uso de disco diamantado de aluminio de grdo fino (Struers,
SP, Brasil) e sob refrigeracdo manual com agua destilada e deionizada. Posteriormente, estes
foram submetidos a lavagem em ultrassom como anteriormente descrito. Em seguida, foi
feito o polimento manual na politriz de ambas as superficies, segundo o protocolo descrito
anteriormente. Logo depois, as amostras foram armazenadas em béquer estéril com agua
destilada e deionizada, tampado hermeticamente, durante 24 horas. Finalmente, as amostras
foram fixadas na lamina de acrilico para andlise da microdureza de superficie inicial

(baseline).

4.4 ANALISE DE MICRODUREZA DE SUPERFICIE INICIAL (BASELINE)

As amostras obtidas dos quatro grupos de estudo e fixadas na lamina de acrilico foram
submetidas a analise de microdureza de superficie inicial (MDS) com a finalidade de obter-
se uma avaliacdo quantitativa da homogeneidade nas superficies das amostras apds o
polimento. Assim, para analise de MDS (Baseline), foi utilizado um microdurémetro
(Shimadzu HMV-200, Japéo) provido de indentador Knoop que foi programado para aplicar
uma carga de 245,2 mN (HKO0,025) durante 10 segundos (S) para o caso das amostras de
esmalte dentario, e uma carga de 98,4 mN (HKO0,01) durante 15 segundos (S) para as amostras

de dentina radicular, trigono retromolar e corpo mandibular.

Os valores de referéncia para selecdo das amostras e a analise da microdureza de
superficie inicial em cada tecido foram determinados segundo o descrito a literatura, [14],
[15] e [17], como descritos a seguir:

. Esmalte dentario: 274 — 338,35 (Valor Knoop — unidade: kgf.mm)

. Dentina radicular: 41,4 - 70 (Valor Knoop — unidade: kgf.mm)

. Cuerpo mandibular: 15,4 — 20,2 (Valor Knoop — unidade: kgf.mm)

. Regido do trigono retromolar: 9,7 - 15,07 (Valor Knoop — unidade: kgf.mm)

4. 4.1 Andlise de Microdureza de Superficie Inicial (Baseline) para esmalte dentario
Cada amostra de esmalte dentério foi posicionada no microdurémetro e mantida sem
movimentacdo durante toda a analise. Para cada amostra foram realizadas 15 indentacdes

subdivididas em trés filas de 5 indentagdes, as quais foram separadas em distancias de 100
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pm a partir de uma borda inicial, a qual foi previamente selecionada e marcada para futura

referéncia. A distancia entre fila e fila foi de 200 um como ilustrada na Figura 15:

Figura 15. Indentac0es realizadas no esmalte dentario com uma separagéo de 100um

Fonte: Autor

Apos estas indentacBes de baseline, foi calculada a média e desvio padrdo das 15
indentacdes de cada amostra para verificar se a mesmo era homogénea com a finalidade de
critério de inclusdo conforme os valores de microdureza determinados na literatura, por outro
lado para diminuir um desvio padrdo menor quando realizada a dispersdo dos dados. Foram
realizados gréficos de disperséo no Microsoft Excel (Microsoft Office, 2013) para cada grupo,
desta conseguiu-se realizar uma selegéo acurada das amostras a serem irradiadas. Para 0 caso
do esmalte dentario e segundo a dispersdo inicialmente realizada, como apresentada na
Figura 16, houve um descarte das amostras por abaixo da linha reta representante da média
dos valores de microdureza inicial obtidos para este tecido, pelo qual realizou-se um preparo
de blocos extras em um segundo e terceiro momento, como mostrado na Figura 17 e Figura

18. Para o caso da dentina radicular e segundo o grafico de dispersdo inicial visualizado na
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Figura 19 houve descarte das amostras que ndo incluiam-se na média dos valores de
microdureza de superficie inicial referenciados pela literatura, pelo qual preparou-se blocos
extras para posterior analise e posteriormente realizou-se uma segunda disperséo dos dados,
como evidenciado na Figura 20. No caso do corpo mandibular e regido do trigono molar,
como apresentados na Figura 21 e Figura 22 realizou-se em ambos 0s casos uma disperséo
inicial das médias dos valores iniciais de microdureza de superficie para selecdo das amostras

a serem irradiadas.

Figura 16. Disperséao — valores iniciais de microdureza de superficie do esmalte dentario
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Microsoft Excel, Microsoft Office 2013
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Figura 17. Dispersdo - valores iniciais de microdureza de superficie do esmalte dentario extras (segundo

grupo)
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Microsoft Excel. Microsoft Office 2013

Figura 18. Dispersao - valores iniciais de microdureza de superficie do esmalte dentario extras (terceiro

grupo)
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Microsoft Excel. Microsoft Excel 2013
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Figura 19. Dispersdo — valores iniciais de microdureza de superficie da dentina radicular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Microsoft Excel. Microsoft Office 2013

Figura 20. Dispersao - valores iniciais de microdureza de superficie da dentina radicular (segundo

grupo)
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Figura 21. Dispersao — valores iniciais de microdureza de superficie do corpo mandibular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Microsoft Excel, Microsoft Office 2013

Figura 22. Dispersao — valores iniciais de microdureza de superficie do trigono retromolar
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4.5 IRRADIACAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram submetidas a irradiagdo gama no Irradiador de Cobalto-60
(Gammacell, Co-60), com uma taxa de dose do equipamento (Outubro 2015) de 956Gy/h e
uma dose de trénsito (Outubro 2015) de 0,81Gy, localizado no Centro de Tecnologia das
RadiacGes (CTR) do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN-CNEN/SP,
Brasil), como apresentado na Figura 23, segundo protocolo de radioterapia convencional
utilizado nos pacientes acometidos por cancer de cabeca e pescogo. As amostras foram
colocadas em placas de Petri de material resinoso para cultivo, e em seguida, estas foram
submersas em campos de algoddo umidificados com uma solugdo de Timol diluido em agua
destilada (0,641g / 1litro de &gua destilada) [52] , com a finalidade de manter o ambiente

Umido e evitar a proliferacéo de fungos.

Figura 23. Fonte Gammacell Cobalto -60

Fonte: Autor

4. 5.1 Estudo piloto para determinacéo da taxa de dose
Para determinar a taxa de dose a ser empregada no estudo foi realizado um estudo
piloto com amostras de dentina radicular, conformando-se dois grupos de 5 amostras cada,
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as quais foram submetidas a duas taxas de dose diferentes no Irradiador Co-60 (Fonte

GammacCell), como apresenta-se na Figura 24:

1. - O primeiro grupo foi submetido a uma taxa de dose de 10Gy /2,2s, como dose Unica. Em
seguida, realizou-se a irrigacdo do campo com a solucdo de Timol e agua destilada, e foi
armazenada sob refrigeracéo 4°C.

2. - O segundo grupo foi submetido a uma taxa de dose fracionada de 2Gy/ 4,4s durante 5
dias consecutivos até completar uma dose total de 10Gy. Apés cada irradiacdo as amostras

foram irrigadas com a solucdo descrita anteriormente e armazenadas sob refrigeracéo de 4°C.

Ambos os grupos foram submetidos & analise de MDS. Apds irradiacéo, realizou-se
0 célculo de média e o desvio padrdo das 15 indentagdes realizadas. Segundo os resultados
obtidos nos graficos de dispersdo e a plotagem, o estudo piloto indicou uma maior
variabilidade dos resultados das médias iniciais e finais de MDS com a taxa de dose 10Gy,
conforme a desvio padréo obtido, pelo qual resolveu-se usar a taxa de dose fracionada de

2Gy/4,4s, para todos 0s grupos em estudo, conforme mostra a Figura 25.

Figura 24. Amostras do estudo acondicionadas nas placas de Petri

Fonte: Autor
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Figura 25. Média da microdureza de superficie para determinacao da taxa de dose — 2Gy e 10 Gy
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Microsoft Excel, Microsoft Office 2013

4.5. 2 Irradiacdo das amostras de esmalte dentério
As amostras de esmalte dentario foram colocadas em placas de Petri submersas em
algodao umidificado com a solucéo de Timol e agua destilada como descrito anteriormente

no estudo piloto. Estas foram distribuidas em 5 amostras por cada placa de Petri.

Em seguida, deu-se inicio ao protocolo de irradiacdo no Irradiador de Cobalto-60
(Fonte GammacCell, Co-60) com uma taxa de dose do equipamento para 0 més de marco de
2016 de 903Gy/h, uma dose de transito de 0,76Gy e, finalmente, uma taxa de dose de 2Gy/
4,94s. Foi realizada a irradiacdo duas vezes por dia (4Gy por dia) com um intervalo de 8
horas para cada irradiacdo, durante 5 dias até completar uma dose semanal de 20Gy. Apoés a
segunda irradiacéo do dia, as amostras foram submetidas a irrigacdo com a solugéo de Timol

e de agua destilada e posteriormente foram armazenadas sob refrigeracéo 4°C.

4.5. 3 Irradiacdo das amostras de dentina radicular
As amostras de dentina radicular foram submersas em algoddo, umidificado com a
solucdo de Timol e agua destilada e colocadas nas placas de Petri. Estas foram submetidas a

irradiacdo gama, com as caracteristicas anteriormente descritas. As amostras receberam uma
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taxa de dose fracionada de 2Gy / 4,94s duas vezes no dia, completando semanalmente uma
dose de 20Gy. A dose total de irradiacao foi de 72Gy. Foi realizada a reidratacao das amostras

apos o segundo tempo de irradiacédo no dia.

4.5. 4 Irradiagdo das amostras de trigono retromolar

No caso das amostras de trigono retromolar foi realizado o procedimento previamente
descrito para a dentina radicular e o esmalte dentario. Estas foram acondicionadas nas placas
de Petri umidificadas com a solugéo de Timol e de agua destilada para manter um ambiente
umido e livre de crescimento de fungos. Os blocos foram submetidos a irradiacdo diaria com
uma taxa de dose de 2Gy / 4,94s duas vezes no dia até completar uma dose semanal de 20Gy.
Ap6s o segundo tempo de irradiacdo, a qual foi realizada em um intervalo de
aproximadamente 8 horas realizou-se a reidratacdo das amostras e estas finalmente foram

armazenadas sob refrigeracdo de 4°C para as proximas irradiacoes.

4.5.5 Irradiacdo das amostras de corpo mandibular

O grupo de amostras de corpo mandibular suino foi colocado em placas de Petri
distribuidas em subgrupos de 5 amostras por cada placa, as quais foram submersas em
algodao umidificado para manutencdo do ambiente Umido e inibi¢do de crescimento fungico.
Estas foram submetidas a irradiagdo gama, com uma taxa de dose fracionada de 2Gy/4,94 s
duas vezes por dia, até completar uma dose semanal de 20Gy, e uma dose total de 72Gy.
Apos o segundo tempo de irradiacdo, as placas de Petri foram reidratadas e armazenadas sob

refrigeracéo de 4°C.

4.6 ANALISE DE PERCENTUAL DE PERDA DE DUREZA SUPERFICIE

Apl6s as amostras serem submetidas & irradiagdo gama segundo protocolo
estabelecido e descrito anteriormente, executou-se a avaliagcdo final da microdureza de
superficie de cada grupo. Cada amostra foi posicionada no microdurémetro (Shimadzu HMV-
2000.Shimadzu, Japéo) para localizacao da borda inicial usada como referéncia na primeira
andlise de dureza; em seguida, calculou-se uma distancia de separacdo de 200 um entre a
primeira e segunda indentacdo com a finalidade de avaliar-se as variagdes da dureza na regido
envolvida e analisada inicialmente. Foram realizadas cinco indentacdes por fila, separadas
uma da outra com uma distancia de 100um, completando-se finalmente as 15 indentagdes

finais para cada amostra dos grupos em estudo.
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Os dados obtidos foram registrados na planilha inicial de avaliagdo (apresentada no
Anexo A). Em seguida, as amostras forma submetidas a analise de % perda de microdureza
de superficie ou testes bioldgicos com a finalidade de aferir a integridade das amostras. O

calculo de % de perda de dureza de superficie € matematicamente representado pela equacao:
% Variacao de Dureza de Superficie = MDS Inicial — MDS Pés-tratamento x 100 / MDS Inicial

A determinacdo da % de perda de microdureza de superficie apds a irradiacdo gama
€ um controle intra-amostra, aferindo a seguranca do método utilizado com relacdo a

manutencdo da homogeneidade.

4.7 ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Quatro amostras por cada grupo foram selecionadas aleatoriamente para serem
avaliadas morfologicamente através da microscopia eletronica de varredura (MEV). Em um
primeiro momento as amostras foram tratadas e preparadas (condicionamento inicial)
fisicamente para posterior analise no MEV. Escolheram-se diferentes concentracdes de
etanol com a finalidade de desidratar-se cada amostra incluida em uma escala crescente: 10%,
30%, 50%, 70 %, 90%, 96% e 100% por 15 minutos em cada solucdo. Logo em seguida, as
mostras ficaram no dissecador de silica durante 24 horas (tempo minimo) para posterior

analise no MEV.

As amostras foram examinadas no microscépio eletrénico de varredura TM 3000
Tabletop Microscope (Hitachi, Japan) do Centro de Caracterizacdo e Tecnologia dos
Materiais (CCTM) no IPEN-CNENY/SP, Brasil, com uma tensdo de 15Kv para obtencéo de
maior resolucdo da imagem com uma ampla especificidade da superficie a ser analisada. Para
facilitar a fixacdo da amostra no porta-amostras do MEV empregou-se uma fita dupla adesiva

de carbono, condutora. Os grupos avaliados foram constituidos de:

1) Grupo de esmalte dentario controle (duas amostras antes da irradiacdo gama);

2) Grupo de esmalte dentério experimental (duas amostras apos a irradiacdo gama);
3) Grupo de dentina radicular controle (duas amostras antes da irradiacdo gama);

4) Grupo de dentina radicular experimental (duas amostras apos a irradiacdo gama);
5) Grupo de corpo mandibular controle (duas amostras antes da irradiagdo gama);
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6) Grupo de corpo mandibular experimental (duas amostras apos a irradiacdo gama);
7) Grupo da regido do trigono retromolar controle (duas amostras antes da irradiagdo gama);

8) Grupo da regido do trigono retromolar experimental (duas amostras apés a irradiagdo

gama).

4.8 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA ATR - FTIR

As amostras irradiadas e ndo irradiadas foram analisadas por Espectroscopia no
Infravermelho por transformada de Fourier, no equipamento Espectrometro infravermelho
FTIR (Perkin - Elmer, 100) do Centro de Tecnologia das Radia¢des (CTR) do IPEN/CNEN,
SP, Brasil, cujos espectros foram obtidos por reflexdo total atenuada (ATR), numa faixa de
frequéncia de 4000 cm™ a 650 cm™, e uma precisdo de aquisicdo de 4 cm™. Optou-se por
uma maior quantidade de varreduras seguindo as Ultimas publicacdes da literatura mais
recente [48], [51] para obtencédo de espectros de tecido duro da cavidade bucal, completando-
se um total de 80 varreduras com subtragdo do background (BG). O cristal que compunha o
equipamento para a analise foi o seleneto de zinco (ZnSe), para se obter uma analise
bioquimica e semi-quantitativa do contetdo organico e inorganico nelas presente nelas. As
amostras foram descoladas das laminas de acrilico e foram posicionadas acima do cristal de
ZnSe para obtencdo dos espectros gerados pela transformada de Fourier. Logo depois das
amostras serem descoladas e posicionadas centralmente no cristal, seguiu-se 0 ajustamento
contra o cristal usando uma determinada forca de torque de 130 N, o qual permitiu uma

analise exata e acurada das amostras, ilustrada na Figura 26.
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Figura 26. Andlise das amostras pela técnica de reflexdo total atenuada aplicando-se uma forca de
torque de 130N

Fonte: Autor

Foram obtidos oito espectros para o caso das amostras controle, ou seja, aquelas que

nédo foram submetidas a irradiacdo gama, e foram subdivididos:

- Esmalte dentério: um espectro para a amostra controle identificada como E40REF

e outro para o caso da amostra controle identificada como E69REF.

- Dentina radicular: um espectro para a amostra controle identificada como D81REF

e outro para o caso da amostra controle identificada como D52REF.

- Corpo mandibular: um espectro para a amostra controle de CM58REF e outro para

0 caso da amostra controle identificada como CM50REF.

- Regido do trigono retromolar: um espectro para a mostra controle identificada como
TRM55REF e outro para o caso da amostra controle identificada como TRM56REF.
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5. RESULTADOS
5.1 ANALISE DE MICRODUREZA DE SUPERFICIE (MDS)

Os resultados obtidos da microdureza de superficie foram analisados e submetidos a
analise estatistica com um nivel de confianca de 95% no programa Statiscal Package for
Social Science, SPSS versdo 18 para Windows. A partir dos valores da média e desvio padrao
obtidos e segundo o teorema de Lindeberg — Lévy (teorema do limite central ou central limit
teorema-CLT), o qual estabelece que a distribuicdo da média provenientes de dados
individuais e independentes é normal, e como os dados analisados neste estudo, pertencentes
a médias individuais e independentes, usou-se dito postulado para determinar-se a
distribuicdo normal dos dados obtidos correspondentes as médias dos valores iniciais e finais
da microdureza de superficie de todos os grupos de estudo. Uma vez determinada a
distribuicdo normal das médias de microdureza de superficie, tanto iniciais quanto finais,
aplicou-se a prova estatistica paramétrica de t de student para médias relacionadas com a

finalidade de testar a hipdtese de nulidade, conforme apresentado a seguir:

Ho: N&o existe diferenca significativa entre os valores iniciais de microdureza de
superficie quando comparadas com os valores finais nas amostras dos tecidos duros da

cavidade bucal submetidos a irradiacdo gama.

A Tabela 1 apresenta a média e erro padrdo dos valores iniciais e finais de

microdureza de superficie no esmalte.

Tabela 1. Média e erro padrdo da microdureza de superficie no esmalte dentario

Média Erro padréo da
média
Par 1 Inicial 354,50 3,83
Final 301,67 3,44

Fonte: Elaborado pelo autor no programa SPSS versédo 18 para Windows
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Estatistica descritiva:

1. O nimero de indentagOes avaliadas foi de n= 732 em cada bloco de esmalte antes e apos
a irradiacdo gama, obtendo-se uma diferenca entre a média inicial e final dos valores de

microdureza de superficie de aproximadamente 53 pontos.

2. O erro padréao da média dos valores iniciais de microdureza de superficie foi de 3,83, e
para o caso dos valores finais foi de 3,44, representando em ambos os casos valores pequenos

que oferecem uma maior margem de seguranca dos dados obtidos.

A Tabela 2 apresenta o teste t de student para analise da diferenca das medias
relacionadas (inicial e final) dos valores de microdureza de superficie das amostras de

esmalte dentéario.

Tabela 2. Teste t de student da microdureza de superficie do esmalte dentario

Prova de amostras relacionadas

Diferencas relacionadas t gl P - valor
0,
Média Erro 95% Intervalo de (grau (o)
= . s de (Bilateral)
padrdo da confianga para a
™ . liberd
média diferenca
Inferior Superior ade)
Par Inicial - 52,823 3,916 45,134 60,512 13,488 731 0,00

1 Final

Fonte: Elaborado pelo autor no programa SPSS versado 18 para Windows

O quadro resumo apresentado na Tabela 2 mostra que a hipdtese de nulidade foi
recusada, ja que se obteve um valor de p < 0,05 % (0,00%); por conseguinte, existe diferenca
estatisticamente significativa entre os valores iniciais e finais de microdureza de superficie

nas amostras de esmalte dentario.

A Tabela 3 apresenta a média e erro padrdo dos valores de microdureza de superficie

inicial e final, nas amostras de dentina radicular.
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Tabela 3. Média e erro padrédo da microdureza de superficie da dentina radicular

Média Erro padréo da
media
Par 1 Inicial 54,30 0,79
Final 33,32 0,78

Fonte: Elaborado pelo autor no programa SPSS versdo 18 para Windows

Estatistica descritiva:

1. Apoés a avaliacdo de n= 642 indentacOes realizadas nos blocos de dentina
apresentou-se uma diminuicao de aproximadamente 20 pontos de diferenca entre

a média inicial e final dos valores de microdureza de superficie.

2. O erro padrdo da média dos valores iniciais de microdureza de superficie foi de
0,79, e para o caso da média dos valores finais foi de 0,78, representando em
ambos 0s casos valores pequenos de erro que oferecem uma maior margem de

seguranca dos dados obtidos.

A Tabela 4 apresenta o teste de t de student para analise da diferenca das médias
relacionadas (inicial e final) dos valores de microdureza de superficie nas amostras de dentina

radicular.
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Tabela 4. Teste t de student da microdureza da dentina radicular

Prova das amostras relacionadas

Diferencas relacionadas t al p-valor
(<0,05%)
(bilateral)
Média Erro 95% Intervalo de confianga
padréo da para a diferenga
média Inferior Superior
Par Inicial - 20,98 0,79 19,42 22,54 26,43 641 0,00

1 Final

Fonte: Elaborado pelo autor no programa SPSS verséo 18 para Windows

O quadro resumo apresentado na Tabela 4 mostra que a hipdtese de nulidade foi
recusada, ja que se obteve um valor de p < 0,05 % (0,00%); por conseguinte, existe diferenca
estatisticamente significativa entre os valores iniciais e finais de microdureza de superficie

nas amostras de dentina radicular.

A Tabela 5 mostra a média e erro padrdo dos valores de microdureza de superficie

inicial e final das amostras de corpo mandibular.

Tabela 5. Média e erro padrédo da microdureza de superficie do corpo mandibular

Média Erro padréo da
média
Par 1 Inicial 21,66 0,38
Final 15,61 0,26

Fonte: Elaborado pelo autor no programa SPSS versado 18 para Windows
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Estatistica descritiva:

1. Apos a avaliacdo de n= 752 indentacOes realizadas nos blocos de corpo mandibular
apresentou-se uma diferenca entre a média inicial e final de aproximadamente 6 pontos

correspondente aso valores iniciais e finais de microdureza de superficie.

2. O erro padrdo da média dos valores iniciais de microdureza de superficie foi de 0,38, e
para o caso da média dos valores finais foi de 0,26, representando em ambos 0s casos valores

pequenos de erro que oferecem uma maior margem de seguranca dos dados obtidos.

A Tabela 6 mostra o teste de t de student para analise da diferenca das médias
relacionadas (inicial e final) dos valores de microdureza de superficie das amostras de corpo

mandibular.

Tabela 6. Teste t de student da microdureza do corpo mandibular

Prova das amostras relacionadas

Diferencas relacionadas t gl p- valor
Média Erro 95% Intervalo de confianga (graus (<0,05%)
padrdo da para a diferenca de (bilateral)
média Inferior Superior liberd
ade)
Par Inicial - 6,05 0,39 5,28 6,83 15,32 751 0,00

1 Final

Fonte: Elaborado pelo autor no programa SPSS versdo 18 para Windows

O quadro resumo apresentado na Tabela 6 mostra que a hipdtese de nulidade foi
recusada, ja que se obteve um valor de p < 0,05 % (0,00 %); por conseguinte, existe diferenca
estatisticamente significativa entre os valores iniciais e finais de microdureza de superficie
nas amostras de corpo mandibular, além de apresentar uma diferenca positiva da média, e

um erro padréo de 0,39, o qual fornece uma margem de seguranca maior dos dados.
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A Tabela 7 mostra a média e erro padrdo dos valores de microdureza de superficie

inicial e final nas amostras da regido do trigono retromolar.

Tabela 7. Média e erro padrao da microdureza de superficie do trigono retromolar

Média Erro padréo da
média
Par 1 Inicial 25,25 0,42
Final 18,00 0,32

Fonte: Elaborado pelo autor no programa SPSS versao 18 para Windows

Estatistica descritiva:

1. - Ap0s a avaliacdo de n= 726 endentagdes realizadas nos blocos da regido do
trigono retromolar obteve-se uma diferenca entre a média inicial e final dos

valores de microdureza de superficie de aproximadamente 07 pontos.

2. O erro padrdo da média dos valores iniciais de microdureza de superficie foi de
0,42, e para o caso da média dos valores finais foi de 0,32, representando em
ambos 0s casos valores pequenos de erro que oferecem uma maior margem de

seguranca dos dados obtidos.

A Tabela 8 mostra o teste de t de student para andlise da diferenca das médias
relacionadas (inicial e final) dos valores de microdureza de superficie das amostras da regido

do trigono retromolar.

61



Tabela 8. Teste t de student da microdureza de superficie do trigono retromolar

Prova das amostras relacionadas

Diferencgas relacionadas t gl p-valor
Média Erro 95% Intervalo de (grau (<0,05%)
padrdo da confianca para a s de (bilateral)
média diferenca liber
Inferior Superior dade)
Par Inicial - 7,25 0,47 6,33 8,17 15,41 725 0,00

1 Final

Fonte: Elaborado pelo autor no programa SPSS versdo 18 para Windows

O quadro resumo apresentado na Tabela 8 mostra que a hipotese de nulidade foi
recusada, ja que se obteve um valor de p < 0,05 % (0,00%); por conseguinte, existe diferenca
estatisticamente significativa entre os valores iniciais e finais de microdureza de superficie

nas amostras da regido do trigono retromolar.

A Figura 27 apresenta a andlise estatistica de t de student para estabelecer as
comparacdes entre as médias e o desvio padrdo obtidas para os valores de microdureza de
superficie inicial e final entre os grupos de estudo avaliados. Segundo o grafico, o esmalte
dentario apresentou uma maior varia¢ao entre os valores iniciais e finais de microdureza de
superficie, quando comparados com 0s outros grupos, os quais obtiveram os valores da
diferenca entre as médias e o erro padrdo proximos. Os dados foram obtidos com um

intervalo de confianca de 95 %.
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Figura 27. Teste de t de student para andlise dos valores da média e erro padrao dos

valores de microdureza de superficie inicial e final das amostras em estudo
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Fonte: Elaboracéo propria a partir dos dados obtidos das analises submetidos ao teste t de student para médias relacionadas no programa
SPSS. 18 para Windows

Para a anélise da diferenca dos valores de microdureza de superficie entre 0s grupos

(esmalte dentério, dentina radicular, corpo mandibular e regido do trigono retromolar) foi

realizado o teste estatistico de variancia ou ANOVA, o qual visa determinar a existéncia de

diferenca estatisticamente significante do efeito exercido pela radiacdo gama entre 0s grupos

em estudo avaliando-se as diferencas de microdureza inicial e final intergrupos. As tabelas,

Tabela 9, Tabela 10 e Tabela 11 a seguir apresentam os resultados obtidos através da

analise:
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Tabela 9. Andlise da diferenca da microdureza de superficie dos grupos em estudo

N Média Erro Intervalo de confianga para  Minimo  Maximo
padrao a média al 95%
Limite Limite
inferior superior
Esmalte 728 51,2754 3,45286 44,4966 58,0542 -277,00 438,00
Dentina 642 20,9780  0,79387 19,4191 22,5369 -45,00 115,20
Corpo 752 6,0512 0,39491 5,2760 6,8265 -71,40 61,80
mandibular
Trigono 726 7,2492 0,47051 6,3254 8,1729 -42,60 64,10
retromolar
Total 2848 21,2815 0,97742 19,3650 23,1981 -277,00 438,00

Fonte: Elaborado pelo autor no programa SPSS versdo 18 para Windows

A partir dos resultados apresentados na Tabela 9 observa-se, em um primeiro
momento, que todos 0s grupos de estudo aqui avaliados apresentaram uma diferenca positiva
entre os valores de microdureza de superficie, identificando-se uma maior diferenca entre
esses valores (inicial e final) nas amostras de esmalte dentario quando comparado com 0s
outros grupos. Por outro lado, a diferenca de valores do grupo da regido do corpo mandibular

apresentou a menor diferenca intergrupo dos valores de microdureza aqui obtidos.
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Tabela 10. Prova de homogeneidade dos grupos analisados através do teste de ANOVA

ANOVA

Anélise da diferenca dos valores de microdureza inicial e final

Soma de gl (graus Media F p-valor
quadrados de guadratica (<0,05%)
liberdade)
Intergrupos 972382,01 3 324127,33 136,08 0,00
Intragrupo 6773874,20 2844 2381,812
Total 7746256,22 2847

Fonte: Elaborado pelo autor no programa SPSS versdo 18 para Windows

A partir dos resultados obtidos da Tabela 10, comprova-se que existe uma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos do estudo, a partir da diferenca das médias dos
valores iniciais e finais da microdureza de superficie. Consequentemente, o grau de
acometimento dos tecidos duros submetidos a irradiacdo gama (esmalte dentério, dentina
radicular, corpo mandibular e regido do trigono retromolar) foi diferente para cada um dos
grupos, ou seja, a radioterapia atingiu cada tecido de forma diferente, com um prejuizo maior

em alguns grupos do que em outros.
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Tabela 11. Teste estatistico Tukey para analise da diferenca das médias da

microdureza de superficie dos grupos em estudo

Variavel dependente: Diferenga das médias dos valores de microdureza inicial e final

(I) tecido

Esmalte

Dentina

HSD de
Tukey Corpo

mandibular

Trigono

retromolar

(J) tecido

Dentina
Corpo
mandibular
Trigono

retromolar

Esmalte
Corpo
mandibular
Trigono
retromolar
Esmalte
Dentina
Trigono

retromolar

Esmalte

Dentina

Corpo

mandibular

Diferenca

de médias

(I-9)

30,30
45,22

44,03

-30,30°

14,93

13,73

-45,22"
-14,93°

-1,20

-44,03'

-13,73°

1,20

Comparacgdes multiplas

Erro

padréo

2,64
2,54

2,56

2,64

2,62

2,64

2,54

2,62

2,54

2,56

2,64

2,54

p-

valor
(<0,05

%)

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,97

0,00

0,00

0,97

Intervalo de confianca al

Limite

inferior

23,51
38,70

37,45

-37,09

8,19

6,93

-51,75

-21,67

-7,73

-50,61

-20,52

-5,33

95%
Limite
superior
37,09
51,75
50,61
-23,51
21,67
20,53
-38,70
-8,19
5,33
-37,45

-6,93

7,73

Fonte: Elaborado pelo autor no programa SPSS versdo 18 para Windows

A Tabela 11 apresenta as compara¢des correspondentes as diferencas das médias dos

valores iniciais e finais de microdureza de superficie dos grupos em estudo, os quais refletem

um maior grau de diferenca no grupo do esmalte dentario quando comparados aos outros

grupos. A diferenca acentua-se quando comparados 0s grupos de corpo mandibular e da
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regido do trigono retromolar. No que diz respeito a dentina radicular existe uma diferenca
intergrupos significante quando comparados com todos o0s grupos, apresentando uma
diferenca negativa quando comparado com o grupo de esmalte dentario (devido a um maior
acometimento deste grupo e, por conseguinte uma maior diminuicdo da dureza de superficie
das amostras avaliadas). Por outro lado, para o caso das amostras de corpo mandibular e o
trigono retromolar, a dentina apresentou uma diferenca negativa, ou seja, houve uma maior
perda de dureza de superficie na dentina radicular do que nos subgrupos mandibulares,
resultando numa diferenca estatisticamente significante. Finalmente, quando comparados 0s
grupos de corpo mandibular e a regido do trigono retromolar estabeleceu-se uma relagéo nao
estatisticamente significativa para a diferenca das médias dos valores iniciais e finais da
microdureza de superficie sugerindo que a irradiacdo gama acometeu ambos 0s tecidos em
uma mesma magnitude, obtendo-se resultados proximos de dureza de superficie apos a

radioterapia.

A Figura 28 apresenta os valores da média das diferencas entre os valores de
microdureza de superficie inicial e final dos grupos em estudo (esmalte dentério, dentina
radicular, corpo mandibular e regido do trigono retromolar) no qual observa-se que o grupo
do esmalte obteve um maior valor da diferenca entres as médias dos valores iniciais e finais
de microdureza de superficie quando comparado com outros grupos. Salienta-se também que
houve uma similaridade nos valores da média obtida para o grupo de corpo mandibular e
regido do trigono retromolar
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Figura 28. Média das diferencas dos valores de microdureza de superficie inicial e final dos grupos em

estudo
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa SPSS versao 18 para Windows

5.2 ANALISES NA MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A Figura 29, a seguir mostra as eletromicrografias obtidas no MEV, correspondente
as andlises do grupo controle e grupo irradiado das amostras de corpo mandibular e regido
do trigono retromolar com a finalidade de estabelecer-se uma analise morfologica

comparativa de ambos 0s momentos (antes e apés a irradiagdo gama).
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Figura 29. Amostra de corpo mandibular antes (lado esquerdo) e apds a irradiagio

gama (lado direito) com uma magnificacao de 4000x

Fonte: Autor

A Figura 29 apresenta uma eletromicrografias comparativa entre a estrutura da
amostra de corpo mandibular antes de ser submetida a irradiagdo gama e apds polimento
mecanico na politriz. Observa-se um 0sso compacto, de superficie lisa, de opacidade
acentuada, o que confirma a sua alta densidade mineral e grau de compactacdo. Por outro
lado, observam-se linhas verticais muito ténues que percorrem a superficie no total, sendo
provavelmente criadas devido ao polimento realizado, porém, a integridade do tecido é
absolutamente mostrada na imagem. Por outro lado, a eletromicrografias do lado esquerdo
apresenta a amostra de corpo mandibular apds ter recebido a dose total de 72Gy de radiacao
gama. Observa-se uma superficie esburacada e completamente desestabilizada
estruturalmente, com perda de continuidade e homogeneidade do tecido. Por outro lado, nos
arredores da regido central, identifica-se trincas e depressOes, as quais espalham-se pela
superficie toda, o que comprova, de fato, o efeito deletério da irradiagdo gama sobre este
tecido, embora o corpo mandibular apresente uma maior densidade e maior tecido cortical,
porém uma irrigacdo sanguinea e nutricdo intercelular diminuida quando comparada com a
regido do trigono retromolar. Morfologicamente, esta regido vé-se afetada na grande maioria
de sua superficie.
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Figura 30. Amostra da regido do trigono retromolar antes da irradia¢cdo gama (lado

esquerdo) e apos a irradiacdo gama (lado direito) com uma magnificacdo de 4000x

Fonte: Autor

A Figura 30 (eletromicrografia do lado esquerdo), representa uma eletromicrografia
obtida da amostra da regido do trigono retromolar antes da irradiagdo gama, apds polimento
mecanico, na qual pode observar-se uma superficie lisa e uniforme, correspondente a um
tecido aparentemente saudavel no nivel macrorregional, analisada com uma magnificacao de
4000x. A porosidade observada neste caso refere-se ao trabeculado e aos condutos
haversianos presentes. No entanto, a eletromicrografia do lado direito representa a amostra
da regido do trigono retromolar apds a dose total recebida de radiagdo gama (72Gy). A
imagem mostra uma acentuada desorganizacdo da superficie analisada, apresentando um
trincamento de comprimento consideravel, além de observar-se trincas menores ao redor da
trinca maior, pelo qual considera-se que o efeito da radiacdo no local irradiado exerceu um
maior efeito deletério em um determinado local quando comparado com outros locais da
superficie. Por outro lado, a instabilidade gerada pela radiacdo gama conduz a uma destruicéo
maior do tecido, conjuntamente com a perda da dureza de superficie. A regido do trigono
retromolar apresenta uma maior quantidade de osso trabeculado e menor compactacao
quando comparado com outras regifes da mandibula, o que acarretara provavelmente uma

maior incidéncia de ORN nesse local.
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As eletromicrografias a seguir representam uma amostra de esmalte dentério apos a
irradiacdo gama mostrada com diferentes aumentos nas quais observa-se uma clara
desintegracao e deterioracdo da superficie do esmalte, com presenca de trincamentos e linhas
de fratura ao redor da superficie central. A amostra foi submetida a irradiacdo gama com uma
dose total de 72Gy. Na Figura 31, com uma magnificacdo de 500x, pode-se identificar uma

superficie atingida pela radiacdo. Na Autor

Figura 32, com uma magnificacdo de 1000x observa-se, no modo da imagem
topografica, uma superficie rugosa, heterogénea com falta de continuidade no que diz
respeito a textura. Posteriormente a uma maior magnificacdo de 2000x, Figura 33, consegue-
se distinguir um trincamento de maior comprimento ao nivel da superficie, de forma irregular
e esburacada, pelo fato da radiagdo gama ter alterado a integridade estrutural, inclusive
observando-se fragmentos do tecido duro acometido. Finalmente, na Figura 34, uma
acentuada linha de fratura é observada na superficie, de comprimento consideravel, destacada
numa magnificacdo de 4000x.

Figura 31. Amostra de esmalte dentario apds irradiacdo gama (500x)

E20EEIRRAD AL x500 200 um

Fonte: Autor
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Figura 32. Amostra de esmalte dentario ap6s irradiagdo gama (1000x)

E20EEIRRAD ALT x1.0k 100 um

Fonte: Autor

Figura 33. Amostra de esmalte dentario ap6s irradiagdo gama (2000x)

E20EEIRRAD AL ¥20k  30um

Fonte: Autor
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Figura 34. Amostra de esmalte dentario apds irradiagdo gama (4000x)

E20EEIRRAD ALT x4.0k 20 um
Fonte: Autor

As figuras a seguir apresentam eletromicrografias da amostra de dentina radicular
apos a irradiacdo gama. Na Figura 35, com um aumento de 500x observa-se um trincamento
na regido central da amostra, de comprimento considerdvel, o qual demonstra o
acometimento da superficie em estudo (modo da imagem composicional). Na Figura 36
observa-se no modo de imagem topografica, o trincamento ou linha de fratura no eixo
longitudinal da amostra, representando-se o grau de acometimento pela radiagédo gama e a
dose total empregada (72Gy) com um maior aumento de 1000x. No que diz respeito a Figura
37, com um aumento de 2000x e em outro ponto da superficie da amostra de dentina, destaca-
se outra linha de fratura, com deslocamento leve das bordas e perda da continuidade do tecido
mineralizado, o qual novamente apresenta um acometimento em outro &ngulo da superficie
do bloco de dentina analisado, obtendo-se maiores detalhes. Finalmente, na Figura 38,
observa-se ao longo do eixo principal da amostra um trincamento que se estende na maior
parte da superficie daamostra, visualizando-se no modo de imagem topografica e detectando-
se claramente o efeito deletério causado no bloco irradiado, com uma lente de aumento
4000x.
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Figura 35. Amostra de dentina radicular apos irradiacdo gama (500x)

DO3EEIRRAD AL x500 200 um

Fonte: Autor

Figura 36. Amostra de dentina radicular apds irradiacdo gama (1000x)

DO3EEIRRAD ALT *1.0k 100 um

Fonte: Autor
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Figura 37. Amostra de dentina radicular apés irradiacdo gama (2000x)

DO3EEIRRAD AL ¥2.0k  30um

Fonte: Autor

Figura 38. Amostra de dentina radicular apés irradiacdo gama (4000x)

DOZEEIRRAD ALT x40k 20um

Fonte: Autor



As eletromicrografias seguintes, Figura 39 a Figura 42, apresentam outra amostra
de corpo mandibular. Elas mostram os efeitos deletérios causados pela irradiacdo gama na
superficie do tecido duro em diferentes aumentos. Apresentam-se 0s trincamentos,
perfurac@es e linhas de fraturas das geradas apds a irradiacdo, distinguindo-se os diferentes
graus de acometimento em cada aumento apresentado, observando-se deslocamentos dos
fragmentos, quanto a perda de continuidade do tecido no que diz a uma superficie lisa, plana
e sem areas esburacadas ou perfuradas. A ultima eletromicrografia, Figura 42, apresenta uma
fragmentacdo progressiva em torno de um nuicleo central, com separacdo das formas, com
aspecto de uma fratura cominutiva da superficie da amostra de corpo mandibular. Além disso,
é peculiaridade desta amostra diferentes tipos de trincamentos com profundidade reduzida e

uma ténue linha de fratura central.

Figura 39. Amostra de corpo mandibular ap6s irradiagdo gama (500x)

CM35IRRADI AL x500 200 um

Fonte: Autor
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Figura 40. Amostra de corpo mandibular ap6s irradiacdo gama (1000x)

CM35IRRADI AL x1.0k 100 um

Fonte: Autor

Figura 41. Amostra de corpo mandibular apds irradiacdo gama (2000x)

CM35IRRADI AL x2.0k  30um

Fonte: Autor
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Figura 42. Amostra de corpo mandibular ap6s irradiagdo gama (4000x)

CM35IRRADI AL *»4.0k  20um

Fonte: Autor

As eletromicrografias, Figura 43 a Figura 46, apresentam imagens da amostra de
esmalte dentario ap0s a irradiacdo gama, nas quais observam-se as indentacdes realizadas
apos a radioterapia para calculo de valor Knoop e obtengdo da microdureza de superficie final
do tecido. Estas indentacBes foram realizadas paralelas as iniciais separadas com uma
distancia de 200um entre cada coluna. As eletromicrografias mostram as indentacdes em
diferentes aumentos (300x, 1000x, 4000x e 5000x). Salientam-se as varia¢cdes morfologicas
observadas em cada imagem da superficie da amostra de esmalte pela acdo exercida da
radiacdo gama.
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Figura 43. Amostra de esmalte dentario apds irradiacdo gama (300x)

AL D50 x300 300 um

Fonte: Autor

Figura 44. Amostra de esmalte dentario apds irradiacdo gama (1000x)

AL D5.0 x1.0k 100 um

Fonte: Autor
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Figura 45. Amostra de esmalte dentario apds irradiacdo gama (4000x)

E20 AL D50 x40k 20um

Fonte: Autor

Figura 46. Amostra de esmalte dentario apds irradiacdo gama (5000x)

AL D50 x50k  20um

Fonte: Autor
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As figuras, Figura 47 a Figura 50, apresentam as eletromicrografias de outra amostra
de dentina radicular apés a irradiacdo gama (72Gy), as quais apresentam as indentacdes
realizadas paralelamente as iniciais. As eletromicrografias, em diferentes aumentos,
apresentam o comprimento da indentacdo final. A indentacdo final quando comparada com
a indentacdo inicial apresenta um maior comprimento (Figura 49 e Figura 50), pelo qual,
determina-se uma perda de contetdo mineral na superficie e uma maior penetracdo do
indentador Knoop na superficie, além da perda de dureza e uma predisposi¢do a fratura, pela

diminuigdo na resisténcia mecanica da amostra analisada.

Figura 47. Amostra de dentina radicular apés irradiacdo gama (300x)

AL D52 x300 300um

Fonte: Autor
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Figura 48. Amostra de dentina radicular apds irradiacdo gama (1000x)

Fonte: Autor

Figura 49. Amostra de dentina radicular apés irradiacdo gama (4000x)

AL D52 x40k  20um

Fonte: Autor
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Figura 50. Amostra de dentina radicular apés irradiacdo gama (5000x)

’

£

D03 AL D52 5.0k 20um

Fonte: Autor

5. 3 ANALISES POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER - TECNICA DE REFLEXAO TOTAL ATENUADA
(ATR - FTIR)

A partir dos espectros obtidos pela transformada de Fourier ap6s a aplicagdo da
técnica de reflexdo total atenuada (ATR), realizou-se a analise espectral das bandas obtidas
na regido do infravermelho médio, as quais representam a absor¢do dos compostos organicos
e inorganicos que absorveram a referida radiagéo nessa faixa espectral. Como anteriormente
descrito, analisou-se o espectro das amostras do grupo denominado controle (antes da

irradiacdo) e do grupo experimental (apos a irradiacdo gama).

A Figura 51 apresenta e estabelece uma comparagao entre os espectros das amostras
de esmalte dentério, um correspondente a amostra do grupo controle (E69REF) e o outro a
amostra submetida a irradiacdo gama (EO7E1), com uma dose total de 72Gy. Observa- se,
de modo geral um comportamento diferente entre as bandas obtidas em cada espectro no que

diz respeito aos picos de absorcéo, intensidade, profundidade e deslocamento das mesmas, o

83



que evidencia que a amostra tratada sofreu uma alteracdo bioquimica importante. Por outro
lado, o aparecimento de novas bandas de absorcdo no espectro da amostra irradiada EO7E1
supde uma modificacao estrutural e composicional do esmalte dentario quando submetido a
uma dose de 72Gy de radiagdo gama.

Figura 51. Espectroscopia por absor¢do no infravermelho médio da amostra controle e irradiada de

esmalte dentério
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin, para Linux

A seguir apresentam-se 0S compostos organicos e inorganicos absorvidos
correspondentes aos diferentes picos de absor¢do obtidos no espectro da amostra tratada
(EO7EL):

3.425 cml: apresenta- se uma deformacéo axial da ligagdo O-H ou N-H livre;

2.916 cm™: neste pico de absorgéo apresenta-se uma deformagcéo axial assimétrica da ligagio

C-H (grupo metileno de hidrocarboneto);

2.848 cm™: neste caso apresenta-se uma deformacao axial assimétrica da ligagdo C-H (grupo

metileno de hidrocarboneto);
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1.731 cm™: neste pico de absorcdo apresenta-se uma deformagcéo axial da ligagdo O-C--C

(grupo peroxido);

1.536 cm™: neste pico de absorgio apresenta-se uma deformacéo angular da ligagdo N-H
(amida I1);

1.465 cm™: apresenta-se uma deformagédo angular da ligagdo O-H (proveniente de acido

carboxilico);

1.236 cm™: neste pico de absorcdo apresenta-se uma deformagio angular da ligagio N-H
(amida H11);

1.165 cm™: o pico de absorcéo apresenta uma deformagao axial assimétrica da ligagéo C-O-

C (grupo éter);
1.000 cm™: apresenta-se a absorcéo do grupo fosfato PO4> (matriz inorganica);
873 cm: apresenta-se uma absorgao do grupo fosfato PO (matriz inorganica)

715 cm™: apresenta-se uma deformagcéo angular fora do plano do grupo O-H ligado por

pontes de hidrogénio.

A Figura 52 apresenta os espectros por absorbancia das amostras de dentina radicular
antes da irradiacdo gama, ambos 0s espectros superpostos nos quais observa-se um mesmo
comportamento das bandas no que diz respeito aos compostos quimicos, que absorveram a
radiacédo infravermelha, determinado por cada pico da banda. A amostra controle DS81REF
apresenta um espectro de maior intensidade de absor¢do quando comparado com 0 espectro

da outra amostra controle D52REF.
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Figura 52. Espectroscopia por absorcéo no infravermelho médio das amostras controle de dentina

radicular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot; Origin para Linux
Os compostos pertencentes a cada pico de absor¢do das bandas sdo apresentados a
sequir:
Amostra D81REF:
3.283 cml: apresenta-se uma deformagéo axial da ligagdo O-H;
3.085 cmt: apresenta-se uma deformagdo axial C-H (hidrocarboneto);

2.923 cm'™: apresenta-se uma deformacio axial assimétrica da ligagido C-H (grupo metileno

de hidrocarboneto);

2.852 cmL: apresenta-se uma deformacao axial simétrica da ligagdo C-H (grupo metileno de

hidrocarboneto);

1.630 cm: apresenta-se uma deformagcéo angular da ligagdo N-H (amida 1);

1.544 cmt: apresenta-se uma deformacéo angular da ligagdo N-H (amida I1);
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1.450 cml: apresenta-se uma deformagcdo angular da ligagdo O-H (proveniente de acido

carboxilico);

1.401 cm™: apresenta-se uma deformagédo angular da ligagdo O-H (proveniente de acido

carboxilico);

1.338 cm™: apresenta-se uma deformagéo axial da ligagdo C-O (acido carboxilico);
1.236 cm*: apresenta-se uma deformagao angular da ligagdo N-H (amida I11);

993 cm*: apresenta-se uma absorgdo do grupo fosfato (PO4>);

869 cm: apresenta-se uma absor¢do do grupo fosfato (PO4%).

No caso da amostra D52REF, 0s compostos organicos e inorganicos encontrados
foram os mesmos quando comparado com o espectro identificado como D81REF descritos

anteriormente.

A Figura 53 apresenta e estabelece uma comparagao entre os espectros das amostras
de referéncia (D81REF, D52REF) e na amostra submetida a irradiacdo gama com uma dose
total de 72Gy (D74 1708). Observa-se de modo geral uma completa alteracdo do espectro
obtido para a amostra irradiada quando comparado com 0s espectros referenciais, no qual se
destaca que a maioria das bandas nesse espectro desapareceram, e surgiram novas bandas na
faixa de 3.200 cm™ a 2.800 cm™, além de um acentuado aprofundamento dos picos das
bandas que surgiram 2.923 cm™ e 2.852 cm™ quando comparados com os das amostras

controle.
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Figura 53. Espectroscopia por absorc¢éo no infravermelho médio das amostras controle e irradiada de
dentina radicular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

A Figura 54 apresenta e estabelece uma comparagédo entre o0s espectros submetidos

a irradiacdo gama com uma dose total de 72Gy. Observa-se de forma geral uma varia¢éo na

intensidade dos espectros referente aos picos de absor¢édo das bandas obtidas.

88



Figura 54. Espectroscopia por absorcédo no infravermelho médio das amostras irradiadas de dentina

radicular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

O espectro da amostra DO2EE apresenta uma intensidade muito baixa, quando
comparado aos outros espectros; porém, o comportamento das bandas no que diz respeito aos
elementos quimicos detectados nos picos de absorcdo € similar nos trés espectros. Excetua-
se duas bandas que surgiram no espectro da amostra Dentina01EE130716, banda
3.073cm? e 1.446cm 1. A primeira banda corresponde a deformacdo axial C-H
(hidrocarboneto) e no segundo caso a deformacéo axial C-H (hidrocarboneto). Por outro lado,
nota-se uma evidente diferenca de intensidade dos picos de absorcdo entre cada uma das
amostras, sendo que a amostra D40 apresenta uma diferenca substancial das bandas quando
comparada com as outras amostras. No caso da amostra D40 observa-se bandas muito fracas
e outras quase desaparecidas devido a uma intensidade extremamente fraca, pelo qual ndo se

destaca composto absorvido pela acentuada alteracdo do espectro mostrado.
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O espectro apresentado na Figura 55 mostra as bandas de absorcao correspondente a
radiacdo infravermelha na faixa espectral do infravermelho proximo por partes dos
compostos organicos e inorganicos pertencentes a regido do corpo mandibular. A primeira
banda detectada na regido de 865cm™ corresponde a absorcdo da radiagdo por parte do
fosfato, componente inorganico presente nos tecidos duros da cavidade bucal, cujo pico de

absorcdo difere em ambas as amostras.

Figura 55. Espectroscopia por absorc¢éo no infravermelho médio das amostras controle de corpo

mandibular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

A Figura 56, apresenta uma comparacao estabelecida entre os espectros de absor¢éo
das amostras controle (CM58REF, CM50REF) e irradiada (CMO02). E visivel a diminuicio
da intensidade das bandas absorvidas pela amostra apds a irradiacdo de 72Gy quando
comparada com as amostras controle. Qualitativa e comparativamente, 0s espectros

apresentam um comportamento similar, com a absorcdo da radiacdo infravermelha pelos
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compostos das amostras ndo tratadas, quando comparadas com a amostra que recebeu a

irradiacdo gama.

Figura 56. Espectroscopia por absorcéo no infravermelho médio das amostras controle e irradiada de

corpo mandibular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

A

Figura 57 apresenta e estabelece uma comparacgao entre 0s espectros das amostras
ndo irradiadas (CM58REF, CM50REF) e da amostra que recebeu uma dose total de 72Gy
(CMO09). Pode-se evidenciar a completa alteracdo do espectro da amostra irradiada quando
comparado com 0s espectros referenciais, visualizando-se o desaparecimento das bandas
3.291cm?, 1.643cm-1, 1.553cm?, 1.413cm™, 1.012cm™ e 865cm™. Por outro lado, surgem
outras bandas de muito baixa intensidade as quais manifestam uma evidente alteracdo

estrutural e composicional do tecido duro submetido a irradiagdo gama.
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Figura 57. Espectroscopia por absorcéo no infravermelho médio das amostras controle e irradiada de

corpo mandibular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

O grafico da Figura 58 apresenta e estabelece uma comparacdo entre 0s espectros
das amostras controle (CM58REF, CM50REF) e da amostra submetida a irradiacdo gama
com uma dose total de 72Gy (CM15). Evidencia-se uma diminuicdo na intensidade das
bandas absorvidas quanto aos picos de absor¢édo da radiacdo infravermelha pelos compostos
orgénicos e inorganicos detectados na anélise espectral. Observa-se uma diminui¢do da
absorcdo de fosfato inorganico (865cm ). A banda 1.012cm™ foi a que apresentou uma
maior diminuicdo de intensidade quando comparada com os espectros das amostras controle.
Por outro lado, constata-se o surgimento de novas bandas a faixa de 3.200cm™ — 2.800cm?
(bandas profundas 2.917cm™ e 2.851cm™).
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Figura 58. Espectroscopia por absorcéo no infravermelho médio das amostras controle e irradiada de

corpo mandibular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

A Figura 59 apresenta e estabelece uma comparacao espectral entre os espectros das
amostras de referéncia (CM58REF, CM50REF) e o espectro da amostra submetida a
irradiacdo gama com uma dose total de 72Gy (CM30). Observa-se um comportamento
similar de absorcdo no que diz respeito as bandas obtidas por todos os espectros, porém
quando o espectro da amostra irradiada é comparado com o espectro da amostra CM58REF
evidencia-se uma diminui¢do na intensidade dos picos das bandas obtidas em todas as regides
da faixa espectral, sendo a banda 1.012cm™ a de maior diminuicdo em intensidade que

apresenta a amostra CM30.
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Figura 59. Espectroscopia por absorcéo no infravermelho médio das amostras controle e irradiada de

corpo mandibular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

A Figura 60 apresenta e estabelece uma comparagédo espectral entre as amostras de
referéncia (CM58REF, CM50REF) e a amostra submetida a irradiacdo gama (CM31). As
bandas absorvidas em todos 0s casos apresentam comportamento similar no que diz respeito
aos compostos organicos e inorganicos encontrados. Observa-se uma diminuicdo da

intensidade no pico da banda 1.012cm™.
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Figura 60. Espectroscopia por absorcéo no infravermelho médio das amostras controle e irradiada de
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

A Figura 61 apresenta e estabelece uma comparacdo espectral entre as bandas

absorvidas nas amostras controle (CM58REF, CM50REF) e na amostra submetida a

irradiacdo gama (CM33). Observa- se uma diminuicdo na intensidade do pico da banda

1.012cm* da amostra irradiada quando comparada com as amostras controle, evidenciando-

se uma maior diminui¢do quando comparada especificamente com a amostra de referéncia

CMB58REF. Apresenta-se o0 restante das bandas em todos os espectros representados no

grafico.
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Figura 61. Espectroscopia por absorc¢éo no infravermelho médio das amostras controle e irradiada de
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

A Figura 62 apresenta e estabelece uma comparacéo espectral entre os espectros do

grupo controle (CM58REF, CM50REF) e do grupo irradiado (CM34). Neste caso avalia-

se 0 espectro da amostra CM34, submetida a irradiacdo gama com uma dose total de 72Gy,

no qual se observa uma clara diminuicdo da intensidade dos picos das bandas obtidas,

correspondentes aos compostos organicos e inorganicos encontrados, absorvendo a radiacéo

infravermelha. Nota-se uma evidente diminuicdo dos picos das bandas 3.291cm? e

1.012 cm™ do espectro obtido da amostra irradiada quando comparado com o espectro da

amostra ndo tratada CM58REF. Por outro lado, descreve-se o aparecimento de picos de

bandas muito ténues na faixa de 3.200cm™ a 2.800cm, correspondentes a absorgao de agua.
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Figura 62. Espectroscopia por absorc¢éo no infravermelho médio das amostras controle e irradiada de

corpo mandibular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

A Figura 63 apresenta e estabelece uma comparacao entre 0s espectros das amostras
controle (CM58REF, CM50REF) e do grupo irradiado (CM39). Neste caso, observam-se
as mesmas bandas em todos os espectros analisados, evidenciando-se uma clara diminuicéo
do pico da absorcdo da banda 1.012cm™ da amostra irradiada quando comparada com 0s
picos das bandas nas amostras controle. Por outro lado, o aparecimento de picos de bandas
profundas e de muito baixa intensidade na regido de 3.200cm ! e 2.800cm™ foram

observados.

97



Figura 63. Espectroscopia por absorcéo no infravermelho médio das amostras controle e irradiada de

corpo mandibular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

A Figura 64 apresenta os espectros das amostras de referéncia (CM58REF,
CMB50REF) comparados com o espectro da amostra submetida a irradiagdo gama com uma
dose total de 72Gy (CM49). Observa-se o desaparecimento de algumas bandas no caso do
espectro da amostra CMA49, especificamente a banda 3.291cm™, a qual representa a
deformacdo angular do radical OH". Por outro lado, observa-se uma diminuicdo geral da
intensidade das bandas, especialmente no pico da banda 1.012cm™. Finalmente, nota-se o
surgimento de novas bandas na faixa de 3.200cm™ e 2.800cm, as quais caracterizam-se por
serem profundas, de baixa intensidade, além da banda 1.445cm, a qual caracteriza-se por

ser menos intensa quando comparada com as outras bandas do grupo controle.
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Figura 64. Espectroscopia por absorcéo no infravermelho médio das amostras controle e irradiada de

corpo mandibular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

Na Figura 65 apresentam-se os espectros de absor¢éo das amostras do grupo controle
(CM58REF, CM50REF) e da amostra submetida a irradiacdo gama com uma dose total de
72Gy (CM51). Observa-se uma diminuicdo geral na intensidade dos picos das bandas obtidas
do grupo irradiado quando comparado com os do grupo controle, especificamente o pico da
banda 1.012cm™. Por outro lado, nota-se o surgimento de outras bandas de absorcao,
profundas e de baixa intensidade na faixa de 3.200cm™ a 2.800cm™, assim como as bandas
1.737cm?, 1.168cm™, 1.113cm™ e 719cm™. Finalmente, constata-se o desaparecimento da

banda 3.291cm.
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Figura 65. Espectroscopia por absorcéo no infravermelho médio das amostras controle e irradiada de

corpo mandibular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

Na Figura 66 observa-se um comportamento espectral similar em todos os espectros
apresentados, tanto do grupo controle (CM58REF, CM50REF) quanto da amostra irradiada
(CM54). Nota-se uma diminuicdo geral na intensidade dos picos das bandas obtidas no
espectro da amostra irradiada (CM54) principalmente quando comparada com a amostra
controle (CM58REF). Constata-se uma diminuigdo acentuada do pico de absor¢édo da banda

1.012 cm* quando comparada com as outras bandas de absorco.

100



Figura 66. Espectroscopia por absorcéo no infravermelho médio das amostras controle e irradiada de

corpo mandibular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

Na Figura 67 apresentam-se 0s espectros das amostras do grupo de referéncia
(CM58REF, CM50REF) e a amostra submetida a irradiacdo gama (CM58). Observa-se um
comportamento similar das bandas no que diz respeito a quantidade e as bandas absorvidas
propriamente ditas. Nota-se uma diminuicgdo geral da intensidade do espectro correspondente
a amostra irradiada, especificamente os picos de absor¢do das bandas 3.291cm™ e

1.012cm? principalmente.
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Figura 67. Espectroscopia por absorcéo no infravermelho médio das amostras controle e irradiada de

corpo mandibular
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

A Figura 68 a seguir apresenta os espectros por absorbancia das amostras controle
(TRM55REF, TRM56REF), as quais ndo foram submetidas a irradiagdo gama. Observam-
se diferentes picos de bandas geradas, 0 que representa a absorc¢éo da radiacéo infravermelha
pelos diferentes compostos organicos e inorganicos, 0os quais fazem parte do arcabouco

composicional deste tecido duro.
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Figura 68. Espectroscopia por absorcéo no infravermelho médio das amostras controle da regido do

trigono retromolar
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

A seguir serdo descritos os comportamentos das diferentes bandas apresentadas nos
espectros, observando-se semelhangas com o0s espectros das amostras ndo irradiadas da

regido do corpo mandibular, no entanto, ha a presenca das seguintes bandas:

3.283 cml: apresenta-se uma deformacio axial da ligagdo de O-H, correspondente aos

cristais de hidroxiapatita presentes na matriz inorganica do tecido;

2.923 cm®: apresenta-se uma deformagcéo axial assimétrica da ligagdo C-H, correspondente

ao grupo metileno do hidrocarboneto (matriz organica);

2.852 cml: apresenta-se uma deformagcéo axial assimétrica da ligagdo C-H, correspondente

também ao grupo metileno de hidrocarboneto;

1.739 cm®: apresenta-se uma deformacéo axial da ligagdo do grupo peroxido (O-C-C);
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1.630 cm: apresenta-se uma deformagcéo angular da ligagdo N-H, correspondente ao grupo

amida | (matriz organica);

1.544 cm'™: interpreta-se como uma deformagéo angular da ligagdo N-H, correspondente ao

grupo amida Il (matriz organica);

1.450 cm™: correspondente & deformacdo angular da ligagdo O-H, proveniente de acido

carboxilico;

1.401 cm*: apresenta-se uma deformagio angular da ligagdo O-H, proveniente de &cido

carboxilico;

1.236 cm™: corresponde a deformacio angular da ligagido N-H, correspondente ao grupo

amida Il (matriz organica);

1.023 cm™: pico de banda correspondente a absorcéo da radiagdo infravermelha por parte do

grupo fosfato (matriz inorganica);

869 cm™: correspondente a absor¢do da radiagdo por parte do grupo fosfato (matriz

inorganica).

Para o caso do gréfico espectral da amostra controle TRM56REF apresentam- se 0s
mesmos picos de absorcdo por parte dos compostos organicos e inorganicos anteriormente

descritos.

Na Figura 69 apresentam-se 0s espectros das amostras submetidas a irradiacdo gama
(TRMO02, TRMO07, TRM51) atraves de andlise por reflexdo total atenuada (ATR - FTIR).
Observa-se um comportamento similar entre as bandas obtidas em cada espectro, sendo que
a intensidade dos picos de absorcdo desta varia levemente de uma amostra para outra. Os
picos de absorcdo das bandas na amostra TRMO7 apresentam uma maior intensidade quando
comparada com as outras amostras. A amostra TRM51 apresenta picos de absorcdo das
bandas semelhantes aos da amostra TRMO02, porém, com uma notavel diminui¢do do pico
de absorgado da banda 1.004 cm™ quando comparada com o pico de absorcédo da mesma banda
na amostra TRMO7.
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Figura 69. Espectroscopia por absorc¢éo no infravermelho médio das amostras irradiadas da regido do

trigono retromolar
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin. Para Linux

A seguir, apresentam-se 0s compostos biogquimicos representados pelos picos de

absorcéo na regido espectral para a amostra TRMO02:

3.425 cm®: apresenta-se uma deformacéo axial da ligacdo O-H (correspondente aos cristais

de hidroxiapatita, os quais fazem parte da matriz inorganica do tecido duro analisado) ou N-

H livre (matriz organica);

3.313 cm™: apresenta-se uma deformacéo axial da ligagdo O- H (correspondente a estrutura
dos cristais de hidroxiapatita, os quais fazem parte da matriz inorgénica do tecido duro

analisado) ou N-H (matriz organica);
3.073 cmrl: apresenta-se uma deformagdo axial C-H (hidrocarboneto);
2.953 cmt: apresenta-se uma deformacao da ligagdo C-H alifatico;

2.927 cml: apresenta-se uma deformagcao axial assimétrica da ligagio C -H (grupo metileno

de hidrocarboneto);
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2.848 cm: apresenta-se uma deformacao axial simétrica da ligagdo C-H (grupo metileno de

hidrocarboneto);

1.641 cmt: apresenta-se uma deformagéo angular da ligagdo N-H (amida 1), correspondente

a matriz organica do tecido duro analisado;

1.548 cm: apresenta-se uma deformacéo angular da ligagdo N-H (amida 1), correspondente

a matriz organica do tecido duro analisado;

1.446 cml: apresenta-se uma deformacdo angular da ligagio O-H (proveniente de acido

carboxilico);

1.405 cml: apresenta-se uma deformacdo angular da ligagido O-H (proveniente de acido

carboxilico);
1.334 cm®: apresenta-se uma deformagcéo axial da ligagdo C-O (acido carboxilico);
1.236 cm!: apresenta-se uma deformacdo angular da ligagdo N-H (amida I11);

1.008 cm’: apresenta-se a absorgdo do grupo PO.* (fosfato), correspondente a matriz

inorganica do tecido duro analisado;

865 cm™: apresenta-se a absorcdo do grupo POs* (fosfato), correspondente a matriz

inorganica do tecido duro analisado.

A amostra TRMO7 apresentou 0S mesmos compostos anteriormente descritos na
amostra TRMO02, porém, com picos de absorcao de maior intensidade. No caso do espectro
da amostra TRM51 nédo foram encontrados elementos quimicos significativos pelo fato desta

apresentar picos de absor¢ao de menor intensidade.

Na Figura 70 apresentam-se 0s espectros das amostras submetidas a irradiacdo gama
(TRM10, TRMEOQ1, TRM22) através de analise por reflexdo total atenuada (ATR - FTIR).
Observa-se um comportamento similar entre as bandas obtidas em cada espectro, sendo que
a intensidade dos picos de absorcdo desta varia levemente de uma amostra para outra,
excetuando-se o espectro da amostra irradiada TRMEO1, ja que esta apresenta picos de

absorcdo quase nulos, de muito baixa intensidade. Os picos de absorcdo das bandas na
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amostra TRMO7 apresentam uma maior intensidade quando comparados com 0s picos das
outras amostras. A amostra TRM10 apresenta picos de absor¢édo das bandas semelhantes aos
da amostra TRM22. Finalmente, notam-se 0S mesmos cCOmpostos 0rganicos e inorganicos

detectados em todos os espectros e descritos anteriormente nos espectros das amostras

TRMO02 e TRMO7.

Figura 70. Espectroscopia por absor¢do no infravermelho médio das amostras irradiadas da regido do

trigono retromolar
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Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot; Origin para Linux

Na Figura 71 apresenta-se 0s espectros das amostras submetidas a irradiacdo gama
(TRM23, TRM24, TRM34) através de analise por reflexdo total atenuada (ATR - FTIR).
Observa-se um comportamento similar entre as bandas obtidas em cada espectro, sendo que

a intensidade dos picos de absorcdo desta varia levemente de uma amostra para outra. Por
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outro lado, notam-se 0s mesmos compostos organicos e inorganicos detectados em todos 0s

espectros e descritos anteriormente tais como o0s espectros da amostra TRMO02 e TRMO7.

Figura 71. Espectroscopia por absor¢do no infravermelho médio das amostras irradiadas da regido do

trigono retromolar

Trigono retromolar
0.03 1 b N
o N i
o) © A wN
= O e dw
o e U A Aha @
- =1 n 3 = =008
U - B o wWh®=. 3 ®
= £ & %nn - N
| N 3 9
2 TRM10 B R 3
8 —TRMEOI Z 3
O 004 [—TRM2
/
B A 2 ; e < P i
T e S

4400 4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Niimero de onda (cm!)

Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin para Linux

A Figura 72 apresenta os espectros das amostras submetidas a irradiacdo gama
(TRM44, TRM39, TRM37, TRM38) atraves de andlise por reflexdo total atenuada (ATR -
FTIR). Observa-se um comportamento similar entre as bandas obtidas em cada espectro,
sendo que a intensidade dos picos de absorcdo desta varia levemente de uma amostra para
outra. Por outro lado, notam-se 0s mesmos compostos organicos e inorganicos detectados em

todos os espectros e descritos anteriormente para o caso das amostras TRMO02 e TRMO7.
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Figura 72. Espectroscopia por absorcéo no infravermelho médio das amostras irradiadas da regido do
trigono retromolar

Trigono retromolar

0.05
] w N
N H -
0.04 - ¢ 5 BES
] = el w
T g v A Bha O
3 3 o3 = =008
= - fir [ i~ | x®
= L B anon A 3
G N 233 X
£ o] [TTRMM ga-- 3
8 {4 |—TRM39 - .
0 — TRM37
< TRM38
0.02
00l T———F T T T e e T T T

4400 4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Nimero de onda (cm)

Fonte: Elaborado pelo autor no programa Labplot, Origin. para Linux

109



6. DISCUSSAO

Todas as amostras analisadas no presente estudo apresentaram os efeitos da radiacao
gama em diferentes graus. Estes efeitos, a partir dos resultados obtidos da microdureza de
superficie, da microscopia eletronica de varredura antes e ap0s a radioterapia, e da analise
bioquimica qualitativa executada através da técnica de reflexdo total atenuada na
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, constatou-se que tais efeitos
exercidos pela radiacdo ionizante, a partir do protocolo de irradia¢do in vitro usado neste
estudo, foram deletérios. Estatisticamente os resultados foram significantes (valor
significante de p=0,00), no que diz respeito a analise comparativa entre os valores iniciais
(antes da irradiacdo gama) e finais (apo0s a irradiagdo gama com uma dose total de 72Gy,
aplicada de forma fracionada), da microdureza de superficie. Salienta-se que estes resultados

foram similares quando comparados com os da literatura, [12], [14], [17], [27] e [28].

Os resultados obtidos para cada grupo de estudo estdo de acordo com a minuciosa
revisao efetuada da literatura atual das sequelas da radioterapia nos pacientes com cancer de

cabeca e pescoco e as complicacdes inerentes ao tratamento.

O principal objetivo deste estudo foi a avaliacdo dos efeitos ocorridos nos tecidos
duros de forma exclusiva, no esmalte dentario, dentina radicular e o osso mandibular. A
microdureza de superficie, por ser um indicador indireto do conteddo mineral, [5] e [17],
confirmou através da analise feita, a perda mineral em cada tecido através do valor Knoop.
Essa técnica é usada em diferentes estudos pela sua precisdo e confiabilidade, além de sua
simples execucdo e aplicabilidade, [14], [26] e [27]. Fornece resultados variaveis para cada
tecido, segundo os valores referenciais da literatura, [12], [13], [14], [15], [17] e [26]. Isso
permite comparacBes e o0 estabelecimento de pardmetros estatisticos que indicam

indiretamente o grau de acometimento na matriz inorganica.

Os resultados no presente estudo, para o caso do esmalte dentario foram de ampla
importancia (valor de p = 0,00) com respeito a diminuicdo dos valores de microdureza ap6s
a irradiacdo gama quando comparados com 0s outros tecidos mineralizados, e divergem com
outros resultados obtidos por outros autores, [14], [15], [17] e [26]. No entanto, no caso do
grupo da dentina radicular observou-se uma leve superioridade dos valores obtidos na

microdureza de superficie, quando comparados com o0s outros tecidos de maior contetdo
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organico, tais como o corpo mandibular e o trigono retromolar, porém menores quando
comparados com o esmalte dentario. Por outro lado, o grupo de corpo mandibular e a regido
do trigono retromolar apresentaram resultados muitos similares no que diz respeito a
diferenca dos valores iniciais e finais de microdureza de superficie. Nao houve diferengas
estatisticamente significativas, (p= 0,97%), considerando-se os resultados como um efeito

similar exercido pela radiacdo gama em ambos os tecidos.

O esmalte apresentou um maior valor da média da diferenca dos valores de
microdureza de superficie inicial e final, Figura 28, o que demonstra um maior
acometimento da superficie de esmalte pela radiacdo gama, obtendo-se valores inferiores de

microdureza final quando comparados com os valores iniciais.

Com respeito a dentina, obteve- se um valor da média menor, quando comparado com
0 esmalte e superior, quando comparado com as regides de osso mandibular. Segundo a
literatura recente, [14], [17] e [26], a dentina foi o tecido duro de maior acometimento e grau
de destruicdo pela radiacdo gama, considerando-se a sua composi¢ao organica e inorganica
e um maior contetdo de &gua quando comparado ao esmalte dentério, além da acéo das
proteinases e metdlo-proteinases ativadas durante o processo destrutivo e de desnaturalizagdo
proteica, [6]. No presente estudo, a dentina radicular apresentou uma menor taxa de
acometimento quando comparada com o esmalte. Alguns estudos, [17] e [26], apresentaram
resultados similares, porém com um determinado limiar de dose empregada (para doses até

de 30Gy houve uma perda de dureza maior do que em doses superiores).

O resultado apresentado neste estudo no que diz respeito ao esmalte dentario
implicara uma revisdo acurada e minuciosa visando a realizagdo de estudos posteriores do
efeito direto da radiacdo gama. Sera necessaria uma avaliagdo da modalidade de aplicacéo
da radioterapia, do efeito sobre o esmalte dentario e a consequente perda de dureza do tecido
causada pela desorganizacdo fisico-quimica, que podera acarretar um rapido avango nos

tecidos subjacentes.

A cérie de radiacdo caracteriza-se pelo rapido avanco e destrui¢do que ela produz nos
dentes dos pacientes submetidos a radioterapia, e a necessidade da instauragdo de um

tratamento de alta complexidade e de dificil manejo, além das sequelas fisicas e psicolégicas
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gue aparecerdo nestes pacientes, possivelmente justificados pelo fato da radioterapia exercer

um efeito deletério no esmalte dentario, como demonstrado neste estudo.

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier tem se tornado uma
ferramenta de multipla aplicabilidade na area meédica, especificamente na analise de tecidos
cancerigenos, infarto do miocéardio, avaliacdo de tumores de pele (carcinoma espinho e
basocelular), sendo vista como uma alternativa promissora para o diagndstico de inimeros
transtornos que alterem a composicdo bioquimica dos tecidos submetidos a uma avaliagéo
acurada, [48] e [51].

O presente estudo avaliou as amostras antes e apos a radioterapia aplicada através de
um estudo bioquimico e qualitativo com o emprego dos espectros obtidos da técnica de
reflex&o total atenuada pela espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier.
A anélise realizada em cada grupo de estudo visou descrever as mudangas de contetido na
matriz organica e inorganica, com o0 aparecimento ou desaparecimento das bandas de
absorcdo na regido espectral do infravermelho meédio, sendo esta regido absorvida pela

maioria dos componentes dos tecidos duros da cavidade bucal, [50].

Basicamente, o0 esmalte dentario € constituido de poli-hidroxiapatita (97 %), proteina
(1 %), sendo elas ameloblastina, enamelina, amelogenina e agua (2 %). As absorc¢des na
regido do infravermelho do material analisado convergem para essa constituicdo, uma vez
que foi verificada a presenca do grupo fosfato e hidroxila, que sdo os grupos funcionais que
constituem a poli-hidroxiapatita. Os grupamentos amida, &cido carboxilico, grupos
oxigenados e de cadeia carbdnica, constituem as proteinas formadoras das amostras e o0 grupo
hidroxila em 3.425 cm™ esta relacionado a hidroxila que interage por ligacGes fracas de

pontes de hidrogénio, como a agua.

Na Figura 51, os grupos que foram absorbidos na amostra tratada foram aqueles
mostrados nos espectros de esmalte descritos anteriormente neste estudo e na literatura, [50],
salientando-se duas bandas analisadas a seguir: 1.536 cm™, cujo pico de absorgio apresenta
uma deformacdo angular da ligacdo N-H, correspondente a amida Il. Por outro lado, a regido

espectral em 1.000cm™, apresenta a absorcdo do grupo fosfato PO4* (matriz inorgénica).
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Essas bandas mostram que houve uma alteragcdo bioquimica do material em funcéo
do processo de irradiacdo. A banda referente a amida Il fica mais evidente e a que se refere
a poli-hidroxiapatita torna-se mais intensa, sugerindo que 0s outros componentes,
especificamente da matriz organica, podem ter se degradado, o que poderia neste caso
evidenciar a presenca da poli-hidroxiapatita.

Os resultados no caso da dentina radicular nas amostras controle concordaram com a
composigdo inerente ao tecido, sabendo que € constituida de 18 % de material organico
(colageno tipo I, lipideos, citratos, glicoproteinas e proteoglicanos), 12 % de agua e 70 % de
material inorgénico (poli-hidroxiapatita e fosfatos de célcio). A analise espectral evidenciou
a parte organica do material mostrando as fun¢des amida (I, 11 e 111) caracteristica da presenca
de colageno tipo I, a base hidrocarbonada da cadeia organica que contém esses grupos, como

encontrado em outros estudos, [48] e [51].

Na Figura 53 que mostra a comparagdo entre os espectros das amostras controle
(D81REF, D52REF) e da amostra submetida a irradiacdo gama com uma dose total de 72Gy
(D74 1708), observa-se alteracdo do espectro da amostra irradiada quando comparado com
os espectros referenciais. Nesta figura € possivel notar o desaparecimento das bandas
referentes & presenca de amida (1, 11 e 111) e da poli-hidroxiapatita e intensificacdo das bandas
em 2.923 cm™ e 2.852 cm™. A banda em 1.734 cm™ é relativa a presenca de peroxido. Esse
comportamento evidencia a degradacdo do material quando exposto a radiacdo ionizante,
onde h& a deterioracdo do coladgeno e da poli-hidroxiapatita. A presenca de perdxidos
evidencia a geracdo de produtos oxigenados altamente reativos e que sdo 0s responsaveis

diretos pela degradacao, [48] e [51].

As anélises representam uma evidente alteragdo composicional nas amostras de
dentina radicular submetidas a irradiacdo, constatando-se posteriormente diferencas que
devem ser salientadas como o aparecimento e desaparecimento das bandas em 1.450 cm™ e
1.336 cm™™. Isto sugere que o processo de irradiacio quebra o grupo carboxilico das amidas
que constituem a parte organica dessa amostra. Desta forma, fica esclarecido o fato do
desaparecimento das bandas e a diminuicdo da intensidade dos picos de absorcdo das
amostras irradiadas quando comparadas com as amostras controle, o que demonstra

claramente a relevancia da técnica, ja que evidencia a degradacdo do material organico e a
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desorganizacdo do conteudo mineral na dentina, incluindo a perda desse conteudo,
correlacionando esses resultados com os obtidos na analise de microdureza de superficie e a

avaliacdo morfologica através da microscopia eletronica de varredura.

As amostras do osso mandibular, de forma geral, mostraram as mesmas bandas de
absorcdo na regido do infravermelho verificadas na dentina. Resultados diferentes foram
encontrados em outros estudos, [48] e [53]. O corpo mandibular é constituido por 65 % de
material inorganico (poli-hidroxiapatita e fosfatos de célcio), 25 % de material organico
(fibras de colageno tipo 1) e 10 % de agua, guardando semelhanca composicional em relacao
a dentina. No entanto, a presenca das bandas em 1.445 cm?, referente ao grupo -OH do &cido
carboxilico, 1.336 cm™ relativo ao grupo -CO do acido carboxilico e 1.239 cm™ relativo ao
grupo -NH (amida 11l) sdo fracos e menos evidentes que na dentina. Resultados similares

foram encontrados os estudos recentes, [48] e [51].

A analise aprofundada do terceiro grafico correspondente ao corpo mandibular
evidencia a completa alteracdo do espectro da amostra irradiada quando comparado com 0s
espectros referenciais, visualizando-se o desaparecimento das bandas em 3.291cm’,
1.643cm™, 1.553cm™?, 1.41 cm, 1.012cm™ e 865cm™. Surgem novas bandas em 2.923cm™,
2.852 cm?, referentes & cadeia hidrocarbonada dos constituintes organicos. Na regido
espectral 1.734cm™ é relativa a presenca de peroxido, em 1.445 cm™, relativo ao grupo -OH
do &cido carboxilico, em 1.336 cm™ relativo ao grupo -CO do &cido carboxilico e em 715
cm?, devido & deformacgdo angular fora do plano do grupo O-H ligado por pontes de
hidrogénio do material fosfatado. Toda essa alteracdo evidencia a degradacao, ndo so da parte
organica que forma a amostra, como também a desagregacao da parte inorganica, com forte
acao da oxidacdo provocada pela presenca de substancias altamente reativas e oxidantes
como o peroxido. No que diz respeito a comparacdo dos espectros das amostras controle e
da amostra irradiada, na Figura 58, observa-se uma diminuigéo da intensidade nas bandas
em 3.291cm™ e 1.012cm™ relativas respectivamente ao grupo -OH presente nas substancias
que interagem por pontes de hidrogénio e ao grupo PO4> da poli-hidroxiapatita, além do
surgimento de novas bandas em 2.917cm™ e 2.851cm™ relativas a cadeia hidrocarbonada dos
materiais organicos e em 715cm™, devido a deformagdo angular fora do plano do grupo O-
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H ligado por pontes de hidrogénio do material fosfatado. Nesse caso o processo de irradiacdo

atuou de modo a degradar a matéria organica e inorganica da amostra.

Por outro lado, com relacdo a analise espectral das amostras de corpo mandibular, na
Figura 64, o espectro dos graficos do material irradiado é semelhante ao dos materiais ndo
irradiados. No entanto, evidencia-se o surgimento das bandas em 2.917cm™ e 2.851cm™?
relativas a cadeia hidrocarbonada dos materiais organicos, sugerindo que nesse material

houve pequena modifica¢do devido ao processo de irradiacéo.

Ao se analisar cada espectro correspondente a regido do trigono retromolar, deve-se
considerar: a regido do trigono retromolar apresenta uma composicao semelhante ao do corpo
mandibular, [49], porém com percentagem menor de material inorganico (poli-hidroxiapatita
e fosfatos de célcio) e um maior contelldo de material organico (fibras de colageno tipo I) e
com quantidade similar de adgua. Os resultados apresentados por esses espectros estdo de

acordo com a literatura, [49] e [50].

As andlises executadas no decorrer do presente estudo avaliaram as consequéncias da
aplicacdo de uma determinada dose de radiacdo ionizante sobre as amostras previamente
padronizadas dos tecidos duros da cavidade bucal, de forma isolada, e sem os fatores locais
contribuintes ao aparecimento dos efeitos indesejaveis, inerentes e alheios a radiagcdo gama.

Determinou-se a acdo direta desta através da andlise fisica de conteddo mineral,
composicional por meio dos espectros pela transformada de Fourier e complementado e
constatando-se as alteragdes morfologicas de superficie através da microscopia eletrénica de
varredura. Cada analise manteve-se inter-relacionada com os resultados obtidos, seja nas
variacOes de conteldo mineral ou no decréscimo dos componentes organicos préprios da
matriz organica de cada tecido analisado. Por outro lado, a microscopia eletronica de
varredura confirmou os resultados encontrados quantitativa e qualitativamente na analise de

microdureza e no FTIR, respectivamente.

As transformaces de carater bioquimico e modificacdes ultra-estruturais, além de
maior especificidade de resultados no que diz respeito a fisiopatologia desencadeada pela
radiacdo gama e a interacdo com os tecidos duros permanece ainda ndo esclarecida. Assim,

serdo necessarios maiores estudos com técnicas inovadoras, tais como as técnicas de biologia
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molecular e afins, de tipo quantitativa para determinar-se dados exatos sobre a quantidade de
progressdo destes efeitos deletérios da radiacdo gama nos tecidos duros da cavidade bucal,
especificamente na repercussdo e o possivel acometimento dos tecidos moles e estruturas

glandulares circunvizinhas.

Comprovou-se que a radiacdo gama per se produz efeitos de alta relevancia na
composicao e estrutura dos tecidos analisados, e que o seu efeito de forma isolada, conforme
os resultados apresentados neste estudo deverdo ser considerados pelo oncologista,

radioterapeuta e a equipe multidisciplinar encarregada do cuidado do paciente oncologico.
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7. CONCLUSOES
A partir dos resultados obtidos conclui-se do presente estudo:

1. A radiagdo gama exerceu um efeito deletério nos tecidos duros da cavidade bucal,
demonstrado in vitro e constatado através da perda de microdureza de superficie, alteracfes
morfoldgicas evidenciadas pela microscopia eletrénica, e nas alteragBes da composicao
bioquimica, tanto na matriz inorganica quanto na organica detectadas pela técnica de reflexdo

total atenuada pela espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier.

2. As analises por meio da microscopia eletrénica de varredura evidenciaram as
mudancas morfolégicas apds a irradiacdo gama quando as imagens iniciais foram
comparadas com as finais, o que determinou o grau de acometimento no que diz respeito a

superficie da amostra analisada, através de trincas, linhas de fratura e quebras do tecido duro.

3. A radiacdo ionizante acometeu em um maior grau o esmalte dentario no que diz
respeito a perda de microdureza de superficie deste tecido demonstrado estatisticamente com
um valor de p = 0,00, para a diferenca das médias dos valores inicias e finais de microdureza,

tanto intragrupo quanto intergrupo.

4. Os tecidos duros de maior contetdo organico tais como a dentina e as regides do
0sso mandibular analisadas, também apresentaram diferencas significantes entre os valores
de microdureza inicial e final obtidas, intra e intergrupo no caso da dentina. Para o caso do
corpo mandibular e regido do trigono retromolar s6 apresentaram diferencas significativas

intragrupo, e referente ao esmalte e a dentina.

5. Apos a analise da composicdo bioquimica dos quatro grupos através da
espectroscopia no infravermelho antes e depois do processo de irradiagdo mostraram-se
caracteristicas diferentes entre eles: a dentina radicular e o corpo mandibular apresentaram
degradacdo em todos os compostos analisados, a qual foi desencadeada pela produgédo de
perdxidos provenientes da radidlise da agua; a regido trigono retromolar, as amostras
apresentaram elevada degradacéo da agua e das proteinas associadas a presenca do colageno;
0S compostos inorganicos presentes apresentaram regioes de baixa degradacgdo e o esmalte
sofreu mudancas nos compostos inorganicos e nas proteinas, mas verificou-se que a remogao

de agua teve lugar neste caso.
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6. A partir destes resultados pode-se estabelecer uma conclusao geral do presente
estudo, salientando-se o efeito direto da radiacdo ionizante, no caso, a irradiacdo como fator
determinante e contribuinte a perda das propriedades fisicas, composicional e morfologicas
dos tecidos duros submetidos a radioterapia convencional, a partir de um modelo in vitro,
dos pacientes acometidos por cancer de cabeca e pescoco, o que favorece, de fato, o
aparecimento dos efeitos indesejaveis desta modalidade terapéutica, independente dos fatores

contribuintes locais ou sistémicos.
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ANEXO A

A planilha a seguir foi utilizada para coleta de dados de microdureza de superficie
inicial e final. Além disso, foi inserida a porcentagem de perda de dureza. Foram feitas trés
fileiras de cinco indenta¢fes cada, com distancia de 100 pum entre as indentagfes e com uma

distancia de 200 um entre as fileiras.
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