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RESUMO

Santos, TT. Influéncia da reirradiacdo nas propriedades quimicas e morfoldgicas do esmalte e da
dentina de dentes permanentes. Ribeirdo Preto, 2020. 104p. Dissertacdo [Mestrado]. Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo.

Um grande desafio enfrentado pela oncologia sdao as recidivas locorregionais de CCP, sendo
necessario, por diversas vezes, um novo ciclo de tratamento. A reirradiacdo, utilizada
extensivamente na pratica clinica, adiciona maior complexidade na avaliacao da toxicidade causada
pela radiacdo, sendo de fundamental importancia ampliar o conhecimento sobre os efeitos
provocados pelas doses adicionais. O objetivo do presente estudo foi avaliar, in vitro, simulando um
retratamento radioterdpico de CCP, os efeitos da reirradiacdo nas propriedades do esmalte e da
dentina de dentes permanentes. Este estudo avaliou as caracteristicas quimicas e morfoldgicas do
esmalte e da dentina de 45 molares permanentes humanos, divididos em cinco grupos: ndo
irradiados; irradiados até dose de 60Gy e reirradiados até as doses de 30, 40 e 50Gy, por meio da
anadlise de espectroscopia Raman, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia de
energia dispersiva de raios X (EDX). Os espécimes submetidos a radiacdo foram expostos a fracdo de
dose de 2Gy/dia, durante cinco dias consecutivos, por seis semanas no primeiro ciclo de irradiacdo e
por trés, quatro e cinco semanas, respectivamente, no segundo ciclo. As informacgGes obtidas por
meio da espectroscopia Raman foram analisadas de forma comparativa, entre os grupos e por
regido, de acordo com a area geral dos espectros e a intensidade e drea dos picos de interesse. Os
dados foram avaliados pelo teste Kolmogorov—Smirnov, seguido por teste One-Way ANOVA e pés-
teste de Tukey, sendo o nivel de significancia adotado para todas as analises de 5%. As imagens
obtidas por MEV foram analisados por meio de comparacdo qualitativa e os dados referentes a
concentragcdo em peso dos elementos Ca, P e O, obtidos pelo EDX, foram submetidos a analise
percentual comparativa. Ao analisarmos as areas do pico relacionado a presenca de fosfato (438nm)
e aos modos vibracionais da hidroxiapatita (582nm), as alteragdes foram significantes entre os
grupos ndo irradiado e o irradiado em relagdo aos reirradiados (p<0,05). Por sua vez, os dados
obtidos pelas areas dos picos relacionados ao ion fosfato (960nm) e a presenca de carbonato
(1070nm), permitiram observar que houve diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05), sendo que
tais alterac6es foram mais relevantes nos elementos reirradiados. Ao analisarmos a intensidade do
pico relacionado a presenca de fosfato (438nm) e aos modos vibracionais da hidroxiapatita (582nm),
foi possivel observar que houve diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05), sendo que tais
alteracOes foram mais relevantes nos elementos reirradiados. Por sua vez, os dados obtidos pela
intensidade dos picos relacionados ao ion fosfato (960nm) e a presenca de carbonato (1070nm)
demonstraram alteragGes significantes entre os grupos ndo irradiado e irradiado em relacdo aos
reirradiados (p<0,05). Em relagdo as diferentes regiGes analisadas, foi observado que a reirradiacdo
atingiu o dente como um todo (p>0,05). Por meio da MEV foi possivel observar degradacdo da regido
interprismatica e destruicdo dos prismas de esmalte e dos cristais de hidroxiapatita. Na dentina, a
reirradiacdo provocou obliteragdo dos tubulos dentinarios, formagdo de fendas e fragmentagdo
progressiva das fibras colagenas ao longo de todo tecido. A quantificacdo das substancias presentes
nestes substratos, realizada por meio do EDX, indicou um aumento na porcentagem de oxigénio e
diminui¢do nas porcentagens de fosforo e calcio apds a reirradiagao. Dessa forma, conclui-se que as
alteragbes quimicas e morfoldgicas observadas nos dentes permanentes reirradiados sdo
progressivas e diretamente proporcionais ao escalonamento da dose de radiacdo, ocasionando
danos ainda mais severos aqueles observados apos irradiagao.

Palavras-Chave: Neoplasia de cabeca e pescoco. Radioterapia. Carie de Radiagdo. Esmalte. Dentina.
Composicdo Quimica. Morfologia. Espectroscopia RAMAN.



ABSTRACT

Santos, TT. Influence of reirradiation on the chemical and morphological properties of enamel and
dentin of permanent teeth. Ribeirdo Preto, 2020. 104p. Dissertacdao [Mestrado]. Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo.

A major challenge faced by oncology is locoregional recurrences of PCC, requiring a new treatment
cycle on several occasions. Re-radiation, used extensively in clinical practice, adds greater complexity
in assessing the toxicity caused by radiation, being of fundamental importance to expand the
knowledge about the effects caused by additional doses. The aim of the present study was to
evaluate, in vitro, simulating a radiotherapy retreatment of CCP, the effects of re-radiation on the
properties of enamel and dentin of permanent teeth. This study evaluated the chemical and
morphological characteristics of the enamel and dentin of 45 human permanent molars, divided into
five groups: non-irradiated; irradiated up to a dose of 60 Gy and re-irradiated up to doses of 30, 40
and 50 Gy, through the analysis of Raman spectroscopy, scanning electron microscopy (SEM) and X-
ray dispersive energy spectroscopy (EDX). The specimens submitted to radiation were exposed to a
dose fraction of 2Gy / day, for five consecutive days, for six weeks in the first irradiation cycle and for
three, four and five weeks, respectively, in the second cycle. The information obtained through
Raman spectroscopy was analyzed comparatively, between groups and by region, according to the
general area of the spectra and the intensity and area of the peaks of interest. The data were
evaluated by the Kolmogorov — Smirnov test, followed by the One-Way ANOVA test and Tukey's
post-test, with the significance level adopted for all analyzes being 5%. The images obtained by SEM
were analyzed by means of qualitative comparison and the data referring to the concentration in
weight of the elements Ca, P and O, obtained by EDX, were submitted to comparative percentage
analysis. When analyzing the peak areas related to the presence of phosphate (438nm) and to the
vibrational modes of hydroxyapatite (582nm), the changes were significant between the non-
irradiated and the irradiated groups in relation to the irradiated groups (p <0.05). In turn, the data
obtained by the peak areas related to the phosphate ion (960nm) and the presence of carbonate
(1070nm), allowed us to observe that there was a statistical difference between the groups (p <0.05),
and such changes were more relevant elements in the re-radiated elements. When analyzing the
peak intensity related to the presence of phosphate (438nm) and the vibrational modes of
hydroxyapatite (582nm), it was possible to observe that there was a statistical difference between
the groups (p <0.05), and such changes were more relevant in re-radiated elements. In turn, the data
obtained by the intensity of the peaks related to the phosphate ion (960nm) and the presence of
carbonate (1070nm) demonstrated significant changes between the non-irradiated and irradiated
groups in relation to the irradiated groups (p <0.05). Regarding the different regions analyzed, it was
observed that the re-radiation reached the tooth as a whole (p> 0.05). Through SEM it was possible
to observe degradation of the interprismatic region and destruction of enamel prisms and
hydroxyapatite crystals. In dentin, re-radiation caused obliteration of dentinal tubules, formation of
cracks and progressive fragmentation of collagen fibers throughout the entire tissue. The
guantification of the substances present in these substrates, carried out by means of EDX, indicated
an increase in the percentage of oxygen and a decrease in the percentages of phosphorus and
calcium after re-radiation. Thus, it is concluded that the chemical and morphological changes
observed in the permanent irradiated teeth are progressive and directly proportional to the
escalation of the radiation dose, causing even more severe damage to those observed after
irradiation.

Keywords: Head and neck neoplasia. Radiotherapy. Radiation caries. Enamel. Dentin. Chemical
composition. Morphology. RAMAN spectroscopy.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o termo “cancer” é utilizado
genericamente para representar um grande grupo de doencas que podem afetar diversos
tecidos humanos, tendo em comum o crescimento celular desordenado com possibilidade
de invasdo dos tecidos e drgdos circunvizinhos e potencial desenvolvimento de metastases
para outras regides do organismo, distantes do sitio primario de desenvolvimento do tumor
(HANAHAN et al., 2011, CAIRNS et al., 2011).

O cancer é o principal problema de saude publica no mundo e esta entre as quatro
principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) na maioria dos paises. A
incidéncia e a mortalidade por cancer vém aumentando no mundo, em parte pelo
envelhecimento e pelo crescimento populacional, mas também pela mudanca na
distribuicdo e na prevaléncia dos fatores de risco, especialmente os associados ao
desenvolvimento socioeconémico. Hoje, é possivel observar a ocorréncia de uma transicao
dos principais tipos de cancer observados nos paises em desenvolvimento, com um declinio
dos tipos de cancer associado a infec¢cdes e aumento daqueles associados a melhoria das
condicOes socioeconGmicas, com a incorporacao de habitos e atitudes modernos associados
a urbanizacdo (sedentarismo, alimentacdo inadequada, entre outros) (BRAY et al.,, 2018;
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019).

A mais recente estimativa mundial, realizada no ano 2018, aponta que foram
diagnosticados 18 milhdes de novos casos de cancer, sendo também uma das principais
causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, responsavel por 9,6 milhdes de
ébitos em 2019 (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019).
Espera-se que a incidéncia aumente cerca de 70% nas proximas duas décadas, sendo que,
para o ano de 2030, a OMS estimou 27 milhdes de novos casos de cancer, com maior
prevaléncia em paises de baixa e média rendas (OMS, 2018). Para o Brasil, a estimativa para
cada ano do triénio 2020-2022 aponta que ocorrerdao 625 mil casos novos de cancer
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019). Globalmente, o
risco cumulativo indica que um em cada oito homens e uma e em cada dez mulheres

desenvolverdo a doenca ao longo da vida (GLOBOCAN, 2018).
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De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), 6rgdao do Ministério da Saude do
Brasil voltado as ag¢des nacionais integradas de preven¢dao e controle (diagndstico e
tratamento) de neoplasias, os agentes causais desta doenca sdo variados, podendo ser
externos ou internos ao organismo, estando ambos inter-relacionados. Esses fatores causais
podem interagir de varias formas, aumentando a probabilidade de transformacées malignas
nas células normais. De todos os casos de cancer, 80 a 90% estdo associados a fatores
externos, como por exemplo, as mudancas provocadas no meio ambiente pelo homem,
habitos (cigarro, alcool, a exposi¢cdo excessiva ao sol e/ou fatores alimentares) e estilo de
vida (sedentarismo) (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA,
2019).

O cancer de cabeca e pescoco (CCP) é comumente utilizado para designar um grupo
heterogéneo de tumores que se originam em diferentes regides das vias aero-digestivas
altas, como cavidade bucal, faringe, laringe, cavidade nasal e seios paranasais, glandulas
salivares (FERLAY et al., 2010; GAUDET et al.,, 2015; PALERI e ROLAND, 2016) e tiredide
(ANTONIA et al., 2016; BRAY et al., 2018;). O CCP, somando-se todos os seus subsitios, ocupa
o terceiro lugar em incidéncia, com 1.454.892 novos casos em 2018 no mundo, superado
somente pelos tumores de pulmao (2.093.876) e mama (2.088.849) e a frente do cancer de
préstata (1.276.106) (ANTONIA et al., 2016; BRAY et al., 2018; GLOBOCAN 2018). A cada ano
aproximadamente 550 mil novos casos de CCP sdao diagnosticados no mundo, tornando-o o
sétimo tipo de cancer mais comum (FITZMAURICE et al., 2017). Além disso, a incidéncia da
doenca em pessoas com menos de 50 anos parece estar aumentando (NG et al., 2017;
MULLER et al., 2008). Este tipo de neoplasia acomete duas a trés vezes mais homens do que
mulheres (RETTIG et al.,, 2015) e é caracterizada pela agressividade e metdstases
locorregionais (KIM et al., 2002).

Dentre os fatores de risco, assim como dos canceres em geral, podemos citar a
predisposicdo individual, isto é, fatores genéticos hereditarios, e a exposicdo a agentes
externos que, nestes tumores, estdo relacionados principalmente ao consumo de alcool e
tabaco (GAUDET et al., 2015; RETTIG et al., 2015; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE
ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019). Entre outros fatores de risco encontram-se a exposicao
ao sol sem protecdo (importante fator de risco para o cancer de labio), o excesso de gordura
corporal, o contato com o papiloma virus humano (HPV), principalmente os subtipos 16 e 18

(OMS, 2018) e fatores relacionados a exposicao ocupacional a alguns elementos como pé de
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madeira, produtos quimicos utilizados na metalurgia, petrdleo, plasticos, industrias téxteis e
o amianto (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019).

Desde a década passada, a infeccdo pelo HPV, transmitido sexualmente, vem sendo
reconhecida como um dos principais fatores de risco do CCP. Em razdao das mudangas no
comportamento sexual da populacdo, vem sendo observado um aumento nas taxas de
incidéncia do CCP entre a populagao de adultos jovens (PINTOS et al., 2008; JEMAL et al.
2011; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2015; RETTIG et
al., 2015) e, embora existam mais de 100 tipos de HPV, apenas uma minoria é considerada
de alto risco ou carcinogénica (TOTA et al., 2011), sendo o HPV16 o responsdvel por mais de
90% dos casos (GILLISON et al. 2012).

O uso do tabaco também é um dos importantes fatores de risco para o desenvolvimento
de neoplasias, sendo que ja foi demonstrado que 90% dos individuos que apresentaram CCP
consumiam habitualmente o tabaco (HASHIBE et al., 2007). O uso indiscriminado de bebidas
alcodlicas, isolado de outros fatores, também aumenta a chance de desenvolvimento dos
CCP, neste caso entre 1 e 4% de aumento absoluto (HASHIBE et al., 2009). O maior risco
encontra-se quando ha associacdo entre o uso de alcool e de tabaco, sendo que o risco é 30
vezes maior para os individuos que fumam e bebem do que para aquelas pessoas que nao o
fazem (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2019). Estas duas substancias, quando em conjunto, apresentam efeito
sinérgico (RETTIG et al., 2015), potencializando o desenvolvimento de CCP (BAKER et al.
2000; SHAPIRO et al., 2000; BALLESTEROS e HEROS, 2002; AMERICAN CANCER SOCIETY,
2019).

O tratamento do CCP é complexo e de carater multidisciplinar e multimodal. Podem ser
tratados pela combinacdo de cirurgia, radioterapia (RT), quimioterapia, terapias alvo
moleculares e/ou imunoterapia (ROSALES et al., 2009; QUING et al., 2015) e a definicdo da
modalidade de tratamento depende de diferentes fatores como o tipo de cancer, o
estadiamento e a localizacdo do tumor, além das condic¢des clinicas do paciente (BESSELL et
al., 2011). Atualmente, a RT e a cirurgia sdo as modalidades de tratamento locorregional
mais utilizadas (PALEARI e ROLAND et al., 2016).

A RT é uma modalidade de tratamento amplamente utilizada para este tipo de cancer,
podendo ser indicada como terapia primaria, adjuvante ao tratamento cirurgico e a terapia

sistémica, ou como tratamento paliativo em estagios avancados e inoperaveis da doenca
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(BESSELL et al., 2011; SOARES et al., 2011). Para tumores mais avanc¢ados, a associacdo do
tratamento cirdrgico com a RT pds-operatdria ou terapia sistémica e RT sdo, hoje, os
protocolos de tratamento mais utilizados e eficazes (ZACKRISSON et al., 2003; PALEARI e
ROLAND, 2016; LOCCA et al., 2018). Entre 42 e 84% dos pacientes com CCP s3ao submetidos a
RT dependendo da localizacdo do tumor (NATIONAL CANCER REGISTRATION AND ANALYSIS
SERVICE, 2018).

A RT se fundamenta na utilizacdo de diversos tipos de radiacdo com potencial ionizante
(CHASCHOUAY et al., 2011) capazes de atuar de forma direta, promovendo a inibicdo da
divisdo celular, ou indireta, por meio da producdo de espécies reativas do oxigénio (Reactive
Oxygen Species — ROS) que induzem apoptose das células malignas, reduzindo o volume
tumoral irradiado (ERIKSSON et al., 2010). Este tipo de terapia pode ser administrada por
meio de diferentes fontes de radiacdo empregando feixe de radiacdes ionizantes por fétons
produzidos por acelerador linear, préotons produzidos por ciclotrons e isétopos radioativos
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2015). As radiagdes
ionizantes podem ser eletromagnéticas ou corpusculares e carregam energia que, ao
interagirem com os tecidos, podem provocar fendmenos quimicos como a hidrélise da agua
e ruptura das cadeias de DNA das células (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2015). A morte celular pode ocorrer, entdo, por vdrios mecanismos, desde
a inativacdo de sistemas vitais para a célula atingida, até sua incapacidade de reproducdo
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2015). A unidade
internacionalmente utilizada para medir as quantidades de radiacdo é o Gray (Gy), que
expressa a dose de radiacdo absorvida por qualquer material ou tecido humano (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2015). De acordo com os protocolos
clinicos de tratamento atuais para CCP, os pacientes submetidos a este tipo de terapia
recebem uma dose total entre 50 a 70Gy como dose curativa, de acordo com a indicacao
terapéutica. Essas doses sao fracionadas convencionalmente em um periodo de cinco a sete
semanas, uma vez ao dia, com dose diaria de 1,8 a 2Gy, durante cinco dias por semana
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2001; ROSE-PED et al., 2002;
KIELBASSA et al., 2006; ERIKSSON et al., 2010).

Atualmente, existem varias modalidades de RT (convencional (2D), tridimensional (3D),
RT de intensidade modulada (IMRT) e a RT por feixes de prétons) (MARTA et al., 2014). O

tipo de radiacdo ionizante utilizada durante o tratamento oncoldgico, a dose total prescrita
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no volume alvo, o tempo de tratamento e a combinacdo com outras modalidades de
tratamento dependem de varios fatores como estadiamento clinico do tumor, localizagao,
tipo de tumor, condicdes fisicas do paciente e infraestrutura do centro médico de
tratamento (HERRASSI et al., 2013). A resposta dos tecidos as radiacdes também vai
depender de diversos fatores, tais como: sensibilidade do tumor a radiacdo, localizacdo e
oxigenagao, assim como a qualidade e a quantidade da radiagdo recebida e o tempo total
em que ela é administrada. Para que o efeito bioldgico atinja o maior nimero de células
neopldsicas e a tolerancia dos tecidos normais seja respeitada, a dose total de radiacao a ser
administrada é habitualmente fracionada em doses didrias (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER
JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2015).

A RT é considerada uma das opgdes terapéuticas mais eficazes para o tratamento de
CCP por sua efetividade na reducdo do volume do tumor primario e também pela diminuicdo
do risco de metdstases. A despeito desta efetividade da RT no contexto do tratamento do
cancer sabe-se que o aumento da dose de radiacdo para o tumor aumenta a probabilidade
de cura, no entanto, doses de radiacao maiores sao limitadas pelo potencial de causar danos
ao tecido normal. Por este motivo, protocolos baseados em fracionamento de doses sdo
utilizados (STEEL et al., 1989; HARRINGTON et al., 2009;). Mesmo assim, os potenciais efeitos
colaterais da RT sdo graves e continuam sendo observados nas estruturas bucomaxilofaciais
presentes no campo de radiacdo dos pacientes com tumores malignos nesta regidao
(TOLETINO et al., 2011).

O objetivo da RT consiste na erradicacdo do cancer com o minimo de efeitos adversos
aos tecidos circunvizinhos. No entanto, embora seja uma modalidade de tratamento muito
eficiente e realizada da maneira mais conservadora possivel, a RT ndo é seletiva, ou seja, ndo
é capaz de diferenciar células normais de células malignas e, muitas vezes, os efeitos
colaterais aos tecidos adjacentes sdo inevitaveis (RAMPLING et al., 2003). Apesar de muitos
desses efeitos serem transitorios ou intermediarios, outros podem ser tardios e irreversiveis
(BRODY et al., 2013; KHAW et al., 2014; GALETTI et al., 2014;), por este motivo, torna-se
necessaria a aceitacdo de um determinado grau de dano aos tecidos normais a fim de se
alcancar o objetivo do tratamento (MCCAUL et al., 2012).

A efetividade da RT depende da radiossensibilidade dos tecidos e da fase da divisdo
celular em que se encontram as células neopldsicas (FANUCCHI et al., 2006; GLENNY et al.,

2010; KHAW et al., 2014). Além disso, embora o tratamento radioterapico seja altamente
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eficaz contra diferentes tipos de tumores, ndo é raro observar a recidiva locorregional destas
doengas, recente ou tardia a cura do primeiro tumor. Essa condi¢cdo exige do paciente uma
nova perspectiva em relacdo a patologia e ao tratamento. Isso porque, quando o cancer
retorna ao organismo, as novas células cancerosas, muitas vezes, tornam-se mais resistentes
e agressivas e a nocao de que o tratamento instituido ndo foi eficaz e de que hd uma
possivel redugdo das chances de cura, somado ao retorno a rotina hospitalar e a situagao de
adoecimento, exerce forte impacto na qualidade de vida do paciente e de seus familiares
(HINDS et al., 1996; ESPINDULA et al., 2001; VIVAR et al., 2009).

Os tipos de cancer variam em rela¢do a sua capacidade de recidivar e nos locais em que
isso pode acontecer. Por este motivo, a recidiva pode ter duas classificagbes possiveis:
locorregional ou metastatica. Quando a recidiva acontece no sitio primario ou quando
envolver linfonodos ou tecidos proximos ao primeiro tumor, a recidiva é chamada de
locorregional. J4 nos casos em que a doenca se dissemina para érgaos ou tecidos, distantes
do tumor original, é dado o nome de recidiva metastatica a distancia (DEVITA et al., 2011). A
grande diferenca entre esses dois grupos esta no fato de que o paciente com recidiva
locorregional é, potencialmente curavel. O tratamento, nestes casos, é realizado como uma
segunda tentativa de cura. Na doenga metastatica, porém, o controle da doenca muitas
vezes é obtido em carater paliativo. A estratégia a ser utilizada em qualquer um dos casos é
definida a partir dos mesmos fatores considerados na primeira manifestacdo da doenca:
tipo, tamanho e localizacdo do tumor e estado geral de salde do paciente. A estratégia
oncolégica dessa vez, devido a adicdo de terapias, pode ocasionar toxicidade aos tecidos
adjacentes de forma mais complexa e frequente (DEVITA et al., 2011).

As manifestacbes ou complicacdes mais comuns ocasionadas pela RT no CCP sdo:
mucosite (NAIDU et al., 2004), xerostomia (JENSEN et al., 2010), candidiase (e outras
infeccOes fungicas), hipo ou disgeusia, perda do paladar, trismo muscular (BENSADOUN et
al., 2010), dor orofacial e sensibilidade dos tecidos moles, alteracdo do ligamento
periodontal (EPSTEIN et al., 2001), altera¢cGes microvasculares, necrose de tecidos moles,
osteorradionecrose (NABIL e SAMMAN, 2011) e “cérie relacionada a radiacdo” (PISTOIA et
al., 2004; FERGUSON et al., 2007; HONG et al., 2010; MCCAUL et al., 2012; KHAW et al.,
2014). Estima-se que a incidéncia e a prevaléncia das sequelas e dos efeitos colaterais

induzidos pela RT variem de 13 a 89% (OHRN et al., 2001) e frequentemente limitam a
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gualidade de vida dos pacientes oncolégicos (ANDREWS e GRIFFITHS, 2001; GERMANO et al.,
2015).

Estudos demonstram que a “carie relacionada a radiacdo” é uma das doencas que
acomete, com grande frequéncia, pacientes submetidos a RT de CCP, afetando a qualidade
de vida (SILVA et al., 2009). E uma doenca complexa e destrutiva, de origem multifatorial,
gue apresenta caracteristicas singulares que a diferem das lesdes de cdrie convencionais,
tais como a severa destruicdo do esmalte e dentina (AL-NAWAS et al., 2000), progressao
rapida e acometimento de locais pouco suscetiveis, como a porgao incisal, a cervical e as
cuspides dos dentes (KIELBASSA et al., 2006; SILVA et al., 2009; BEECH et al., 2014).
Evidéncias cientificas mostram que a prevaléncia de carie dental em pacientes submetidos a
RT de CCP pode ser 25% maior do que em pacientes que nunca receberam este tipo de
tratamento (HONG et al., 2010) e que o risco para o desenvolvimento desta doenca estard
presente por toda a vida do paciente, ndo apenas durante ou logo apds o tratamento
(KIELBASSA et al., 2006). Os fatores preditivos da “carie relacionada a radiagao” sao a
alteracdo na qualidade e na quantidade de saliva, dificuldade em realizar uma higiene bucal
adequada em funcdo do desenvolvimento de mucosites e da rigidez muscular, aumento do
consumo de alimentos cariogénicos e alteragcdes na microbiota bucal (KIELBASSA et al., 2006;
SILVA et al., 2009; LIESHOUT E BOTS, 2014;). Porém, os efeitos diretos da RT nas estruturas
dentais (esmalte e dentina) também podem predispor a maior susceptibilidade ao
desenvolvimento da “carie relacionada a radiacao”.

Os efeitos da RT nos dentes dependem da composicdo mineral e orgéanica das estruturas
do esmalte ou da dentina (GWINNETT, 1992). Estudos envolvendo dentes permanentes
mostraram que a RT é capaz de provocar modifica¢cdes na estrutura dental, tanto no esmalte
(GONCALVES, 2012; DE SIQUEIRA MELLARA et al., 2014; GONCALVES et al., 2014;
MARANGONI-LOPES et al., 2019; MELLARA et al., 2020) quanto na dentina (FERGUSON et al.,
2007; MCCAUL et al., 2012; DE SIQUEIRA MELLARA et al., 2014; GONCALVES et al., 2014;
KHAW et al.,, 2014; MARANGONI-LOPES et al.,, 2019; MELLARA et al., 2020), tais como:
destruicdo da estrutura prismatica do esmalte dentario (GROTZ et al., 1998), reducdo nas
propriedades mecanicas, como diminui¢cdo da microdureza (KIELBASSA et al., 1997; WALKER
et al., 2011; MARANGONI-LOPES et al., 2019), da resisténcia a tracdo (SOARES et al., 2010),
da resisténcia ao desgaste (JERVOE, 1970) e da resisténcia ao ataque de acido (GROTZ et al.,

1998), danos as fibrilas de colageno (CHEUNG et al., 1990) resultando em uma reducdo
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significativa na dureza e elasticidade do tecido dentindrio (FRANZEL E GERLACH, 2009),
aumento da solubilidade (MARKITZIU et al., 1986), atrofia dos processos odontobldsticos e
obliteracdo de tubulos dentinarios (KIELBASSA et al., 2000; MARANGONI-LOPES et al., 2019;
DE SIQUEIRA MELLARA et al., 2014; GONCALVES et al., 2014) e redugdo da estabilidade da
juncdo amelodentindria (KIELBASSA et al., 1997; SPRINGER et al., 2005; MCGUIRE et al.,
2014b; CARPIO-BONILLA, 2016; QUEIROZ et al., 2019; QUEIROZ et al., 2020).

Pesquisas oriundas do nosso grupo, permitiram observar que apds tratamento
radioterapico, ha destruicdo de coldgeno (GONCALVES et al., 2014), desorganiza¢dao do
esmalte e da dentina resultando em uma superficie dental amorfa (DE SIQUEIRA MELLARA et
al., 2014; GONCALVES et al., 2014), presenca de fendas e tubulos dentinarios destruidos
e/ou colabados (GONCALVES et al., 2014) e aumento da atividade das metaloproteinases da
matriz nas regides cervical, cispide e fundo do sulco da juncdo amelodentindria (CARPIO-
BONILLA, 2016; QUEIROZ et al.,, 2019; QUEIROZ et al.,, 2020). Entretanto, embora as
alteracdes diretas que a RT pode promover nas estruturas dentais sejam conhecidas, nao
existe na literatura nenhum relato sobre a influéncia da RT nas propriedades quimicas e
morfolégicas dos tecidos dentais em casos de pacientes submetidos a um novo tratamento
radioterapico, isto é, em casos de reirradiacdo, apds recidiva locorregional do CCP, sendo

esta avaliacdao o objetivo do presente estudo.






| 27

2. PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar, in vitro, simulando um retratamento
radioterapico de CCP, os efeitos da reirradiacdao nas propriedades quimicas e morfoldgicas
do esmalte e da dentina de dentes permanentes, por meio da andlise da:

1) Composi¢do quimica e estrutural do esmalte por meio da espectroscopia Raman;

2) Morfologia do esmalte e da dentina por meio de microscopia eletronica de varredura

(MEV);
3) Composicdo quimica do esmalte e da dentina por meio da espectroscopia de energia

dispersiva de raios X (EDX).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi submetido a apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sdo Paulo (FORP/USP)
(processo n? 2018.3.091.548), tendo sido aprovado (Anexo A).

3.2. Delineamento Experimental
Trata-se de um estudo experimental tendo como fator a irradiacdo em 5 niveis:

1) Ndo irradiados;

2) Irradiados até a dose de 60Gy (convencional);

3) Reirradiados até a dose de 30Gy (irradiados até a dose de 60Gy e reirradiados até
dose de 30Gy);

4) Reirradiados até a dose 40Gy (irradiados até a dose de 60Gy e reirradiados até
dose de 40Gy);

5) Reirradiados até a dose de 50Gy (irradiados até a dose de 60Gy e reirradiados até

dose de 50Gy).

A amostra foi constituida de 45 molares permanentes de humanos, superiores e
inferiores, recém-extraidos e higidos, dentes estes oriundos de individuos que nao foram
submetidos a nenhum tratamento oncoldgico, obtidos junto ao Banco de Dentes da
FORP/USP e armazenados em agua destilada, a temperatura de 42°C.

Inicialmente, os dentes foram submetidos a profilaxia com pasta de pedra-pomes e
agua, com auxilio de uma escova tipo Robinson montada em micromotor, em baixa
rotacdo. Em seguida, com o auxilio de uma sonda exploradora e de um estereomicroscopio
(Nikon Inc. Instrument Group, Melville, NY, EUA) com aumento de 10x, foi realizado o
exame tatil e visual, a fim de selecionar apenas os dentes que nao apresentavam fraturas,
lesdes de carie ou anomalias de estrutura.

Apos a selegdo, os dentes foram armazenados em solugdo de timol a 0,1%
supersaturada durante uma semana. Sendo, em seguida, lavados em agua por 24 horas e,
entdo, armazenados em agua destilada a 42C até o seu uso.

Os substratos dentais de esmalte e dentina corondria foram analisados

separadamente, ndo sendo comparados entre si. Os espécimes foram submetidos a analise
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da composicdo quimica e estrutural (Raman). Quatro espécimes de cada grupo foram
separados aleatoriamente para analise em microscopia eletronica de varredura (MEV) e
avaliacdo da composicao quimica do esmalte e da dentina por meio da espectroscopia de

energia dispersiva de raios X (EDX) (Fluxograma 1).

Fluxograma 1. Delineamento experimental.

n=45
|

Profilaxia

Nao Irradiado Irradiado | 60Gy  Reirradiado | 30Gy  Reirradiado | 40Gy  Reirradiado | 50Gy
n=Q n=Q n=Q n=Q n=Q

N\ I /

Espectroscopia FT-Raman

(n=45)
|

Preparo dos Dentes

Nao Irradiado Irradiado | 60Gy  Reirradiado | 30Gy  Reirradiado | 40Gy  Reirradiado | 50Gy

n=18 n=18 n=18 n=18 n=18
| | | | |
MEV | EDX MEV | EDX MEV | EDX MEV | EDX MEV | EDX
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4

3.3. Procedimento de Irradiagdo

Os espécimes foram irradiados no Centro de Tratamento de Radio-Oncologia (CTR),
localizado na cidade de Ribeirdo Preto. Durante o procedimento de irradiacdo, os
espécimes foram dispostos em placas de acrilico para cultura de células de 24 pocgos
(Cellstar®, ref.657160, Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, Alemanha), de maneira que
todos recebessem a mesma irradiacdo direta por unidade de area (Figura 1).

Com o intuito de manté-los em um ambiente Umido, simulando as caracteristicas da
cavidade bucal, durante a irradiacdo, cada poco foi preenchido com 10ml de &gua
destilada, recobrindo totalmente os cilindros de PVC. Ao final de cada procedimento, a
agua destilada era desprezada e os corpos de prova mantidos em saliva artificial, em estufa
a 379C até o préximo ciclo de irradiacdo, quando, entdo, a saliva era novamente substituida

por agua destilada.
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Figura 1. Processo de irradiacdo e reirradiacao dos dentes em acelerador linear.
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O uso da saliva artificial durante a irradiacdo foi evitado devido a sua alta concentracao
de ions, o que poderia interferir na radia¢do direta por unidade de area.

Inicialmente os dentes foram submetidos a irradiacdo em acelerador linear com
energia de 6MV, dose de 60Gy, em um total de 30 fragdes por seis semanas, em fracao de
dose de 2Gy/dia, durante cinco dias consecutivos por semana (Tabela 1) (KIELBASSA et al.,
2000; BULUCU et al., 2009; SOARES et al., 2010; SOARES et al.,, 2011; DE SIQUEIRA
MELLARA et al., 2014; GONCALVES et al., 2014; MCGUIRE et al., 2014b; MARTINS et al.,
2015; SANTIN et al., 2015; CARPIO-BONILLA, 2016; MARANGONI-LOPES et al., 2019;
QUEIROZ et al., 2019; MELLARA et al., 2020; QUEIROZ et al., 2020).

Tabela 1. Numero de ciclos de irradiacdo, periodos e doses totais empregadas.

Numero de fragdes de Periodo de tempo Dose Total
Irradiagao (semanas) (2Gy por fragao)
5 1 10Gy
10 2 20Gy
15 3 30Gy
20 4 40Gy
25 5 50Gy
30 6 60Gy

As placas foram alinhadas equidistantes do centro do feixe e do interior para garantir
taxa de dose uniforme (400UM/min) e entrega total da dose por fracdo. O controle de
qualidade foi realizado utilizando dosimetros Nanodot (Landauer, Inc., Glenwood, IL, EUA),
sendo as leituras de dose na superficie das placas utilizadas para calcular os tempos de
tratamento “beam-on”. Os dosimetros foram colocados sob as placas irradiadas e

calibrados de acordo com as condicOes de feixe descritos anteriormente.

3.4. Estocagem e envelhecimento artificial acelerado

Apds o término do procedimento de irradiacdo convencional (dose total de 60Gy), os
dentes foram armazenados em condi¢cbes semelhantes as da cavidade bucal, em saliva
artificial a 372C (+12C), por seis meses. Durante este periodo, todos os corpos de prova
foram submetidos ao envelhecimento artificial acelerado por meio de termociclagem, a fim
de simular o periodo de um ano, tempo sugerido na literatura como o minimo necessario

para ser iniciado um novo tratamento radioterapico (GALE et al., 1999).
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A termociclagem simula a ingestdo de alimentos quentes e frios na cavidade bucal, por
meio da imers3ao dos espécimes em agua em diferentes temperaturas. Pressupde-se que,
in vivo, esse ciclo ocorra de 20 a 50 vezes por dia (GALE et al., 1999). Por este motivo, os
dentes foram submetidos a 500 ciclos de termociclagem semanais (Etica Equipamentos
Cientificos S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil), com temperaturas entre 52C e 552C, até que fossem
completados 12.000 ciclos, simulando, aproximadamente, o periodo de um ano (GALE et
al.,, 1999). Nos intervalos semanais, os espécimes permaneceram imersos em 100mL de
saliva artificial, substituida diariamente, em estufa (ECB 1.3, Odontobras, Ribeirdo Preto,
SP, Brasil) a 372C.

Apds este periodo, foi iniciado o procedimento de reirradiacdo dos espécimes até a

dose de 30Gy, 40Gy e 50Gy, de acordo com o respectivo grupo.

3.5. Procedimento de reirradiagdo

Apds o periodo de estocagem, seguindo as mesmas condutas do procedimento de
irradiacdo inicial, os dentes foram submetidos a reirradiacdo até a dose total de 30Gy,
40Gy e 50Gy, de acordo com seu grupo, em um total de 15 fracdes por 3 semanas, 20
fragdes por 4 semanas e 25 fragdes por 5 semanas, respectivamente, em fracao de dose de

2Gy/dia, durante 5 dias consecutivos por semana (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de ciclos de reirradiagado, periodos e doses totais empregadas.

Numero de fragoes de Periodo de tempo Dose Total
Irradiagao (semanas) (2Gy por fragao)
5 1 10Gy
10 2 20Gy
15 3 30Gy
20 4 40Gy
25 5 50Gy

3.6. Avaliagdo da composigcdo quimica do esmalte

3.6.1.Espectroscopia Raman
Apds o término dos procedimentos de irradiacdo, todos os espécimes foram
analisados por espectroscopia Raman utilizando o espectrometro da Ocean Optics (Inc.,

Dunedin, FL, USA), com excitacdo por laser de diodo (A=785nm) e resolucdo espectral de
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11cm™. As medidas foram feitas com excitacdo na poténcia de 400mW, cinco segundos de
aquisicdao e trés aquisicdes em cada regidao, com o espectro final de cada regido sendo a

média de cada uma destas trés medidas (Figura 2).

Figura 2. Processo de espectroscopia Raman.

Cada amostra forneceu um total de oito espectros, nomeados de acordo com o grupo
e regido analisada. As regides analisadas em cada uma das amostras foram:
e EC_V: Esmalte Coronario — Face Vestibular;
e EC_L: Esmalte Coronario — Face Lingual/Palatina;
e FS: Fundo de Sulco;
e PC: Ponta de Cuspide;
e JAD_V: Juncao Amelodentindria — Face Vestibular;

e JAD_L: Juncdo Amelodentinaria — Face Lingual/Palatina.



| 35

Todos os espectros foram tratados utilizando rotina de processamento em Matlab

que envolve:

e Remocao de ruidos para suavizagao da curva;

e Remocgado de curva de base com uso de polinomial de ordem seis;

e Remocdo de oscilagdes de segunda ordem no interior das curvas;

e Definigdo dos picos de interesse;

e Plot de Lorentziana com mdaximo no pico de interesse;

e (dlculo da area de cada pico de interesse;

e Calculo daintensidade de cada pico de interesse;

e Calculo da drea total do espectro.

Os picos selecionados para andlise foram (LI et al., 2010; REED et al.,, 2015;
TIMCHENKO et al., 2016):
e 438nm: Pico relacionado a presenca de fosfato;
e 582nm: Modos vibracionais v1, v3 and v4 (PO3)* na hidroxiapatita;
e 960nm: Alongamento vibracional simétrico dos ions fosfato ((PO4)3);

e 1070nm: Pico relacionado a presenca de carbonato.

Além disso, também foi realizada a analise da razdo entre carbonato / fosfato, por

meio da analise da razdo entre os valores obtidos para ambos os picos.

3.7. Preparo dos Dentes

Os dentes foram seccionados 1mm abaixo da juncdo amelocementdria, com disco
diamantado adaptado em madaquina de corte (Miniton, Struers A/S, Copenhagen,
Dinamarca), sob refrigeracao, para remoc¢ao do remanescente radicular.

Cada dente foi seccionado no sentido mésio/distal, obtendo-se duas metades, uma
correspondente a hemisseccdo vestibular e outra a hemisseccdo lingual ou palatina,
totalizando 90 hemisseccgdes.

As superficies seccionadas foram lixadas com lixas d’agua (Norton S/A, Curitiba, Brasil)
de granulagdo #600 e #1200 e polidas com feltro embebido em alumina (Arotec S/A, Cotia,

SP, Brasil) de 0,3um e 0,05um. Todo procedimento de polimento superficial foi realizado
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em politriz (DP-9U2, Panambra/Strues, A/S, Copenhagen, Dinamarca), sob refrigera¢do

(Fluxograma 2).

Fluxograma 2. Metodologia empregada na sele¢do e preparo dos dentes.
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3.8. Andlise da morfologia do esmalte e da dentina
3.8.1. Avaliagdo em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para este experimento foram utilizadas quatro hemisseccGes dentais de cada grupo,
totalizando 20 hemissecgdes.

Para andlise da superficie do tecido em microscépio eletronico de varredura as
hemissec¢cdes foram submetidas ao protocolo de: fixacdo (imersdo em solucdo de
glutaraldeido a 2,5% tamponado com solucdo de cacodilato de sddio a 0,1M com pH=7,4)
em temperatura de 42C por 12 horas; lavagem em dgua destilada por trés minutos; limpeza
em cuba ultrassonica (UltrasonicCleaner T-1449-D, Odontobras Ind. E Com., Ribeirdo Preto,
SP, Brasil) contendo agua destilada durante 10 minutos; aplicacdo de EDTA por 30
segundos; aplicagdo de acido fosforico a 37% (Gel Etchant-Kerr Corporation, Orange, USA)
no esmalte por 30 segundos; remocdo e lavagem com agua destilada; secagem; e
desidratagdo em graus crescentes de etanol (Labsynth Ltda., Diadema, Brasil): 25%

(20min), 50% (20min), 75% (20min), 95% (30min) e 100% (60min). Apds a desidratacao, as
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hemisseccdes serdo imersas em solucdo de HMDS (Hexamethyldisiloxane-Merck KgaA,
Darmstadt, D-64293, Alemanha) por 10 minutos para secagem quimica. Todos esses
procedimentos foram realizados no interior de uma capela com exaustor acionado.

Depois da secagem, as hemissecg¢des dentais foram fixadas em stubs com fita adesiva
de carbono dupla face (Electron Microscopy Sciences, Washington, EUA) e cobertas com
ouro em aparelho de metalizagdao a vacuo (SDC 050, Bal-Tec AG, Foehrenwg 16, Balzers,
Alemanha), com pressdo de 0,01mbar, corrente de 10mA, distancia de trabalho de 50mm,
tempo de cobertura de 90 segundos e espessura média de deposi¢cdo de 20 a 30nm.

Em seguida, foram observadas em microscépio eletrénico de varredura (Philips XL30
FEG, Eindhoven, Holanda; disponibilizado pelo LMEA — Laboratério de Microscopia
Eletronica e Analise, do Instituto de Fisica de Sdo Carlos, da Universidade de Sdo Paulo,
IFSC-US, Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil) para verificacdo de possiveis alteracdes causadas nos
substratos dentais (esmalte e dentina) e obtencdo de eletromicrografias das dareas
representativas com aumento de 500x e 2000x.

As areas analisadas correspondem a toda espessura do esmalte e da dentina

(comparacdo morfolégica e qualitativa) (Fluxograma 3).

3.9. Avadliagdo da composigcdo quimica do esmalte e dentina

3.9.1. Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X (EDX)

Quatro hemisseccbes dentais de cada grupo, totalizando 20 hemissec¢Oes dentais,
foram submetidas a analise quimica por fluorescéncia de Raios X por energia dispersiva
(Philips XL30 FEG, Eindhoven, Holanda — equipado com uma microssonda EDS de Raios X
para analise quimica, disponibilizado pelo LMEA — Laboratério de Microscopia Eletronica e
Analise, do Instituto de Fisica de Sao Carlos, da Universidade de Sdo Paulo, IFSC-USP, Sao
Carlos, Sao Paulo, Brasil) (EDX).

A superficie da amostra foi analisada longitudinalmente por dispersdo de energia da
radiacdo proveniente de um tubo de Rh, posicionado a 902 e acoplado a um sistema
computadorizado. A amostra foi irradiada com feixe de raios X de raio de 50um, voltagem do
tubo de 50kV, com um ajuste automatico da corrente, e um feixe de didmetro de 50um. As

medidas foram realizadas durante 100 segundos por ponto.
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Para cada amostra, o mapeamento dos componentes calcio (Ca), oxigénio (O) e
fosforo (P) foi realizado em linha de 40x1 pontos, com passos de 10um, utilizando-se de
50kV, em tempo real de aquisicdo (um segundo por ponto), com um tempo final de
escaneamento de 36 minutos por amostra. Em todas as medidas, a contagem da radiagao foi
feita por um detector semicondutor de Si (Li) refrigerado por nitrogénio liquido. O reagente
de hidroxiapatita estequiométrica sintética (Sigma-Aldrich; Sintra, Portugal, grau de pureza
99,99% [CasHO13Ps]), foi utilizado como referéncia para calibracdo.

As condicdes analiticas foram baseadas no método dos parametros fundamentais e
as variaveis para o calculo da férmula quimica foram estabelecidas para os pesos relativos de
Ca, P e O, utilizado como balanco quimico. O hidrogénio (H) ndo foi considerado no balanco
total de massa, uma vez que a sua massa é equivalente a apenas 0,1% do peso total da
hidroxiapatita.

Apods a realizagdo do mapeamento, os espectros correspondentes a cada amostra
foram tratados utilizando o software do sistema do EDX (PCMEDX V.1.04 Shimadzu Cor.,
Kyoto, Japan). Para andlise descritiva dos dados, foi utilizada a concentracdo em peso dos

elementos Ca, P e O (Fluxograma 3).

Fluxograma 3. Metodologia empregada para analise por microscopia eletronica de
varredura e por espectroscopia de energia dispersiva de raios X.
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3.10. Anadlise dos Dados

As informacbes obtidas por meio da espectroscopia Raman foram analisadas de
forma comparativa, observando as modificagdes de um grupo relativo ao outro. Por este
motivo, todos os espectros passaram pelo mesmo processamento e os grupos foram
analisados tendo como base a média obtida entre eles, para maior consisténcia dos
resultados. Os grupos foram comparados entre si e por regido de acordo com a area geral
dos espectros e a intensidade e area dos picos de interesse.

Mudangas na estrutura e composi¢cao das amostras sao observadas, por meio da
espectroscopia Raman, pelo aparecimento ou desaparecimento de um determinado pico ou
pelo aumento ou reducdo da sua intensidade e/ou d4rea. Embora este método ndo
guantifique as mudancas ocorridas, ele consegue fornecer padrdes de mudancas, baseados
em dados numéricos, capazes de indicar a ocorréncia de alteragGes estruturais e quimicas
consistentes dentro dessas amostras e a analise estatistica foi realizada a fim de mostrar o
qguao relevante sdo essas alteragdes.

Inicialmente, os dados foram avaliados pelo teste Kolmogorov—Smirnov,
apresentando uma distribuicdo normal. A comparagao entre os grupos foi realizada pelo
teste One-Way ANOVA e pds-teste de Tukey, sendo o nivel de significancia de 5% adotado
para todas as analises. Os dados foram analisados utilizando o software estatistico GraphPad
Prism ® 5 (GraphPad Software In., San Diego, Califérnia, EUA).

As imagens obtidas por meio da microscopia eletronica de varredura (MEV) foram
analisados por meio de comparagao qualitativa das diferentes condi¢Ges experimentais
propostas no estudo.

Os dados referentes a concentragcdo em peso dos elementos Ca, P e O, obtidos pela
espectroscopia de energia dispersiva (EDX), foram submetidos a analise percentual

comparativa, observando as modificacdes de um grupo relativo ao outro.
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4. RESULTADOS

4.1. Espectroscopia Raman

O espectro final foi obtido por meio do cdlculo da média dos trés espectros medidos
em cada regido. Esses dados foram organizados e processados a fim de obter-se a area geral
dos espectros e a area e intensidade cada um dos picos de interesse.

O processamento de cada espectro, a separacdo de acordo com o0s grupos € a
obtencdo das médias de cada regido analisada proporcionou a obtengdo dos espectros
apresentados na Figura 3 e 4. Ao realizarmos a analise e a correlacdo dessas informacdes,
pode-se observar que a reirradiacdo provocou uma variacdo em relagdo aos niveis de
energia vibracional das moléculas presente no esmalte dentdrio e, consequentemente,

mudancas nos parametros espectrais como: intensidade, posi¢cdo e largura dos picos Raman.

Figura 3. Média dos espectros de cada um dos grupos de andlise, para cada regido analisada.
Sendo: A — grupo ndo irradiado; B — grupo irradiado; C — grupo reirradiado até 30Gy; D —
grupo reirradiado até 40Gy; E — grupo reirradiado até 50Gy.
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Figura 4. Média dos espectros para cada uma das regides analisadas, de acordo com cada
um dos grupos. Sendo: A — regido de esmalte corondrio vestibular; B — esmalte coronario
lingual; C — fundo de sulco; D — ponta de cuspide; E — jungcdo amelodentindria vestibular; F —
juncdo amelodentindria lingual.
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Meédia dos espectros por grupo para a regido de Ponta de Cuspide

Meédia dos espectros por grupo para a regido de Juncdo Amelodentinaria Vestibular
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Média dos espectros por grupo para a regido de Jungdo Amelodentindria Lingual
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Toda mudanca no espectro é reflexo de uma alteracdo ocorrida na estrutura e
composi¢ao quimica do tecido, como um todo. Por esse motivo, é importante analisar
parametros como a drea geral dos espectros e a drea e intensidade cada um dos picos de
interesse, a fim e verificar possiveis variacdes e correlaciona-las com as alteragdes
encontradas.

O primeiro parametro a ser observado foram as areas totais dos espectros (Figura 5).
Ao analisarmos os dados foi possivel observar uma tendéncia de aumento das dreas totais

dos graficos, com o aumento da dose de radiagdo sobre as amostras.

Figura 5. Grafico com valor das dreas totais dos espectros para cada grupo e regido
analisada.
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Essa tendéncia de aumento das areas totais dos espectros indica a ocorréncia de
alteragdes estruturais e quimicas consistentes dentro dessas amostras.

A andlise estatistica foi realizada a fim de mostrar o qudo relevante foram essas
alteragdes e permitiu observar que houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos (p<0,05) (Figura 6), sendo que para o grupo reirradiado até 50Gy, ou seja, o que

recebeu maior dose de radiacdo, essa alteracdo foi ainda maior e mais significativa.
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Figura 6. Representacdo grafica das medidas das dreas totais dos picos dos espectros.
Valores expressos em unidades arbitrarias (ua). Letras diferentes significam diferenca
estatisticamente significante (p>0,005).
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Cada pico representa a presenca de uma certa vibracdo, dentro de uma molécula
especifica. Quanto mais presente é essa molécula, maior serd a vibracdo encontrada e,
portanto, maior o pico, que pode ser mensurado por sua intensidade e area. Porém, é
importante ressaltar que ndo se pode fazer uma relagdo direta entre essas duas medidas,
uma vez que o calculo da area depende, ndao sé da intensidade, mas também da largura
(deslocamento) dos picos Raman. Por este motivo, no presente estudo, tanto a area (Figura
7) quanto a intensidade (Figura 9) de cada um dos picos de interesse foram analisados.

Ao analisar as areas de cada um dos picos de interesse (Figura 7) foi possivel
observar, de maneira geral, uma tendéncia de aumento com o aumento da dose de
radiacdo, o que indica a ocorréncia de altera¢des estruturais e quimicas nessas amostras.
Tais mudancgas foram mais evidentes nos dentes reirradiado e nas regides de fundo de sulco
e juncdo amelodentinaria.

A analise estatistica dos dados foi realizada, para cada um dos picos, a fim de mostrar

o qudo relevante foram essas alteracdes (Figura 8).
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Area 1070nm - Pico relacionado a presenca de carbonato D
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Ao analisarmos as areas do pico relacionado a presenca de fosfato (438nm), embora
seja possivel observar mudangas ocorridas entre os grupos, indicando possiveis alteragdes
estruturais e quimicas dentro das amostras relacionadas a esta substancia, as alteracdes
foram estatisticamente significantes apenas entre os dentes dos grupos nao irradiado e o
irradiado, em relacdo aos elementos reirradiados até dose de 30Gy (p<0,05) (Figura 8A).

Da mesma forma, em relagdo as areas do pico relacionado aos modos vibracionais da
hidroxiapatita (582nm), embora seja possivel observar mudancas ocorridas entre os grupos,
referente a esta substancia, as alteracdes foram estatisticamente significantes apenas entre
os dentes dos grupos nao irradiado e irradiado, em relagdo elementos reirradiado até dose
de 30Gy e 50Gy (p<0,05) (Figura 8B).

Por sua vez, a analise estatistica, realizada a partir dos dados obtidos pelas areas dos
picos relacionados ao ion fosfato (960nm) e a presenca de carbonato (1070nm), permitiu
observar que houve diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05), sendo que tais alteragdes

foram mais relevantes nos elementos reirradiados até 30Gy e 50Gy (Figura 8C e 8D).
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Figura 8. Representacdo grafica das medidas das dreas dos picos selecionados, para cada
grupo da amostra. Valores expressos em unidades arbitrarias (ua). Asterisco (*) indica
diferencga estatisticamente significante (p>0,005).
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Figura 9. Valores das intensidades dos picos selecionados em cada regido, para cada um dos
grupos de analise. Sendo: A — area do pico 438nm; B — area do pico 582nm; C — drea do pico
960nm; D — area do pico 1070nm.
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Intensidade do pico 582nm - relacionado aos modos vibracionais da hidroxiapatita
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Ao analisarmos a intensidade do pico relacionado a presenca de fosfato (438nm) e aos
modos vibracionais da hidroxiapatita (582nm), os grupos apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre si (p<0,05), sendo que os grupos com alteracdes mais
relevantes foram os reirradiados até 30Gy e 50Gy (Figura 10A e 10B).

Por sua vez, a andlise estatistica realizada a partir dos dados obtidos pelas intensidades
do pico relacionado ao ion fosfato (960nm) permitiu inferir que, embora seja possivel
observar mudancas ocorridas entre os grupos, indicando possiveis alteracdes estruturais e
quimicas dentro das amostras, essas alteracdes foram estatisticamente significantes apenas
entre o grupo de dentes ndo irradiados em relacao aos elementos reirradiados até dose de
50Gy (p<0,05) (Figura 10C).

Da mesma forma, em relagdo a intensidade do pico relacionado a presenga de
carbonato (1070nm), os dentes reirradiados até dose de 50Gy apresentaram diferencas
estatisticamente significante quando comparados a todos outros grupos, assim como os
elementos do grupo ndo irradiado, em relacdo elementos reirradiados até dose de 30Gy
(p<0,05) (Figura 8B).

Figura 10. Representacdo grafica das medidas das intensidades dos picos selecionados, para

cada grupo da amostra. Valores expressos em unidades arbitrarias (ua). Asterisco (*) indica
diferenca estatisticamente significante (p>0,005).
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Além da analise dos parametros espectrais isolados (area geral do espectro e
intensidade e area dos picos Raman), correlacionar os parametros entre si nos permite
observar uma consisténcia das mudancas encontradas e compreensdo das alteracdes
ocorridas na estrutura e composi¢ao quimica do tecido, como um todo.

A andlise da intensidade dos picos em 960nm (ions fosfato) e 1070nm (carbonato) entre
si, demonstra uma tendéncia de aumento da razdo carbonato/fosfato (1070/960) com o

aumento das doses de radiacdo, durante processo de reirradiacdo, em todas as regides

analisadas (Figura 11).

Figura 11. Valor para a intensidade dos picos em 960nm, 1070nm e da razdo (1070/960).
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A analise estatistica ndo demonstrou diferenca estatisticamente significante entre as
regides (p>0,05) (Figura 12), o que demonstra que, independente da regido analisada, a

reirradiacdo ndo é mais danosa a uma regidao do que a outra, mas sim, atinge o dente como
um todo.
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Figura 12. Representacdo grafica da razdo (1070/960), para cada regido e de acordo com
cada grupo da amostra. Valores expressos em unidades arbitrarias (ua). Asterisco (*) indica

diferenca estatisticamente significante (p>0,005).
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4.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As imagens obtidas por MEV mostraram alteracdes morfoldgicas progressivas tanto no

esmalte quanto na dentina, com o escalonamento das doses de radiacao.

4.1.1 Esmalte

Por meio da analise morfoldgica do esmalte, foi possivel observar que os dentes nao
irradiados apresentavam, ao serem analisados em seccdes transversais e obliquas, em
diferentes aumentos, prismas bem organizados, circundados por regides interprismaticas
(Figuras 10A e 11A).

Apds irradiacdo (60Gy), verificou-se altera¢des na superficie desse tecido, em todas as
regioes analisadas, nos diferentes aumentos. A porc¢do interprismdtica tornou-se mais
evidente, e, apesar dessas alteracdes, ainda foi possivel observar e identificar os prismas e
cristais de esmalte (Figuras 10B e 11B).

Apds procedimento de reirradiacdao, com doses de 30Gy, 40Gy e 50Gy, de acordo com
cada grupo, os espécimes apresentaram alteracdes morfoldgicas progressivas, conforme o
aumento da dose de radiacdo, em todas as regiées do esmalte analisadas e nos diferentes
aumentos, com perda da evidencia¢ao da regido interprismatica e dificuldade de observacao

dos prismas e dos cristais (Figuras 10C-E e 11C-E).
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Figura 13. Eletromicrografias do esmalte de dentes permanentes, obtidas por meio de
microscopia eletronica de varredura, com aumento de 5000x. (A): esmalte ndo irradiado
com presenca de prismas bem organizados e circundados pelas regides interprismatica; (B):
esmalte irradiado até dose de 60Gy, com evidenciacdo da regido interprismatica, sem
dificuldade na observacdo dos prismas e dos cristais; (C): esmalte reirradiado até a dose de
30Gy, (D): esmalte reirradiado até a dose de 40Gy, (E): esmalte reirradiado até a dose de
50Gy — alteracdo alteracdes morfoldgicas progressivas, com o escalonamento das doses de
radiacdo, com perda da evidenciacdo da regido interprismatica e dificuldade de observacao
dos prismas e dos cristais.
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Figura 14. Eletromicrografias do esmalte de dentes permanentes, obtidas por meio de
microscopia eletrénica de varredura, com aumento de 20000x. (A): esmalte ndo irradiado
com presencga de prismas bem organizados e circundados pelas regides interprismatica; (B):
esmalte irradiado até dose de 60Gy, com evidenciagdao da regido interprismdtica, sem
dificuldade na observacdo dos prismas e dos cristais; (C): esmalte reirradiado até a dose de
30Gy, (D): esmalte reirradiado até a dose de 40Gy, (E): esmalte reirradiado até a dose de
50Gy — alteracdo alteracdes morfoldgicas progressivas, com o escalonamento das doses de
radiacdo, com perda da evidenciacdo da regido interprismatica e dificuldade de observacao
dos prismas e dos cristais.
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4.1.2 Dentina

Na andlise morfoldgica da dentina, foi possivel observar que os dentes ndo
irradiados apresentavam tubulos dentinarios bem definidos e rede de fibras colagenas
bem organizadas (Figuras 12A e 13A).

Apds irradiacdo (60Gy), em todas as regides analisadas, nos diferentes
aumentos, pode-se observar alteracdo da dentina intertubular, peritubular e
intratubular, sendo que, no aumento de 20000x, verificou-se o aparecimento de
fendas na estrutura dentindria e obstrucdo dos tubulos dentinarios. Com relagdo as
fibras colagenas, nota-se uma desestruturacdo das mesmas, sendo que no aumento de
20000x foi possivel verificar sua fragmentacdo (Figuras 12B e 13B).

Apds procedimento de reirradiacao, com doses de 30Gy, 40Gy e 50Gy, de acordo
com cada grupo, os espécimes apresentaram alteracdes morfoldgicas progressivas e
ainda mais significativas, conforme o aumento da dose de radiacdo, com degradacao
da estrutura intertubular, peritubular e intratubular, presenca de fendas em toda
estrutura dentindria, obliteracdo dos tubulos e degradacdo da rede de fibras coldgenas

(Figuras 12C-E, 13C-E).
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Figura 15. Eletromicrografias da dentina de dentes permanentes, obtidas por meio de
microscopia eletronica de varredura, com aumento de 5000x. (A): dentina ndo irradiada com
presenga de tubulos dentinarios definidos e rede de fibras colagenas organizadas; (B):
dentina irradiada até de 60Gy, com alteragdo da dentina intertubular, peritubular e
intratubular; presenca de fendas na estrutura dentindria e tubulos dentindrios colabados
e/ou destruidos; (C): dentina reirradiada até a dose de 30Gy, (D): dentina reirradiada até a
dose de 40Gy, (E): dentina reirradiada até a dose de 50Gy — alteracGes morfoldgicas
progressivas, com o escalonamento de dose de radiacdo, com degradacdo da estrutura
intertubular, peritubular e intratubular, presenca de fendas na estrutura, obstru¢ao dos
tubulos dentindrios e degradacao das fibras colagenas.
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Figura 16. Eletromicrografias da dentina de dentes permanentes, obtidas por meio de
microscopia eletrénica de varredura, com aumento de 20000x. (A): dentina ndo irradiada
com presencga de tubulos dentinarios definidos e rede de fibras colagenas organizadas; (B):
dentina irradiada até de 60Gy, com alteragdo da dentina intertubular, peritubular e
intratubular; presenca de fendas na estrutura dentinaria e tubulos dentinarios colabados
e/ou destruidos; (C): dentina reirradiada até a dose de 30Gy, (D): dentina reirradiada até a
dose de 40Gy, (E): dentina reirradiada até a dose de 50Gy — alteracGes morfoldgicas
progressivas, com o escalonamento de dose de radiacdo, com degradacdo da estrutura
intertubular, peritubular e intratubular, presenca de fendas na estrutura, obstrucdo dos
tubulos dentindrios e degradacao das fibras colagenas.




| 63




| 64

4.3. Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X (EDX)

Na analise da composicdo e quantificacdo percentual dos ions por meio da
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X (EDX) foram analisadas as porcentagens dos
elementos quimicos oxigénio (0), fésforo (P) e célcio (Ca) no esmalte e na dentina de dentes
permanentes nado irradiados, irradiados até de 60Gy e reirradiados até as doses de 30Gy,
40Gy e 50Gy.

As tabelas 3 e 4 apresentam o percentual médio os elementos quimicos presentes no
esmalte e na dentina, respectivamente, de dentes permanentes nao irradiados, irradiados

até dose de 60Gy e reirradiados até as doses de 30Gy, 40Gy e 50Gy.

Tabela 3. Percentual médio de elementos quimicos presente no esmalte de dentes
nao irradiados, irradiados (60Gy) e reirradiados (30Gy, 40Gy e 50Gy).

ELEMENTOS ESMALTE ESMALTE ESMALTE ESMALTE ESMALTE
QUIMICOS NAO IRRADIADO  REIRRADIADO  REIRRADIADO  REIRRADIADO
IRRADIADO (60Gy) (30Gy) (40Gy) (50Gy)
Oxigénio (0) 37,09 38,95 45,4 47,8 49,4
Fésforo (P) 19,13 18,55 14,5 13,5 13,5
Clcio (Ca) 42,95 42,37 29,7 26,8 26,4

Tabela 4. Percentual médio de elementos quimicos presente na dentina de dentes
nao irradiados, irradiados (60Gy) e reirradiados (30Gy, 40Gy e 50Gy).

. DENTINA DENTINA DENTINA DENTINA
E(;ﬂ\l/:\fl:\g)oss Dﬁ::lg:;gﬁo IRRADIADA REIRRADIADA REIRRADIADA REIRRADIADA
(60Gy) (30Gy) (40Gy) (50Gy)
Oxigénio (0) 36,47 38,05 40,8 44,5 45,3
Fosforo (P) 19,17 19,05 12,9 11,3 11,2
Calcio (Ca) 42,83 42,56 25,9 22,7 22,06

De acordo com os dados obtidos, pode-se inferir que houve um discreto aumento na
porcentagem de oxigénio, tanto no esmalte como na dentina apds 60Gy de irradiacdo,
guando comparado ao grupo nao irradiado. O aumento dessa porcentagem se torna ainda
mais evidente, quando comparados os grupos reirradiados até 30Gy, 40Gy e 50Gy com o

grupo controle ndo irradiado.
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Por outro lado, ao observarmos a porcentagem de fésforo e cdlcio do esmalte e da
dentina apds 60Gy de irradiagdo, em comparagdo aos controles ndo irradiados, observamos
uma ligeira diminuicdo desse valor. A diferenca percentual é ainda maior quando
comparamos a porcentagem de fésforo e calcio dos grupos reirradiados até 30Gy, 40Gy e
50Gy com o grupo controle ndo irradiado.

Essa comparacao fica ainda mais interessante ao compararmos o grupo irradiado (dose
convencional de 60Gy) com o grupo reirradiado (novas doses de até 30, 40 e 50Gy),
demonstrando que a reirradiagdo provoca danos ainda mais severos nas estruturas

dentarias.
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5. DISCUSSAO

5.1. Metodologia

Com a finalidade de simular as condic¢des clinicas de um tratamento radioterapico para
CCP foi utilizada a radiagdo em acelerador linear com energia de 6MV, na dose/fracdo
incremental de 2Gy/dia, respeitando os dois dias de descanso correspondentes ao final de
semana, durante seis semanas, até atingir dose total de 60Gy. Este protocolo foi
previamente utilizado na literatura por diferentes autores que avaliaram as estruturas
dentais em trabalhos in vitro (JANSMA et al., 1988; JANSMA et al., 1990; PIOCH et al., 1992;
KIELBASSA et al., 1997; AL-NAWAS et al., 2000; SPRINGER et al., 2005; SOARES et al., 2010;
SOARES et al., 2011; DE SIQUEIRA MELLARA et al., 2014; GONGCALVES et al., 2014; SANTIN et
al., 2015; MARTINS et al., 2015; MARTINS et al., 2018; QUEIROZ et al., 2019; ARID et al.,
2020; MELLARA et al., 2020; QUEIROZ et al., 2020). Do ponto de vista clinico, hd uma
importante variabilidade na dose e volume irradiado em um determinado plano terapéutico,
podendo caracterizar cada tratamento de forma individualizada e personalizada. A partir do
planejamento radioterapico, realizado por sistemas de planejamento terapéutico (TPS), uma
tomografia de planejamento é realizada e o plano estabelece o volume dos diferentes
drgdos e a dose de radiacdo recebida por cada tecido adjacente ao volume alvo. Do mesmo
modo, as doses durante a reirradiacdo sao ainda mais complexas de serem determinadas,
visto que ha um acumulo de dose, e, consequentemente, dos efeitos adversos esperados
nestes tecidos irradiados. As doses empregadas em casos de retratamento locorregional de
recidiva de CCP variam 30 a 50Gy e seguem o mesmo protocolo de dose-fracdo incremental
de 2Gy/dia, respeitando os dois dias de descanso correspondentes ao final de semana, até
atingir dose total de reirradiacdo definida (MAZERON et al.,, 2009; STOKER et al., 2013;
NIEDER et al., 2013). Por este motivo, no delineamento experimental do presente estudo,
determinamos grupos de dentes irradiados até 30, 40 e 50Gy.

Os efeitos da RT nas estruturas dentais dependem, entre outras coisas, da composicdo
mineral e organica do esmalte e da dentina (GWINNETT, 1992). Estudos envolvendo dentes
permanentes submetidos a RT mostraram que esta modalidade de tratamento é capaz de
provocar mudancas na estrutura dental, tanto no esmalte (GONCALVES, 2012; DE SIQUEIRA
MELLARA et al., 2014; GONCALVES et al., 2014; SANTIN et al., 2015; MARTINS et al., 2015;
MARTINS et al., 2018, MARANGONI-LOPES et al., 2019; QUEIROZ et al., 2019; ARID et al.,
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2020; MELLARA et al., 2020; QUEIROZ et al., 2020), quanto na dentina (FERGUSON et al.,
2007; MCCAUL et al., 2012; DE SIQUEIRA MELLARA et al., 2014; GONCALVES et al., 2014;
KHAW et al.,, 2014; SANTIN et al., 2015; MARTINS et al.,, 2015; MARTINS et al., 2018;
QUEIROZ et al., 2019; ARID et al., 2020; MELLARA et al., 2020; QUEIROZ et al., 2020), tais
como: destruicdo da estrutura prismatica do esmalte dentdrio (GROTZ et al., 1998;
GONCALVES et al., 2014; DE SIQUEIRA MELLARA et al., 2014), redugao nas propriedades
mecanicas, como diminui¢cdo da microdureza (KIELBASSA et al., 1997; WALKER et al., 2011;),
resisténcia a tracdao (SOARES et al., 2010), resisténcia ao desgaste (JERVOE, 1970) e
resisténcia ao ataque de acido (GROTZ et al., 1998), danos as fibrilas de coldgeno (CHEUNG
et al., 1990; GONCALVES et al. 2014), resultando em uma reducdo significativa na dureza e
elasticidade do tecido dentinario (FRANZEL E GERLACH, 2009; ), aumento da solubilidade
(MARKITZIU et al., 1986), atrofia dos processos odontoblasticos e obliteracdo de tubulos
dentindrios (KIELBASSA et al., 2000; DE SIQUEIRA MELLARA et al., 2014; GONCALVES et al.,
2014) e reducdo da estabilidade da juncdo amelodentindria (KIELBASSA et al., 1997;
SPRINGER et al., 2005; GONCALVES et al., 2014; QUEIROZ et al., 2019; QUEIROZ et al., 2020).

Embora as alteracoes diretas da RT sobre as estruturas dentais sejam conhecidas, e
impactem a integridade desses tecidos, ainda mais quando somadas as alteracdes indiretas
como xerostomia, mucosite, mudancas de habitos de alimentacdo e de higiene bucal em
pacientes acometidos pelo CCP, ndo existe na literatura nenhum relato sobre a influéncia da
RT nas propriedades quimicas e morfoldgicas dos tecidos dentais em casos de pacientes
submetidos a reirradiacdo apds recidiva locorregional do CCP, sendo este entdo o objetivo
deste trabalho de pesquisa.

Ao analisar as metodologias empregadas nestes estudos é possivel verificar que ndo ha
uma padronizacdao com relacdo ao tipo de substrato dental utilizado. Alguns estudos utilizam
dentes humanos (JANSMA et al., 1993; KIELBASSA et al., 1999, KIELBASSA et al., 2000; AL-
NAWAS et al., 2000; FRANZEL E GERLACH, 2009; SOARES et al., 2010; SOARES et al., 2011; DE
SIQUEIRA MELLARA, 2011), outros dentes bovinos (JANSMA et al.,, 1988, JANSMA et al.,
1990; PIOCH et al., 1992; KIELBASSA et al., 1997). Além disso, ndo existe padronizacdo dos
estudos em relagdo ao protocolo de radiacdo e as doses utilizadas (JANSMA et al., 1990;
GROTZ et al., 1997; KIELBASSA et al.,1999; KIELBASSA, 2000; SPRINGER et al., 2005; SOARES
et al., 2010; SOARES et al., 2011) e nem em relacdo ao tipo de estudo, in vitro (JANSMA et
al., 1988; PIOCH et al., 1992; KIELBASSA et al., 1997; SPRINGER et al., 2005; SOARES et al.,
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2010; DE SIQUEIRA MELLARA, 2011; SOARES et al., 2011; DE SIQUEIRA MELLARA et al., 2014;
GONCALVES et al., 2014; SANTIN et al., 2015; MARTINS et al., 2015; MARTINS et al., 2018;
QUEIROZ et al., 2019; ARID et al., 2020; MELLARA et al., 2020; QUEIROZ et al., 2020), in situ
(KIELBASSA et al., 1999; KIELBASSA et al., 2000) ou in vivo (AL-NAWAS et al., 2000). Por este
motivo, a fim de padronizar e reproduzir o mais fielmente possivel um retratamento
radioterapico, para realizagdo deste estudo foram utilizados dentes permanentes humanos e
doses e protocolos ja validados na literatura médica e odontoldgica (JANSMA et al., 1988;
PIOCH et al., 1992; KIELBASSA et al., 1997; SPRINGER et al., 2005; SOARES et al., 2010; DE
SIQUEIRA MELLARA, 2011; SOARES et al., 2011; DE SIQUEIRA MELLARA et al., 2014;
GONCALVES et al., 2014; SANTIN et al., 2015; MARTINS et al., 2015; MARTINS et al., 2018;
QUEIROZ et al., 2019; ARID et al., 2020; MELLARA et al., 2020; QUEIROZ et al., 2020).

5.2. Esmalte

O esmalte dentdrio apresenta-se duro e fridvel devido ao alto conteudo mineral. Ele é
formado por 96% de material inorgdnico em peso, associado a 4% de agua e material
organico. N3o apresenta vitalidade e nem capacidade de neoformacao; porém, podem
ocorrer interacbes idnicas na cavidade bucal e mudancas em sua estrutura cristalina
(FELSZEGHY, 2000; GASGA, 2001).

A porgcdao mineral é composta por fosfato de cdlcio cristalino e apatita, nas formas de
hidroxiapatita, apatita carbonada ou apatita fluoretada (DE MENEZES OLIVEIRA et al., 2010).
O fosfato e o cdlcio sdo os elementos quimicos que compdem a base desse tecido dental,
porém, variacOes secundarias na sua composicao podem ocorrer, podendo ser identificados
elementos quimicos como aluminio, bario, estroncio e vanadio (GWINNETT, 1992; SALEH et
al., 2004).

Apesar de quase todo o volume do esmalte ser ocupado por cristais de hidroxiapatita
densamente organizados, o material organico presente neste tecido é responsavel pela
formacdo de uma fina rede entre os cristais. O corpo deste material orgdnico é composto
pelo polipeptidio amelogenina, rico em tirocina e fortemente ligado aos cristais de
hidroxiapatita, e por proteinas ndo-amelogeninas (TEN-CATE et al., 2008).

Seus componentes inorganicos sao mais evidentes na superficie externa, enquanto os

componentes organicos sdo normalmente encontrados em maiores volumes no interior
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esmalte, proximo a juncdo amelodentindria (SETALLY AZEVEDO et al.,, 2014; DE MENEZES
OLIVEIRA et al., 2010). O esmalte superficial € mais duro, denso e menos poroso. Dureza e
densidade ndo apenas decrescem da superficie em direcdo ao interior, mas também da
cuspide ou borda incisal em direcdo a margem cervical (BERKOVITZ et al., 2004; TEN CATE,
2001). Toda estrutura deste tecido é organizada em prismas, cuja orientacdo determina o
comportamento anisotrépico do esmalte e influencia suas propriedades mecanicas (URABE
et al., 2000; GIANNINI et al., 2004).

Os prismas sdao formados por cristais de hidroxiapatita orientados da junc¢ao
amelodentinaria para a superficie. O espaco entre os cristais é ocupado por dgua e material
organico (BERKOVIT et al, 2004). A estrutura molecular do cristal de hidroxiapatita do
esmalte contém aproximadamente 2 a 3% de carbonato, que é incorporado durante o seu o
desenvolvimento e afeta, diretamente, a sua estabilidade quimica e a estrutura fisica
(NELSON, 1981).

A apatita é um fosfato de calcio que possui estrutura hexagonal formada por um sitio
tetraédrico (POs3) que estd ligado ao cdlcio em dois sitios estruturais diferentes. Ela é
formada por um padrao definido de arranjo i6nico que permite consideravel variacdo na sua
composicdo por meio da substituicdo, troca e adsorcdo de ions (TEN CATE, 2001). As
variantes mais frequentes de apatita sdo: fluorapatita (Caio(POa)sF2) e hidroxiapatita
(Ca10(POa4)sOH2). As substituicbes dentro da rede cristalina da apatita ocorrem com
frequéncia e possuem um numero elevado de combinac¢des. (DUGGAL et al.,, 1991). Tais
substituicGes podem acontecer de forma rapida ou lenta, podendo durar anos, e dependem
de fatores como: desgaste, difusdo de ions através da saliva, oxida¢dao, decomposicao e
precipitacio (REITZNEROVA et al., 2000; FEJERSKOV e KIDD, 2005). Além disso, elas podem
alterar a cristalinidade, as dimensdes dos cristais, a textura superficial, a estabilidade e a
solubilidade da estrutura da hidroxiapatita (a substituicdo da hidroxila por fluoretos diminui
a solubilidade dos cristais, enquanto que a substituicdo pelo carbonato aumenta a
solubilidade). Esse padrao de variabilidade i6nica reflete o0 meio ambiente, podendo ser
usado clinicamente para modificar a estrutura dos cristais (MAVROPOULQS, 1999).

A maior suscetibilidade a fratura de esmalte e a ocorréncia de lesGes de carie
relacionadas a radiacdo sdo duas das complicagcdes mais significativas em pacientes com CCP
submetidos a RT (KIELBASSA et al., 2006). Uma revisao sistematica realizada por Moore et al.

(2020) investigou a incidéncia de carie dentdria pds-radioterapia em pacientes com CCP. Os
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resultados indicaram que esta doenca acomete aproximadamente 29% dos pacientes e 37%
deles possui um risco maior de desenvolver este tipo de lesdao dentro de dois anos da
realizagdo do tratamento. Uma revisdo sistematica anterior de Hong et al.(2010)
determinou uma prevaléncia geral ponderada de carie dentaria em sobreviventes de cancer
pds-tratamento de 28,1%. Em outros estudos foi demonstrado que a susceptibilidade a carie
dentaria pds-radiacdo persiste a longo prazo (SIALA et al., 2014; DHOLAM et al., 2013).

Os fatores preditivos da “carie relacionada a radiacdo” sdo a alteracdo na qualidade e na
quantidade de saliva, devido a hipofuncdao da glandula salivar (VISSINK et al., 2003;
KIELBASSA et al., 2006), dificuldade em realizar uma higiene bucal adequada em func¢do do
desenvolvimento de mucosites e da rigidez muscular, aumento do consumo de alimentos
cariogénicos e alteragGes da microbiota bucal (KIELBASSA et al., 2006; SILVA et al., 2009;
LIESHOUT e BOTS, 2014). Porém, os efeitos diretos na estrutura dental (esmalte e dentina)
também podem predispor a maior susceptibilidade ao desenvolvimento da “carie
relacionada a radiacdo”. Walker et al. (2011) e Liang et al. (2016) investigaram os efeitos da
dose de radiagcdao dentdria no tecido dental mineralizado. Em estudos retrospectivos de
pacientes submetidos ao tratamento radioterdpico de cabeca e pescoco verificou-se que os
dentes expostos a mais de 60Gy eram mais propensos a danos, definidos como perda de
esmalte moderada a severa, quando comparados a dentes ndo expostos (WALKER et al.,
2008; WALKER et al. 2011).

No presente estudo, apds o primeiro ciclo de radiacdo com dose total 60Gy, observou-se
alteragdes morfoldgicas na estrutura do esmalte em compara¢dao a amostra nado irradiada,
com evidenciacdo da porcdo interprismdatica. Nos espécimes reirradiados, com o
escalonamento de dose de radiacdo, as alteragdes se tornaram ainda mais evidentes, nao
sendo mais possivel observar a regido interprismatica, nem identificar os prismas e cristais
de esmalte, o que vai de acordo com o sugerido por WALKER et al. (2008) e WALKER et al.
(2011).

A alteracdo da estrutura prismatica do esmalte dental apds irradiacdo com dose Unica
ou cumulativa, in vitro, de 1M-rad, foi verificada pela primeira vez por Jervoe, em 1970, o
qgual observou mudancas na estrutura cristalina do esmalte de dentes humanos. Essas
alteragdes possivelmente se deram, segundo o autor, devido ao efeito da radiagdo dentro da
estrutura do cristal. Nesta anadlise, é importante ressaltar que a dose utilizada por Jervoe

(1970) neste estudo é incompativel com a vida. No presente trabalho, utilizamos doses
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menores e fracionadas, seguindo as diretrizes estabelecidas para tratamento do CCP. Grotz
et al., em 1998, realizaram um estudo avaliando as altera¢des do esmalte dental humano in
vitro, in situ e in vivo, apds diferentes doses de radiacdo, e verificaram alteracdes
micromorfométricas no esmalte irradiado. A despeito de diferencas relacionadas a dose de
irradiacdo e a metodologia empregada, nossos resultados concordam com os dados obtidos
por estes autores, uma vez que também foi possivel observar alteragdes micromorfoldgicas
apos irradiacdo. Porém, nos espécimes reirradiados, com o escalonamento de dose de
radiagcdo, essas alteragbes foram mais severas e cumulativas, sendo que ao final do
procedimento de reirradiacdo, ndo foi mais possivel observar a regido interprismatica, nem
identificar os prismas e cristais de esmalte.

Em 1976, Zach avaliou os efeitos da radiacdo com dose Unica de 12000rads, sobre
dentes humanos, por meio de difracdo de raios-X, e ndo verificou alteracGes na
cristalinidade. Jansma et al. (1988) avaliaram, por meio de microscopia eletrénica de
transmissao, o efeito da irradiacdo (seguindo protocolo de 2Gy, durante 12 dias, até total de
72Gy), sobre o esmalte dental bovino e também nao verificaram altera¢des na estrutura
cristalina do esmalte, sugerindo que a radiacdo ndo apresentasse efeitos diretos na estrutura
inorganica de dentes humanos, e que as alteragdes dentais observadas eram consequéncias
das mudancas na matriz organica desse tecido, e ndo na matriz inorganica do esmalte.

Em 2016, por meio de uma andlise qualitativa e quantitativa obtida por microscopia de
luz polarizada, Troconis (2016) demonstrou que o esmalte cervical era a estrutura mais
frequentemente afetada pela RT. Segundo o autor, a deteccdo de padrdes reduzidos de
birrefringéncia em esmalte cervical das amostras irradiadas in vivo poderiam indicar
altera¢Oes que poderiam levar ao aparecimento de lesdes de carie relacionadas a radiacao.
Outros estudos utilizando diferentes abordagens metodoldgicas, incluindo a microscopia
Optica, microscopia de luz polarizada, microscopia eletrénica de varredura, tomografia de
coeréncia éptica e, mais recentemente, microtomografia, também detectaram este padrao
de desmineralizacdo do esmalte em dentes irradiados (SILVA et al., 2009; DE OLIVEIRA
MOTA et al., 2013; MORAIS-FARIA et al., 2015).

O termo espectroscopia é utilizado para designar toda técnica de obtencdo de dados
fisico-quimicos por meio da transmissdo, absorcdo ou reflexdao da energia incidente em uma
amostra. As técnicas espectroscopicas sao constantemente utilizadas na identificagao,

caracterizacdo e elucidacdo de estruturas de moléculas e compostos, bem como no
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monitoramento e controle de reacdes quimicas e se fundamentam na propriedade que os
atomos e moléculas tém de absorver ou emitir energia em uma determinada regidao do
espectro eletromagnético, o que oferece informagdes sobre a composicdo quimica e
estrutura cristalina da amostra. Além disso, tais técnicas sdo utilizadas como método de
analise de elementos simples da estrutura quimica de compostos inorganicos ou grupos
funcionais de uma substancia organica, utilizando radiacdo eletromagnética. Existem
diversos métodos de andlises espectroscdpicas, tanto moleculares quanto atébmicos. Os trés
principais sdo: espectroscopia de absorc¢do (correlaciona a quantidade da energia absorvida
em funcdo do comprimento de onda da radiacdo incidente), a espectroscopia de emissao
(analisa a quantidade de energia emitida por uma amostra contra o comprimento de onda
da radiacdo emitida) e a espectroscopia de espalhamento (determina a quantidade da
energia espalhada (dispersa) em funcdo de parametros como o comprimento de onda e
angulo de incidéncia) (TORRES, 2008).

A espectroscopia Raman é uma técnica de espalhamento baseada no Efeito Raman,
descoberto e publicado em 1928 pelo fisico indiano Chandrasekhara Venkata Raman. Em
uma descricdo breve, ela se baseia no espalhamento por meio da interacdo das moléculas de
uma amostra com uma luz monocromatica eletromagnética. Nessa intera¢do, os fétons
incidentes excitam a molécula que esta inicialmente em um nivel vibracional do estado
eletronico fundamental para um estado intermedidrio, do qual ela se recupera apds 10 a 14
segundos (SALA et al., 2008). Tais espectros exibem uma maior riqueza de detalhes sobre o
material analisado quando comparado aos espectros eletrénicos, pois baseiam-se em
espectros uUnicos de cada material e das moléculas que o constituem, enquanto que os
espectros eletrénicos sdo constituidos por bandas largas e deformadas (SALA et al., 2008).

A espectroscopia Raman foi a técnica escolhida para o desenvolvimento deste trabalho
por se tratar de uma técnica vibracional ndo-destrutiva, de alta precisdo e sensibilidade e
gue permite a caracterizacdo simultdnea da matéria organica e inorganica do dente
(YUANYUAN; HSU, 2007). Além disso, pode ser aplicada como método de analise qualitativo
e quantitativo de sistemas inorganicos e organicos, podendo ser utilizada na deteccdo de
doencas como a cdrie, em seu estagio inicial de desenvolvimento (SKOOG; HOLLER; NIEMAN,
2002).

Ribeiro et al. (2001), utilizaram a espectroscopia Raman para diagndstico de lesdes

cariosas em tecidos dentarios. As medicOes realizadas em 70 amostras revelaram



| 74

caracteristicas especificas dos espectros de tecidos cariados, quando comparados a tecidos
higidos, principalmente a nivel da banda principal de fosfato a 960nm.

Ko et al. (2005), combinaram Tomografia de Coeréncia Optica (TCO) com espectroscopia
Raman visando a detecgdo e caracterizagao de lesdes iniciais de cdrie. Os resultados obtidos
por TCO revelaram um aumento de fluorescéncia nas amostras cariadas e foram suportados
pelos resultados obtidos pelo Raman, em que se constataram mudangas no pico de fosfato
(960nm), atribuidas ao fato do processo de desmineralizacdo capaz de provocar alteracdes
na conformacdo da estrutura cristalina. Outros estudos também demonstraram que, por
meio do pico de fosfato, é possivel determinar se o tecido encontra-se integro ou ndo (Ko et
al.,, 2006). Sowa et al. (2007), reafirmaram tais conclusdes e frisaram a precisdo,
repetibilidade e reprodutibilidade do método. Em 2008, novos estudos com o objetivo de
simplificar e agilizar o processo de analise, desenvolveu um sistema constituido por um
espectrometro acoplado a uma fibra dptica capaz de recolher os dados das polarizagdes
simultaneamente. Ao desenvolverem este sistema, a viabilidade e possibilidade de ele ser
implementado em estudos in vivo e até, no futuro, na pratica clinica aumentaram (Ko et al.,
2008). No mesmo ano, Bulatov et al., realizaram um mapeamento de amostras com diversos
tipos de lesdes no esmalte. Tais amostras foram submetidas a espectroscopia de Raman e os
resultados revelaram que as caracteristicas espectrais e morfolégicas obtidas sao diferentes
para o tecido higido, zonas brancas opacas, zonas acastanhadas e zonas cavitadas,
reforcando os diferentes estagios de progressao da lesdo. Os diferentes estagios das lesdes
provocam mudancas nos parametros espectrais como: intensidade, posicdo e largura dos
picos Raman (RIBEIRO et al., 2001).

De acordo com a revisdo sistematica realizada por Rodrigues e Galzerani em 2012, por
meio desta técnica foi possivel compreender fenbmenos que, anteriormente, sé eram
estudados na teoria, destacando-a por ser um método ndo destrutivo, rapido e versatil. Com
base nesses achados, em 2015, Coello et al., desenvolveram um método de diagndstico
guantitativo direto por meio da espectroscopia Raman. O objetivo era detectar mudancas
moleculares especificas nos tecidos mineralizados e estabelecer um padrdo de normalidade.
Apds a aquisicdo dos espectros, foram propostos dois indices de mineralizacdo (fosfato a
438nm e 960nm) estabelecido um padrdo de normalidade. A fim de comprovar o sucesso
dessa metodologia, a mesma foi aplicada a dois casos onde as lesGes presentes nao podiam

ser detectadas por métodos de diagnostico tradicionais, como a radiografia, e os resultados
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foram satisfatorios. Além disso, além da possibilidade da mensuracdo dos indices de
mineralizagdo relacionados aos espectros do fosfato (438nm e 960nm), por meio do método
é possivel obter informacdes sobre os compostos presentes na molécula de hidroxiapatita
(espectro 582nm) (RIBEIRO et al., 2001; SCHULZE et al., 2004; YUANYUAN e HSU, 2007,
GILCHRIST et al., 2007), que contem aproximadamente 2 a 3% de carbonato (espectro
1070nm), substancia diretamente responsavel pela estabilidade quimica e a estrutura fisica
dos cristais (NELSON, 1981).

Mudangas na estrutura e na composi¢ao das amostras sao observadas, por meio da
espectroscopia Raman, pelo aparecimento ou desaparecimento de um determinado pico ou
pelo aumento ou reducdo da sua intensidade e/ou area. Cada pico representa a presenca de
uma certa vibracdo, dentro de uma molécula especifica. Quanto mais presente é essa
molécula, maior sera a vibracdo encontrada e, portanto, maior serd o pico Raman, que pode
ser mensurado por sua intensidade e drea. Porém, é importante ressaltar que ndo se pode
fazer uma relacdo direta entre essas duas medidas, uma vez que o cdlculo da drea depende
nao s6 da intensidade, mas, também, da largura (deslocamento) dos picos Raman. Por esse
motivo, a andlise de todos os parametros envolvidos, como a area geral dos espectros e a
area e intensidade cada um dos picos de interesse, bem como a correlacdo dos dados entre
si, € fundamental para se obter resultados mais proximos a realidade.

Além disso, embora este método ndo quantifique as mudancas ocorridas, ele consegue
fornecer padrdes de mudancas capazes de indicar a ocorréncia de alteragdes dentro dessas
amostras. Toda mudanca no espectro é reflexo de uma alteragdo ocorrida na estrutura e/ou
composi¢cao quimica do tecido, como um todo, e quando identificamos essas alteracdes em
diferentes parametros de analise (individuais e/ou comparativos) demonstramos a
consisténcia das mudancas observadas. A andlise estatistica dos dados numéricos obtidos
neste processo, acaba funcionando como um complemento e permite avaliarmos o qudo
relevante sdo essas alteracdes.

Ao realizarmos a analise e a correlacdo dos dados obtidos no presente estudo, péde-se
observar que a reirradiacdo provocou mudancas em relacdo aos niveis de energia vibracional
das moléculas presente no esmalte dentdrio e, consequentemente, mudancas nos
parametros espectrais (intensidade e largura dos picos Raman), alterando as areas totais dos
espectros como um todo. Isso demonstra que a radioterapia provoca alteragdes estruturais

e quimicas consistentes no esmalte de dentes permanentes, sendo que nos elementos
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reirradiados, ou seja, que receberam maior dose de radiacdo, essa alteracdo foi ainda mais
significativa.

Os dados obtidos por meio da andlise da area e intensidade dos picos referente ao
fosfato (438nm — presenca de fosfato; 960nm — vibragao dos ions fosfato) funcionam como
indices diretamente relacionados com o grau de mineralizacdo da amostra. As alteracoes
encontradas nestes parametros, para este pico de interesse, demonstram que a RT é capaz
de afetar o conteldo mineral do dente e provocar altera¢des na conformacdo da estrutura
cristalina, uma vez que houve uma variacdao em relacdao aos niveis de energia vibracional
dessas moléculas, ainda mais severa nos espécimes reirradiados.

Ao analisarmos a area e a intensidade dos picos referente a estrutura e composicao
guimica da hidroxiapatita (pico 582nm) e a presenga do carbonato (pico 1070nm), bem
como a relacdo carbonato/fosfato, os resultados sugerem a ocorréncia do processo de
substituicdo da hidroxila da hidroxiapatita (Ca10(PO4)6OH2) pelo carbonato, com consequente
aumento da solubilidade do esmalte dental e dissolucdo dos cristais de esmalte,
favorecendo o processo de desmineralizagdo. Além disso, substituicdes como esta, dentro
da rede cristalina da apatita, também sdo capazes de alterar a cristalinidade, as dimensoes
dos cristais, a textura superficial e a estabilidade da estrutura da hidroxiapatita, provocando
danos a este tecido que sdo ainda mais severos com o processo de reirradiagao.

Além disso, analise da intensidade dos picos em 960nm (ions fosfato) e 1070nm
(carbonato) entre si, demonstra uma tendéncia de aumento da razdo carbonato/fosfato
(1070/960) com o aumento das doses de radiagdo, durante processo de reirradiacdo, em
todas as regides analisadas, o que demonstra que, independente da regido analisada, a
reirradiacdo ndo é mais danosa a uma regido do que a outra, mas sim, atinge a estrutura
dentdria como um todo.

No presente estudo, as andlises de microscopia eletronica de varredura (MEV)
permitiram evidenciar maiores alteracdes na regido interprismatica, a qual corresponde a
matriz organica do esmalte, nas amostras reirradiadas. Esta darea exibiu um padrdo
altamente poroso e desorganizado, indicando uma alteracdo morfoldgica progressiva do
esmalte, conforme as doses de radiacdo foram aumentando, como sugerido em outros
estudos in vitro ja realizados (SOARES et al., 2010; GONCALVES et al., 2014; TROCONIS,
2016).



| 77

De acordo com Baker (1982) a radiacdo, por ocasionar, diretamente, altera¢des nas
ligagdes proteicas, é capaz de influenciar mais intensamente a regido interprismatica do
esmalte, na qual se concentra seu conteddo orgéanico, do que a regido prismatica. Além
disso, na regido interprismdtica do esmalte hd também uma concentracdo de 4dgua (TEN-
CATE et al.,, 2008). Estudos anteriores especulam que a RT altera a matriz orgadnica do
esmalte (JANSMA et al., 1988; GONCALVES et al., 2014). A radiacao ionizante, é capaz de agir
indiretamente por meio da sua interacdo com as moléculas de dgua, resultando na producao
de radicais livres instaveis e altamente reativos ou de espécies reativas de oxigénio, que
podem reagir com biomoléculas (componentes organicos) produzindo danos teciduais e
celulares (FANG et al., 2002). No presente trabalho as alteracdes no esmalte atingiram
principalmente a regido interprismatica.

Por meio da espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDX), o conteudo mineral
do esmalte dos dentes permanentes foi quantificado percentualmente no presente estudo,
com auxilio de microanalise, a fim de observar o comportamento de alguns elementos como
o oxigénio, o fésforo e o calcio. A razdo Ca/P em peso e a razdo molar Ca/P determinam a
taxa de mineralizacdo da hidroxiapatita, um parametro importante, pois tanto as
propriedades mecanicas do substrato dentdrio quanto sua taxa de biodegradacao
dependem fortemente dele (SLOSARCZYK et al., 1999).

No esmalte irradiado, ap6s a dose de 60Gy, observou-se um discreto aumento na
guantidade de oxigénio e uma pequena diminuicdo nas quantidades de fésforo e calcio.
Estas variagdes tornaram-se ainda maiores e mais evidentes ao analisarmos os espécimes
reirradiados. A diminui¢ao da quantidade de cdlcio e fésforo, observada no presente estudo,
pode ser devido a modificacdes na solubilidade do esmalte dental apds irradiacdo. Este
tecido mais soltuvel perderia ions para o meio (saliva artificial). Porém, o aumento da
solubilidade do esmalte ndo foi observado por Joyston-Bechal (1985) e por Jansma et al.
(1988), os quais verificaram a diminuicdo da desmineralizacdo subsuperficial do esmalte
apos irradiacdo, e atribuiram esse acontecimento a diminuicdo da solubilidade. Em 1990,
Jansma et al. realizaram um outro estudo onde verificaram que a irradiacdo ndo modificou a
permeabilidade do esmalte, e atribuiram as modificagdes quimicas da fase inorganica do
esmalte, as altera¢Ges na diminuicdo da desmineralizacdo sub superficial apds irradiacao.
Dessa forma, outra explicacdo para a diminuicdo dos conteludos de cdlcio e fdsforo no

presente estudo, poderiam ser as modificacdes quimicas da fase inorganica do esmalte apds
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irradiacdo. Ainda, de acordo com Jervoe (1970), a radiacdo é capaz de ocasionar alteracdes
guimicas nos cristais devido a radidlise. De acordo com Driessens e Verbeek (1989), os
cristais de apatita do esmalte dental incorporam sédio, carbonato e magnésio durante a sua
formacao e a irradiagdao, segundo Jansma et al. (1990), provavelmente ocasionaria defeitos
pontuais dentro da apatita e assim, ions poderiam ser removidos das superficies dos cristais
por meio de solugdes aquosas no interior dos poros do esmalte.

Ainda, buscando explicacGes para as alteracdes do conteddo mineral apés irradiacdo do
esmalte, podemos recorrer as altera¢gbes estruturais observadas no presente estudo na
MEV, onde verificamos que a irradiacdo causou alteracdes no esmalte, aumento dos espagos
interprismaticos, e como os espécimes foram armazenados em saliva artificial, suspeita-se
gue possa ter ocorrido tanto a perda quanto o ganho de ions. Como o método utilizado
(EDX) s6 permite a andlise dos elementos quimicos presentes no tecido, ndo se sabe se os
elementos apresentam um aumento da quantidade de fase quimica ou a formac¢dao de uma
nova fase, sendo necessarios mais estudos para elucidar esses processos.

Somado a isso, um estudo publicado recentemente demonstrou maior expressao da
metaloproteinase de matriz 20 (MMP-20), também chamada de enamelisina, na juncdo
amelodentinaria de dentes irradiados in vitro. A atividade proteolitica da MMP-20 pode ser a
responsavel pela degradacao da estrutura de proteinas ndao colagenas, como amelogenina e
ameloblastina, localizadas na matriz organica do esmalte, levando a delaminacdo deste
tecido e contribuindo para a etiologia da carie relacionada a radiacdo (MCGUIRE et al.,
2014b; (CARPIO-BONILLA, 2016; QUEIROZ et al., 2019; QUEIROZ et al., 2020).

Ao discutir sobre efeitos diretos da RT nas estruturas dentdrias e ao analisar os
resultados do presente estudo, é possivel inferir que a radiacdo pode causar uma oxidacao
ndo seletiva de componentes organicos, incluindo a descarboxilacdo e protedlise de
proteinas ndo coldgenas do esmalte que estdo presentes na regido interprismatica deste
tecido (MITCHELL et al., 1998; HUBNER et al., 2005; MCGUIRE et al., 2014a) e que estes
efeitos sdo cumulativos e se tornam ainda mais severos com a reirradiacgao.

Ha um consenso, porém, de que a cdrie relacionada a radiacdo é um processo
multifatorial, dependente dos efeitos diretos e indiretos da radiacdo (KIELBASSA et al., 2006)
e que as proteinas interprismaticas existentes no esmalte garantem propriedades
viscoelasticas a este tecido, permitindo a distribuicdo homogénea das cargas mastigatdrias

(YAHYAZADEHFAR E AROLA, 2015). Portanto, embora seja necessario mais estudos a fim de
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elucidar as alteracdes micromorfoldgicas descritas neste estudo atuam como fatores
preditivos para a ocorréncia de lesdes de cdrie relacionadas a irradiagdo, ao nosso ver, tais
mudancas sdo responsdveis pela formacdo de uma camada altamente porosa e mais
permedvel do esmalte, que poderia contribuir para ocorréncia dos problemas dentais
observados nos pacientes apdés o término da RT para CCP, incluindo rdpido inicio e
progressao das lesGes de cdrie e propagac¢ado de fraturas. Além disso, os resultados também
nos permitem inferir que a toxicidade causada pela RT ao esmalte dentdrio é ainda maior e
mais complexa em casos de reirradiacdo, sendo de fundamental importancia ampliar o
conhecimento sobre os efeitos provocados pelas doses adicionais, utilizadas em casos de

retratamento.

5.3. Dentina

A dentina consiste em um tecido mineralizado composto, quimicamente, em peso, por
aproximadamente 70% de material inorganico, 20% de material organico e 10% de agua,
adsorvida na superficie do mineral ou nos intersticios entre os cristais. O componente
inorganico é formado por hidroxiapatita na forma de pequenas laminas. O organico contém
90% de colageno do tipo I, com pequenas quantidades dos tipos Ill e V. As proteinas nao
colagenas da matriz ocupam o espaco entre as fibrilas coldgenas e acumulam-se ao longo
dos tubulos dentinarios (TEN-CATE et al., 2008).

Com relacdo a MEV, no presente estudo foi possivel observar evidentes alteracGes
morfolégicas na dentina de dentes permanentes apds irradiacdo com 60Gy. Ao
compararmos a dentina ndo irradiada, verificou-se uma desorganizacdo deste tecido como
um todo, caracterizada pela degradacao da rede de fibras colagenas e pelo aparecimento de
“fendas”, sugerindo um aumento da friabilidade deste tecido. Com a reirradiacdo as
alteragdes morfoldgicas se tornaram ainda mais evidentes e complexas. Nos dentes
reirradiados foi possivel observar degradacdo da estrutura intertubular, peritubular e
intratubular, presenca de fendas em toda estrutura dentindria, obliteracdo dos tubulos e
degradacdo da rede de fibras coldgenas.

Grotz et al. (1997) atribuiram a obliteracdo dos tubulos dentinarios, em dentes
permanentes irradiados, a degeneracdao dos processos odontobldsticos sendo essa

degeneracdo, segundo os autores, resultado do dano radiogénico direto as células, com
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reducdo do metabolismo, particularmente na area terminal dos odontoblastos. No presente
estudo, utilizamos dentes extraidos e, portanto, sem atividade odontoblastica, por este
motivo associamos a desorganizacdo do tecido dentinario a fragmentacao da rede de fibras
coldgenas, demonstrada pela MEV. Observa-se ainda nos espécimes que receberam as
maiores doses de radiacdo uma superficie dentindria amorfa e desorganizada.

De acordo com Mantovani (2011), a dentina é um substrato consideravelmente
complexo e o desequilibrio entre os componentes minerais e organicos pode comprometer
suas propriedades mecanicas, tais como elasticidade e dureza. A alteracdao da estrutura
dentindria de dentes permanentes irradiados foi observada por Soares et al. (2010), ao
estudarem o efeito da radiacdo sobre a resisténcia a tracdo da dentina em relacdo a
localizacdo e orientacdo dos tubulos dentindrios. De acordo com Chistiakov et al. (2008) a
irradiacdo de proteinas ocasiona alteracbes em suas estruturas secundarias e terciarias
tendo, consequentemente, efeito prejudicial sobre a hidratacdo das fibras coldgenas pela
acdo de radicais livres. No presente estudo, observou-se o aparecimento de “fendas” nas
estruturas dentindrias e também a fragmentacdo de fibras coldgenas, apds as doses de
60Gy. Tais alteracGes foram ainda mais evidentes conforme a dose de radiacdo foi
aumentada, durante o processo de reirradiacao até as doses de 30, 40 e 50Gy. Estas
alteragdes possivelmente foram resultantes da perda de hidratacao das fibras coldgenas, o
gue tornou o tecido ressequido e friavel.

Sabe-se que a radiagdo atua sobre a agua, levando a formacgao de radicais livres e
peroxido de hidrogénio (COLE E SILVER, 1963; FISHER et al., 1971). Sendo assim, um tecido
com maior conteddo aquoso estaria mais vulneravel aos efeitos da radiacdao, podendo
impactar de maneira mais intensa as suas propriedades mecanicas. O tecido dentinario atua
como suporte do esmalte, e estando sua estrutura comprometida, é possivel que este
suporte se torne menos eficiente, contribuindo para a ocorréncia de fraturas e trincaduras
de esmalte (REED et al., 2015).

Por meio da espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDX), no presente estudo o
conteudo mineral da dentina foi quantificado e, de acordo com os resultados obtidos, pode-
se inferir que houve um discreto aumento na porcentagem de oxigénio e uma diminuicao na
porcentagem de fosforo e calcio, apds 60Gy de irradiacdo, quando comparada com o grupo

controle ndo irradiado. Estas diferengas seguiram o mesmo padrdo e se tornaram ainda mais
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evidentes ao compararmos a porcentagem dos dados extraidos dos grupos dos elementos
que foram reirradiados até as doses de 30, 40 e 50Gy.

Outro fator importante a ser considerado nesta andlise, é o alto teor de dgua existente
no tecido dentindrio (MIJOR, 1972). A intera¢do entre radiacao e agua é alta (COLE e SILVER,
1963). O processo de radidlise libera no ambiente os ions H* e OH que, uma vez livres,
podem interagir com outros ions e produzir novos compostos. Este fato explica a diminuicao
dos ions C e os valores mais baixos do peso Ca/P apds a exposicdo a radiacdo. Mais uma vez,
os ions liberados pela agua apds a exposicdo a radiagdo induziram a formagao de uma fase
secunddria de fosfato de calcio ndo apatitica, o que provavelmente tornaria o tecido mais
suscetivel a degradacdo (CELIK et al.,, 1008). A formacdo desses radicais livres e a
permanéncia deles nos tecidos dentais pode perdurar por longos periodos de tempo (COLE
et al., 1963), fato que justificaria o risco aumentado de desenvolvimento de lesGes cariosas
e/ou fraturas na estrutura dentinaria, mesmo apds o término do procedimento de
irradiacdo.

Estudo realizado por Velo (2018) observou também a incorporacdo de magnésio (Mg)
apos irradiacdo com 55 e 70Gy. O Mg como componente substituinte inibe o crescimento
do cristal e influencia fortemente os parametros de rede, o que pode ter tornado a apatita
amorfa. Essa alteragdo favorece a ocorréncia arranjo de cristal menos bem estruturado,
aumentando a permeabilidade e susceptibilidade desse substrato a rachaduras,
contribuindo para obliteracdo dos tubulos dentinarios (LINDEN et al., 1986). Esses defeitos
estruturais podem tornar a dentina seca e fridvel (GONCAVES et al., 2014), o que também
prejudicaria sua resisténcia mecanica e poderia estar relacionado ao desenvolvimento e
progressao mais rapida das lesdes de carie em substratos irradiados.

Com relagdo as alteragdes nos componentes organicos da dentina, elas poderiam ser
parcialmente explicadas pela inducdo e ativacdo de enzimas que degradam o coldageno por
exposicdo a radiacdo, como as metaloproteinases da matriz (SPRINGER et al., 2005). Quando
o colageno tipo IV é degradado, ocorre uma instabilidade no substrato e um aumento do
risco de fratura, uma vez que o colageno tipo IV tem um papel bioquimico e estrutural
fundamental na ligacdo molecular do esmalte e dentina (MCGUIRE et al., 2015; SANTIN et
al., 2015; CARPIO-BONILLA, 2016; ARID et al., 2019; QUEIROZ et al., 2019; MELLARA et al.,
2020; QUEIROZ et al., 2020). Sendo assim, a irradiagdo pode interferir negativamente no

processo de unido destes tecidos, por meio da juncdo amelodentinaria.
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Com base em nossos achados, podemos afirmar que a dentina é extremamente
vulnerdvel aos efeitos da radiacdo e, considerando o cendrio clinico dos pacientes em
tratamento radioterdpico de CCP, em que a quantidade e composicdo da saliva é
drasticamente alterada (CRADDOCK et al., 2006), estas alteragGes atuariam sinergicamente
como fatores preditivos para ocorréncia da carie relacionada a radiacao.

Na literatura especifica, os estudos que avaliaram altera¢des do esmalte e da dentina de
dentes permanentes, antes e apos irradiacdo foram realizados in vitro ou in situ (AL-NAWAS
et al., 2000; KIELBASSA et al., 2006, DE SIQUEIRA MELLARA, 2011; SOARES et al., 2011; DE
SIQUEIRA MELLARA et al., 2014; GONCALVES et al., 2014; SANTIN et al., 2015; MARTINS et
al., 2015; MARTINS et al., 2018; QUEIROZ et al., 2019; ARID et al., 2020; MELLARA et al.,
2020; QUEIROZ et al., 2020).

A extrapolacdo clinica dos resultados desses tipos de estudo, que avaliaram os efeitos
da radiagdo na microestrutura dentdria, deve ser cautelosa, pois, embora tentemos
reproduzir, ao maximo, as condicdes encontradas na cavidade bucal, realizando
armazenamento das amostras em saliva, manutenc¢do dos dentes em estufa, entre outros
cuidados, ndo é possivel mimetizar plenamente o que realmente ocorre no organismo vivo e
os resultados podem nao representar as condi¢des clinicas reais, devido a dificuldade em
reproducao in vitro e in situ de todas essas alteragdes clinicas e as respostas individuais de
cada paciente aos efeitos da RT, como as alteracbes do fluxo salivar, da composicdo da
microbiota bucal e da dieta (JANSMA et al., 1988; KIELBASSA et al., 1999; 2000 MORAIS-
FARIA et al., 2015).

Entretanto, estudos in vitro permitem a padronizacdo ndo apenas das amostras, mas
também das condicdes experimentais, o que seria extremante dificil conseguir em estudos in
vivo, tanto em fun¢do da natureza do estudo, como em fung¢do das condig¢des clinicas e
emocionais dos pacientes. Assim, ressaltamos que pesquisas conduzidas com este modelo
de estudo s3o necessarias e importantes, uma vez que contribuem para avaliacao,
guantificacdo e entendimento dos efeitos da RT sobre os tecidos dentais, ainda mais em
situacGes que podem ocasionar repercussées clinicas nos pacientes, que precisam ser
entendidas a luz da ciéncia, a fim de propor tratamentos que permitam melhorias na
qgualidade de vida e, principalmente, ao considerarmos o fato de que estudos avaliando os
efeitos sobre os tecidos dentdrios de um novo ciclo de tratamento radioterapico com

intencdo curativa ou paliativa das recidivas locorregionais de CCP inexistem na literatura.
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Dessa forma, por meio dos resultados obtidos, conseguimos contribuir para avaliacao,
quantificacdao e entendimento dos efeitos diretos da RT sobre os tecidos dentais e sugerir
gue a toxicidade causada pela radiacdo ao esmalte dentario é ainda maior e mais complexa
em casos de reirradia¢do, sendo de fundamental importancia ampliar o conhecimento sobre
os efeitos provocados pelas doses adicionais, utilizadas em casos de retratamento, muitas
vezes acima das doses de tolerancia dos tecidos irradiados.

Especula-se com estes resultados, uma vez que a RT na regido de cabeca e pescoco
afeta as fungdes orais do paciente, sob diferentes aspectos, para o resto de sua vida,
influenciando negativamente a qualidade de vida dos mesmos, que ja estdo debilitados,
tanto fisicamente, quanto psicologicamente (DIRIX et al., 2008) e que estes pacientes com
CCP sdao reconhecidamente pacientes com condi¢cdes bucais precdrias, a atuacdo do
cirurgido-dentista e o acompanhamento odontoldgico desses pacientes se faz necessario em
todas as fases do tratamento radioterdpico (antes, durante e apds a sua conclusdo), a fim de
minimizar os efeitos secundarios indesejaveis da RT e possibilitar uma melhor qualidade de
vida ao paciente. Em casos de retratamento, onde as consequéncias sdao ainda mais graves,

cumulativas e proporcionais as doses administradas, os cuidados devem ser ainda maiores.
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6. CONCLUSAO

De acordo com as condi¢des experimentais e metodoldgicas empregadas no presente
estudo, concluiu-se que a reirradiacdo ocasionou alteracdes quimicas e morfoldgicas
progressivas nas estruturas do esmalte e da dentina com o escalonamento das doses de

radiacao.

e Pela analise dos espectros, pode-se inferir que as alteragGes geradas pela RT sobre a
composi¢cao dos dentes s3ao diretamente proporcionais a dose administrada e,

portanto, mais severas apos a reirradiagado.

- O Raman, para os diferentes grupos, nas diferentes regides, indica alteracdo das
areas e dos picos de interesse, demonstrando que as alteragdes na estrutura e na
composicao quimica do esmalte sdo progressivas e proporcionais ao aumento das

doses de radiagao.

- Por meio do EDX pode-se observar que, apds a reirradiacdo dos espécimes, houve um
aumento na porcentagem de oxigénio e diminuicdao nas porcentagens de fdsforo e

calcio tanto no esmalte, como na dentina.

e Pela analise morfoldgica, por meio da MEV, pode-se inferir que, em:

- Esmalte: Nao foi possivel identificacdo da regido interprismatica nem dos prismas e
dos cristais de esmalte, devido a degradac¢do desse tecido, fato este que ficou mais

evidente com escalonamento das doses de radiacao;

- Dentina: Apés a reirradiacdo, observou-se colapso de toda estrutura dentinaria, onde

ndo foi mais possivel observar os tubulos dentinarios e as fibras colagenas.
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