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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito da radioterapia, associada ou n&o
a aplicagao topica de fluor gel neutro, na composigao quimica, nas propriedades
mecanicas e na morfologia do esmalte apds ciclagem de pH in vitro. Trinta
terceiros molares foram divididos aleatoriamente em trés grupos (n=10): Esmalte
nao irradiado (NI); Irradiado em umidade relativa (IU); e Irradiado em fluor gel
neutro (IF). Cada grupo foi subdividido em dois subgrupos (n=5) de acordo com
a presenca de ciclagem de pH: com e sem ciclagem. Os dentes dos grupos U e
IF foram submetidos a um protocolo de irradiagdo de 2Gy diarios, cinco dias por
semana, durante sete semanas, totalizando 70 Grays (Gys). Alteragdes quimicas
foram quantificadas por meio de Espectroscopia Infravermelha Transformada de
Fourier (FTIR). Os parametros avaliados foram: razdo matrizzmineral (M:M),
conteudo relativo de carbono (CRC) e cristalinidade. Também foi realizada
avaliagao da microdureza (VHN) e do mdédulo de elasticidade (E) do esmalte em
trés profundidades (superficial, médio e profundo). A morfologia do esmalte foi
avaliada por meio de microscopio eletronico de varredura (MEV) (n=3). M:M,
CRC e cristalinidade foram analisados por meio de ANOVA em dois fatores e os
dados de VHN e E foram analisados por meio de ANOVA em trés fatores seguido
pelo teste HSD de Tukey (a <0,05). IF sem a ciclagem de pH obteve os menores
valores de razao M:M. IU apresentou os maiores valores de E, seguidos de IF e
NI. A ciclagem de pH promoveu redugé&o na CRC e aumento da cristalinidade do
NI e IF; e também aumentou VHN e E para NI e IF. Apos a ciclagem de pH, NI
apresentou os menores valores de E. As imagens do MEV ndo mostraram
nenhuma alteracdo morfoldgica nos grupos sem ciclagem de pH. Ja com a
ciclagem de pH, NI apresentou a maior descontinuidade da morfologia externa
do esmalte. Conclui-se que a radioterapia altera o0 mdodulo de elasticidade do
esmalte. A ciclagem de pH aumenta a cristalinidade e o conteudo de fosfato do
esmalte e também aumenta as propriedades mecanicas. No entanto, diminui o
conteudo de carbonato. O fluoreto associado a radioterapia reduz a exposigao

da matriz organica e ajuda a manter a morfologia externa do esmalte irradiado.
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Palavras chave: Desmineralizacdo do dente; Esmalte dental; Fluor;
Radioterapia.
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ABSTRACT

The aim of this of this study was to evaluate the effect of radiotherapy, associated
or not with fluoride topical application, on chemical composition, mechanical
properties and morphology of enamel demineralization in vitro. Thirty third molars
were randomly divided into three groups (n=10): Non-irradiated enamel (NI);
Irradiated enamel in relative humidity (IH), Irradiated enamel in neutral sodium
fluoride gel (IF). Each group was also subdivided into two subgroups accordingly
to the presence of pH cycling: with or without pH cycling. The teeth of the IH and
IF groups were submitted to a radiation protocol of 2 Gy daily, five days per week,
per seven weeks, totalizing 70 Gy. Chemical composition changes were
measured by Fourier Transform Infrared Spectrometry (FTIR). The analyzed
parameters were: matrix:mineral ratio (M:M), relative carbon content (RCC) and
crystallinity. It was also evaluated the Vickers Microhardness (VHN) and Elastic
Modulus (E) at three depths (superficial, middle and deep), Enamel morphology
was assessed by scanning electron microscopy (SEM) (n=3). M:M, CRC and
crystallinity were analyzed using 2-Way ANOVA and VHN and E data using 3-
Way ANOVA, followed by Tukey HSD test (p<0.05). IF without pH cycling had
the lowest values of M:M ratio. IH presented the higher E values, followed by IF
and NI. The pH cycling promoted reduction in RCC; and increased crystallinity of
NI and IF and also increased VHN and E for NI and IF. With the pH cycling, NI
showed the lowest E values. SEM images showed no morphological alterations
for all groups without pH cycling. With pH cycling, NI showed the greatest
discontinuity of the enamel outer morphology. It was concluded that radiotherapy
alters the elastic modulus of the enamel. The crystallinity and the phosphate
content of the enamel increase after pH cycling, and also increase its mechanical
properties. However, diminish the relative carbonate content. The fluoride reduce

the organic matrix and maintain the outer morphology of the irradiated enamel.

Keywords: Dental Enamel; Fluoride; Tooth Demineralization; Radiotherapy.
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1 - INTRODUGAO E REFERENCIAL TEORICO

De acordo com o Instituto Nacional do Céancer, “cancer” € um termo dado
a um conjunto de mais de cem doengas que tém em comum o crescimento
desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgaos, com possibilidade de
ocasionar metastase para outras regides do corpo (Instituto Nacional do Cancer
José Alencar Gomes da Silva - INCA). O cancer de cabeca e pescogo (cavidade
oral, faringe e laringe) tem sido reconhecido como um dos canceres com mais
alta taxa de prevaléncia (Jemal et al., 2008); é responsavel por uma incidéncia
de 900.000 casos novos por ano no mundo (Silveira et al.,2012), sendo a sexta
causa de morte por cancer em todo o mundo (Ruiz et al., 2006). Especificamente
os tumores malignos da cavidade oral sdo constituidos pelo carcinoma
epidermdide. Outros canceres podem ser citados, embora apresentem menor
incidéncia, tais como: os tumores salivares (das glandulas salivares menores e
sublingual), os sarcomas (os de origem vascular, 0s musculares e 0s 0sseos) e
o melanoma de mucosa (INCA). No Brasil em 2016, estima-se 15.490 casos
novos de céncer da cavidade oral, sendo 11.140 homens e 4.350 mulheres
(INCA, Incidéncia de Cancer no Brasil - Estimativa/2016).

Diferentes métodos para tratamento de cancer de cabecga e pescogo estao
disponiveis, como: cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou uma combinagéo
destes tratamentos (Beumer, Curtis e Marunick, 1996). A radioterapia consiste
em dirigir uma dose correta de radiagdo ionizante para a massa tumoral,
tentando minimizar a dose recebida por areas fora da zona do tumor (Nectarios
e Chris, 2001). Essa radiagao ionizante carrega energia e, ao interagir com os
tecidos, da origem a elétrons rapidos que ionizam o meio e criam efeitos
quimicos como a hidrélise da agua e a ruptura das cadeias de DNA na tentativa
de destruir as células tumorais (Novelline, 1999). Varias fontes de energia podem
ser utilizadas para o processo da radioterapia: existem aparelhos que utilizam
energia elétrica para liberar raios X e elétrons e outros que utilizam fonte de
isétopo radioativo, como por exemplo, pastilhas de cobalto as quais geram raios
gama (INCA). A maioria dos oncologistas trata seus pacientes com o
“fracionamento ideal”. Este tratamento consiste de uma dose total de 65 a 72

Gray (Gy) de radiacao de alta energia de raios-x em frac¢des diarias de 1,8 a 2
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Gy durante um periodo de sete semanas, cinco dias por semana (Jham e da AR,
2006; Kielbassa et al., 2006; Nutting et al., 2011; Seikaly et al., 2004; Beumer,
Curtis e Marunick, 1996).

Apesar da vantagem de preservar a estrutura do tecido, a radioterapia
causa mudancgas adversas na cavidade oral (Specht, 2002; Kielbassa et al.,
2006). Muitos tecidos orofaciais sdo afetados, sendo alguns dos mais
importantes as glandulas salivares, dentes, membranas mucosas, 0Ssos e
papilas gustativas (Andrews e Griffiths, 2001). A intensidade destas reacdes ira
depender do volume, do local irradiado, da dose total, do fracionamento da dose,
da idade, das condig¢des clinicas do paciente e dos tratamentos associados
(Caccelli & Raport, 2008). A maior parte das consequéncias sao temporarias,
como a perda do paladar, tecidos moles sensiveis ou dolorosos, infecgdes por
fungos e mucosite (Anneroth, Holm e Karlsson, 1985; Jham e da AR, 2006;
Kielbassa et al., 2006; Beumer, Curtis e Marunick, 1996). Outras consequéncias
tém um carater mais permanente como atrofiagdo de musculos na regidao da
mandibula, trismo, mudancgas da microbiota oral e de proteinas, hipossalivagao,
xerostomia e osteorradionecrose da mandibula (Jham e da AR, 2006; Kielbassa
et al., 2006; Beumer, Curtis e Marunick, 1996).

Por ultimo e ndo menos importante, ocorrem as alteragdes na estrutura
dentaria. A gravidade e a extensdo dos efeitos da radiagdo dependem do
conteudo mineral e organico das estruturas do dente. A por¢ao mineralizada &
suscetivel a danos em sua fase cristalina (Aoba et al., 1981; Pioch et al., 1991;
Kielbassa et al., 1999), tendo as propriedades mecénicas alteradas (Kielbassa
et al., 1999), assim como sua resisténcia ao desgaste (Jervge, 1970) e reducao
da resisténcia ao ataque acido (Kielbassa et al., 1999). Alteracdes fisicas e
quimicas do esmalte como resultado direto da radioterapia foram documentadas
(Aoba et al., 1981; Geoffroy e Tochan-Danguy, 1985; Jervege, 1970; Shulin,
1989). Pouco tempo apds a radioterapia, o esmalte mostra extensa destruigao
da estrutura prismatica (Grotz et al., 1998). Esta desmineralizagdo do esmalte
irradiado apresenta um padrao diferente em relacdo ao esmalte nao irradiado

(Grotz et al., 1998; Jansma et al., 1993). O esmalte irradiado mostra-se mais
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vulneravel a ataques de acido do que o esmalte saudavel (Grotz et al., 1998,
Kielbassa et al, 1999; Kielbassa et al.,, 2002). A profundidade de
desmineralizagdo e solubilidade do esmalte é controverso, visto que alguns
estudos tém demonstrado nenhuma diferenga entre esmalte irradiado e nao
irradiado (Wen, 1989; Shannon et al., 1978), enquanto outros estudos
descrevem uma maior solubilidade apo6s radioterapia (Jansma et al., 1993;
Joyston-Bechal, 1985), ou até mesmo um ligeiro decréscimo na solubilidade
(Pioch et al., 1991).

Quanto as alteracdes das propriedades mecanicas, observa-se uma
reducdo da resisténcia a tracdo devido a alteragées no componente da proteina
deste substrato (Soares et al., 2010). Alteragdes importantes da radioterapia em
dentina sao devidas a danos das fibrilas de colageno (Cheung et al., 1990),
resultando em uma alterac&o significativa da dureza (Kielbassa et al., 1999), da
resisténcia ao desgaste, da tragao e da estabilidade da jungdo amelo-dentinaria
(Pioch, Golfels, Staehle, 1992).

Dentro de trés meses apos a radioterapia na regido da cabecga e pescogo
os primeiros sinais de deterioracao do tecido duro dos dentes podem ser vistos
(Vissink et al., 2003; Wostmann e Rasche, 1995). Esses sinais sao areas de
porosidade do esmalte, formacado de cavitacbes com a exposicdo do esmalte
subsuperficial, ou até mesmo da dentina subjacente. A esta deterioragao atipica
da se o nome de carie de irradiagdo, sendo uma de suas caracteristicas a
progressao rapida e na maior parte sem dor (Jansma et al., 1993; Walker et al.,
2001; Kielbassa et al., 2006). A evolucao dessa alteragao esta relacionada a
diminuicdo do fluxo salivar, reduzindo assim a efetividade da saliva em promover
sua atividade de limpeza nos dentes e mucosa, tornando o pH bucal acido. As
acoes tampao e de limpeza apresentam-se ineficazes porque as atividades
microbianas e eletroliticas da saliva também passam a ser inadequadas. Além
disso, tem-se ainda a dificuldade dos pacientes em promover higienizagdo dos
dentes associada ao aumento das dietas cariogénicas (Lieshout e Bost, 2014).
Na maioria das vezes, essas lesdes de caries de irradiacdo sao visiveis como
uma coloracdo marrom do esmalte ou da dentina, principalmente localizada nas

regides cervical e incisal dos dentes (Jansma et al., 1993; Silva et al., 2009).
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A carie dental é definida por um processo altamente destrutivo dos tecidos
mineralizados devido a ac&do bacteriana na cavidade oral e pode ser descrita
como um processo de desmineralizagao e remineralizagao dos tecidos (Larsen
e Brun,1995). Assim, até que seja mantido na cavidade bucal um pH maior que
5,5 a composicédo da saliva supera (supersaturante) em calcio (Ca) e fosfato
(PO4) o produto de solubilidade da hidroxiapatita (HA). Logo, a tendéncia fisico-
quimica € o dente ganhar Ca e POs4 do meio-bucal. Quando atinge-se na
cavidade bucal um pH menor que 5,5 a composi¢ao da saliva em Ca x PO4 torna-
se inferior (subsaturante) em relagdo ao produto de solubilidade da HA, e, deste
modo, a tendéncia fisico-quimica € o esmalte perder Ca e PO4 para o meio bucal
tentando atingir o novo estado de equilibrio em fungéo do pH atingido. Isto ocorre
na placa dental toda vez que ingere acgucar, e atingindo o pH inferior a 5,5
ocorrera como consequéncia dissolugao do esmalte, fenbmeno este chamado
de desmineralizagdo. Dinamicamente, em funcdo de uma série de fatores e
depois de decorrido um certo tempo, o pH retornara ao normal. Desta maneira,
sao restabelecidas novamente na cavidade as condi¢des fisico-quimicas
supersaturantes, de modo que a tendéncia é o esmalte ganhar Ca e PO4do meio
bucal tentando repor o perdido pelo processo de desmineralizacdo. Este
fendbmeno se efetivo levara ao que chamamos de remineralizacdo do esmalte
(Legeros, 1999).

O fluor tem provado ser um tratamento eficaz para a prevencao da carie
dentaria, inibindo a desmineralizacao, reforcando a remineralizacio, reduzindo
a atividade metabdlica de bactérias, assim como a permeabilidade do esmalte
(Featherstone, 1999). O fluor pode interagir com o esmalte de duas formas, se
ligando fracamente (sob a forma de cristais de fluoreto de calcio - CaF2), e ou se
ligando fortemente ao esmalte (sob a forma de fluorapatita — Ca10(POa4)sF2)
(Newbrun, 1978; Larsen e Brun, 1995; Featherstone, 1999; Cury, 2001;
Ferjeskov e Kidd, 2005). O fluoreto de calcio, ou fluor fracamente ligado, é o
responsavel pelo potencal cariostatico dos produtos de aplicagao topica e, por
meio de sua lenta dissolugdo e sua prolongada retengdo atua como um
reservatorio de fluor frente as quedas bruscas de pH (Ferjeskov, 2005). E

caracterizado por seu depdsito globular sobre o esmalte e sua solubilidade em
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hidréxido de calcio (KOH) (Larsen e Brun, 1995). Portanto, é formado quando
ha, pelo menos, 1.000 ppm de fluor na solugdo que esta entrando em contato
com o esmalte, o que facilmente ocorre apds a aplicacao topica profissional de
fluor. O fluoreto de calcio nao esta puro sobre o esmalte, mas sim contaminado
com fosfato ou proteinas salivares. A formacédo de fluoreto de calcio é
potencializada quanto maior for a concentracdo de fluoreto que estiver
disponivel, além de depender do pH do meio (Featherstone, 1999).

A precipitacdo de cristais tipo fluoreto de calcio € maior nas lesdes
cariosas devido a sua porosidade, tratando-se do mecanismo chave para a
reducdo destas lesdes. Porém, esssa camada protetora € faciimente dissolvida
pela acdo dos acidos, tornando limitada a sua eficacia (Ganss et al., 2004).
Assim, as aplicacdes topicas de fluor devem ser frequentemente repetidas para
se modificar as propriedades do esmalte e garantir o efeito anti-cariogénico
(Cury, 2001). Além disso, durante o desafio cariogénico o fluoreto de calcio libera
ions flhor que podem contribuir para essa protegcdo, pois estes séao
subsequentemente incorporados ao esmalte dental como hidroxiapatita ou
fluorapatita, resultando na redugao de sua dissolugao (Jordao, 2011).

A fluorapatita é obtida quando ha a incorporacao do fluoreto na estrutura
do esmalte, a qual € menos soluvel e apresenta-se como cristais maiores e mais
estaveis quimicamente que a hidroxiapatita (Legeros, 1999). Assim durante a
remineralizagao, os ions fluor presentes em solugcdo, em concentracdes menores
que 50 ppm, adsorvem-se aos cristais de hidroxiapatita carbonatada
parcialmente dissolvidos, atraindo ions calcio e propiciando a formacao do
composto fluorapatita (Featherstone, 1999). Assim, a presenca de fluoreto no
ambiente oral promove a formagao de apatitas menos soluveis e a inibicdo da
formagdo de compostos fosfatados (fosfatos de calcio) mais acidos e mais
soluveis, tais como o fosfato de octacalcio e de fosfato tricalcio tipo beta
(Legeros, 1999). N&o existe um protocolo aceito universalmente para a gestao
de carie de radiagcido, no entanto, a importancia de fluoreto € bem reconhecida
(Beech et al., 2014). Ha trabalhos mostrando que a aplicagao topica diaria de gel
de fluoreto de sddio neutro a 1% com o uso de moldeiras personalizadas reduz

a carie de radiacdo (Jansma et al., 1989; Caielli et al., 1995).
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E oportuno mencionar que a maioria dos trabalhos dedicados a investigar
0 impacto da radioterapia sobre a estrutura dental € baseada em modelos
experimentais de radioterapia in vitro, muitas vezes langcando mao de protocolos
que nao reproduzem adequadamente a radioterapia e seus efeitos colaterais em
pacientes com cancer de cabeca e pescoco. Possivelmente, esta dificuldade de
reproducao de todas as variaveis envolvidas no processo de inicio e progressao
da carie em pacientes oncolégicos pds-radioterapia seja a base para explicar os
resultados divergentes encontrados na literatura cientifica pertinente a este
assunto. Neste sentido, € importante estimular o desenvolvimento de novos
modelos experimentais mais fidedignos ao complexo ambiente bucal de
pacientes com cancer de cabeca e pescoco e dos protocolos de radioterapia
direcionados aos pacientes em questéo, permitindo uma melhor compreensao
dos processos biolégicos envolvidos na etiologia da carie de irradiagéo (Silva,
2014). Diante do exposto acima, torna-se importante entender mais
profundamente como a radioterapia altera as propriedades do esmalte irradiado;
como o processo de desmineralizagdo-remineralizagdo (des-re) influencia na
instalagao e progressao da carie de irradiagdo e se a aplicagao tépica do fluor
durante o procedimento da radioterapia teria algum efeito na prevencgao da carie
de irradiagao. A hipdtese deste trabalho € que o protocolo de radioterapia e
ciclagem de pH causam alteragdes nas propriedades biomecénicas do esmalte
e que a aplicacao tépica de fluor interfere neste processo.

2 - PROPOSICAO
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da radioterapia, da aplicagcéo

tépica de fluor e da ciclagem de pH na composi¢cdo quimica, nas propriedades

mecanicas e na morfologia do esmalte.

3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Delineamento experimental

1. Unidade experimental: Terceiros molares humanos extraidos.
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2. Fator em estudo: Irradiagao em trés niveis (esmalte ndo irradiado, esmalte
irradiado em umidade relativa e esmalte irradiado em fluor gel neutro a 2%);
Ciclagem de pH (sem ciclagem e com ciclagem).

3. Variavel resposta: Composi¢cdo quimica do esmalte (Raz&o Matrix:Mineral —
M:M, Conteudo Relativo de Carbono — CRC, e cristalinidade); Microdureza
Vickers (VHN) e Médulo de elasticidade (E); Morfologia do esmalte.

4. Método de analise: Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier
(FTIR); Microindentagcdo Dinamica; Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).
5. Método estatistico: Para os resultados da analise por FTIR foi realizado
Analise de varidncia em dois fatores (ANOVA), seguido do teste de Tukey; Dados
de Microdureza Vickers e Mddulo de elasticidade foram analisados utilizando
Analise de variancia em trés fatores (ANOVA), seguido do teste de Tukey.
Imagens da Microscopia Eletrbnica de Varredura foram analisadas

qualitativamente.

3.2 - Obtengao e armazenamento dos dentes

Apos a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Uberlandia (No. 37868814.6.0000.5152) e consentimento informado
dos pacientes, terceiros molares recém-extraidos foram coletados e
armazenados em agua deionizada a uma temperatura de 4°C. Os dentes foram
limpos com curetas periodontais Gracey (Hu-Friedy Co., Chicago, IL, EUA) a fim
de remover debris organicos e inorganicos. Em seguida, utilizou-se escova de
Robson (Roda, Microdont Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), montada em micromotor,
em baixa rotagdo, com pasta de pedra pomes (Asfer Industria Quimica Ltda.,
S&o Caetano do Sul, SP, Brasil) e agua deionizada. Os dentes foram
examinados em lupa estereoscopica para a evidéncia de carie, hipoplasia do
esmalte, e outros defeitos. Trinta dentes higidos foram selecionados (Figura 1)
e aleatoriamente distribuidos em trés grupos experimentais (n = 10): NI - esmalte
ndo irradiado; IU - esmalte em umidade relativa; IF - esmalte irradiado em fluor
gel neutro a 2%. Dentro de cada grupo, os dentes foram subdivididos em dois
subgrupos (n = 5) de acordo com a ciclagem de pH: com e sem ciclagem de pH
(Figura 2).
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Figura 1. Padrao dos molares selecionados para o estudo.

30 Dentes

(32. Molares)

Irradiado em Irradiado em
N&o Irradiado

Umidade relativa Flior gel 3 2%
n=10

n=10 n=10

Sem Ciclagem Ciclagem de
de pH pH

Sem Ciclagem Ciclagem de Sem Ciclagem Ciclagem de
de pH pH de pH pH

n=5 n= n=5 n= n=>5 n=

Figura 2. Divisdo dos dentes em grupos e subgrupos.

3.3 - Protocolo radioterapico

Os dentes dos grupos IU e IF foram submetidos ao protocolo clinico
radioterapico utilizado pelos pacientes do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Tridngulo Mineiro — UFTM, Uberaba — MG, utilizando o equipamento
acelerador linear (Acelerador Linear - Clinac 600C Varian® - Feixe de 6 MV)
(Figura 3). Os dentes receberam 2 Gy de irradiagao diaria, cinco dias por
semana, durante sete semanas, totalizando 70 Gy. Para padronizar a posi¢ao
dos dentes durante a radioterapia, marcacoes eram feitas pelo Telémetro na
superficie de um bolus (compressas dobradas e umedecidas) posicionado sobre
0s espécimes de cada grupo no momento da radiagdo (Figura 4). A energia

nominal deste acelerador € de 6 MV, e, para esta energia a absorgdo maxima de
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raios X se da a 1,5 cm de profundidade. Por isso usa-se o Telémetro para marcar
a distancia da fonte até a superficie do bolus e da superficie da bolus até as
coroas dos dentes existe uma distancia de 1,5 cm de agua. Dessa forma os raios
X, ao interagirem com a agua do bolus (100 cm da fonte) irdo depositar a maxima
quantidade de energia a 1,5 cm da superficie do bolus, coincidindo com as
coroas dos dentes. Da mesma forma que acontece com os pacientes submetidos
a radioterapia no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro, metade da radiacao (1Gy) foi realizado com o feixe sendo direcionado
de cima para baixo, girava-se o cabecgote do Acelerador Linear e a outra metade

de feixes raios X era entédo disparada de baixo para cima.

Figura 3. Acelerador Linear Clinac 600C Varian®.

Figura 4. Posicionamento dos dentes em cera (A) e posicionamento do bolus

sobre a coroa dos dentes (B).
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Nas coroas dos dentes do grupo IF, previamente a radiacdo de 2Gy
diarios, aplicava-se uma camada de fluor gel neutro a 2%, a qual permanecia em
contato por 3 minutos. Apds a radiagao, era realizado um enxague do gel em
agua deionizada por 10 segundos e os dentes voltavam a ser submergidos em
agua deionizada até a préxima sessao de radioterapia. O mesmo acontecia para
os dentes do grupo IU, ou seja, eram submergidos em agua deionizada até a

proxima sessao de radioterapia a temperatura ambiente apds a radiacao

Dentes imersos em vasilhame
com dgua deionizada

|

Dentes transferidos para outro
vasilhame

Dentes transferidos para outro T —— "
2 Aplicacio tépica de fllor neutro
vasilhame 8l

Pasicionamento do bolus sobre ?
' Aguarda-se 3 minutos |
as coroas dos dentes

l |

Posicicnamento do bolus sobre

ionizante (Figura 5).

Dentes imersos em vasilhame
com &gua deionizada

I Irradiagdo dos dentes (2Gy) | as coroas dos dentes
I Remogio do kbolus ‘ | Irradiagdo dos dentes (2Gy) |
Submers3o dos dentes em [ Remaogdo do bolus |

vasilhame com dgua deionizada JL

Cnxdgue do fltor por 10
segundos

l

Submersdo dos dentes em
vasilhame com agua deionizada

Figura 5. Fluxograma do protocolo radioterapico.

Todos os grupos de espécimes foram armazenados em agua deionizada,
trocada semanalmente e armazenados a temperatura ambiente.

Os dentes do grupo né&o irradiado foram armazenados em agua
deionizada a uma temperatura de 4°C até a realizagdo das metodologias

propostas.
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3.4 - Preparo dos espécimes

Os dentes foram inicialmente fixados em placa de acrilico com cera
pegajosa em bastdes (Kerr Corporation, CA, USA) e seccionados com disco
diamantado de dupla face (Extec, EUA) montado em cortadeira de preciséo
(Isomet 1000; Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) sob refrigeracdo, 1mm abaixo da
juncdo amelocementaria para remogéo das raizes. Cinco dentes de cada grupo
experimental que seriam submetidos a ciclagem de pH, tiveram suas camaras
pulpares impermeabilizadas com resina acrilica e suas coroas
impermeabilizadas por meio da aplicacdo de duas camadas de verniz acido
resistente (esmalte para unha, Gabriele - Colorama Ltda, S&o Paulo, Brasil), com
excecao de uma area de dimensdes aproximadas de 9 mm de largura x 3 mm
de altura, localizada no tergo médio das faces vestibulares e linguais das coroas
dentarias.

Para as analises, cada coroa foi entdo seccionada na diregdo mesio-
distal, resultando em duas hemi-secgdes, que correspondem a hemi-secg¢ao
vestibular e a hemi-secgao lingual. Todas as hemi-secg¢des vestibulares foram
ainda seccionadas de forma a obter dois espécimes (3 x 2,7 mm) a partir do terco
médio. As metades vestibulares mesiais foram destinadas para a analise por
meio de Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier (FTIR), e as
metades vestibulares distais para a avaliagédo da microdureza Vickers e modulo
de Elasticidade (Figura 6).
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Figura 6. Esquema ilustrativo do preparo dos espécimes.

3.5 - Ciclagem de pH

Os espécimes designados para a ciclagem de pH passaram por um
modelo de ciclagem dindmico de desmineralizacdo e remineralizagdo proposto
por Featherstone (1986) e modificado por Geraldo-Martins et al. (2013).

A solucdo desmineralizadora composta por: 2,0mM de calcio, 2,0mM de
fosfato e acido acético 75mM, em pH=4,3, ajustado por meio de solugdo de KOH
(hidroxido de potassio) 1M; e a solugao remineralizadora composta por: 1,5mM
de calcio, 0,9mM de fosfato, 150mM de cloreto de potassio, em pH=7,0, também
ajustada por meio de solugdo de KOH 1M, foram formuladas segundo as

quantidades descritas nos Quadros 1 e 2.
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Quadro 1 - Componentes da solu¢gao desmineralizadora (quantidade calculada
ara 1000mL)

CaCl22H20 Cloreto de calcio 2,0mM 0,29 g/L
dihidratado

NaH2PO4 H20 Fosfato de sédio 2,0 mM 0,30 g/L
monohidratado

C2Hs0H Acido Acético 0,75mM | 2,87 mL/L

Quadro 2 - Componentes da solu¢do remineralizadora (quantidade calculada
para 1000mL)

CaClz2 2H20 Cloreto de calcio 1,5mM 0,22 g/L
dihidratao

NaH2PO4 H20 Fosfato de sédio 0,90mM |0,15¢g/L
monohidratado

KCI Cloreto de potassio 0,15M 11,18 g/L

As coroas foram inicialmente imersas individualmente em 67,5mL da
solugdo desmineralizadora (1,25ml/mm?), permanecendo por seis horas. Apos
completar as seis horas, elas foram entdo enxaguadas em agua deionizada
corrente, por 10 seg, e cuidadosamente secas com jatos de ar, para serem
colocadas em 33,48mL da solugdo remineralizadora (0,62ml/mm?), onde
permaneceram por dezesseis horas. Quando estas se completaram, configurou-
se assim um ciclo de pH. Novamente as coroas foram lavadas, secas e
recolocadas na solu¢cdo desmineralizadora.

Este procedimento experimental teve a duragao total de quatorze dias. O
procedimento de ciclagem foi repetido durante cinco dias consecutivos, quando
entdo, os espécimes permaneceram por dois dias em solugao remineralizadora.
As solugdes foram substituidas e deu-se inicio a mais cinco dias de ciclagem e
a mais dois dias de permanéncia na solug&o remineralizadora (Figura 7). Durante
todo o processo, os espécimes permaneceram em estufa a 37°C, exceto nos

intervalos de lavagem e alternancia das solugoes.
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6 haras em solucdo
desmineralizadora

2 dias em
solugdo
remineralizadora

18 haras em solugao
remineralizadara

. Troca dos dentes de solucio

@ 10 segundos de enxague em 3gua corrente deionizada

Figura 7. Esquema da ciclagem de pH. Processo foi repetido por duas vezes,

totalizando quatorze dias de ciclagem.

3.6 - Avaliacao por Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier
(FTIR)

Cinco espécimes de cada grupo foram utilizados para avaliagado quimica
do esmalte. Essa avaliagao foi realizada utilizando Espectrémetro Infravermelho
com Transformada de Fourier (Vertex 70, Bruker Corporation, Billerica, MA,
EUA) por meio da Técnica de Reflexao Total Atenuada (ATR) (Figura 8 — A).

A superficie testada foi posicionada em contato com o cristal de diamante
da unidade ATR e pressionada constantemente por uma garra para aumentar o

contato do espécime com o cristal (Figura 8 - B).

Figura 8. A) Espectrémetro Infravermelho com Transformada de Fourier —
Vertex 70. B) Espécime posicionado para andlise da composi¢édo quimica do

esmalte sobre o cristal de diamante do ATR.

28



Os espectros foram registados no intervalo de 400-4.000 cm™!, com uma
resolugdo de 4 cm™' e 128 escaneamentos por espécime. Os espectros foram
registrados e analisados com software OPUS 6,5 (Bruker, Ettlingen, Alemanha).
Foirealizado correg¢ao da linha de base e normalizagao pela banda fosfato (1190-
702 cm-) dos espectros. Os parametros analisados foram: Razdo Matriz:Mineral
(M:M); o conteudo relativo de carbonato (CRC) e cristalinidade (Figura 9) (Sa et
al., 2012). A M:M (relagao entre as areas integradas das bandas de proteina
amida | - 1653 cm™' e v1 e v3 de fosfato modo de alongamento - 960 cm™" e 1040
cm™), avalia a quantidade de matriz organica em relagio a matriz inorganica. O
CRC (razéo entre a intensidade total dos dois picos mais fortes de carbonato
1460 cm™' e 1425 cm™' e a intensidade total dos dois picos de fosfato a 605 e 568
cm™') indica a extensado de incorporagao de carbonato na hidroxiapatita de um
determinado espécime. E a cristalinidade (relagéo da intensidade de 1030 pela
1020 cm") correlaciona-se com a perfeigdo e tamanho dos cristais nos dominios

da apatita (Reyes-Gasga et al., 2013).
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Figura 9. Analise dos espectros por meio do software OPUS 6.5. A)
Matriz:Mineral; B) CRC; e, C) Cristalinidade.

3.7 - Teste de microindentagao dinamica

Cinco espécimes de cada grupo foram utilizados para a analise das
propriedades mecanicas do esmalte. O preparo dos espécimes foi realizado de
acordo com o protocolo ja descrito por Soares et al. (2014). Os espécimes
(planos sagitais) foram incluidos em resina de poliestireno (Instrumental
Instrumentos de Medi¢do Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil). Para a realizagdo do
embutimento, uma pequena gota de cola a base de cianocrilato (Super Bonder
Precisao, Loctite, Henkel Ltda., Sdo Paulo, Brasil) era colocada na dentina de
cada espécime e esta era entao fixada em placa de vidro com a superficie a ser
analisada voltada para baixo. Em seguida, um tubo metalico (Metalon Industrias
Reunidas, Nova lguagu, RJ, Brasil) de 50 mm de comprimento, 30 mm de largura
e 10 mm de altura foi posicionado ao redor do espécime e foi fixado com cera

(Wilson, Polidental, Cotia, SP, Brasil). A resina de poliestireno foi manipulada e

vertida no interior de cada metalon (Figura 10 — A e B).

Figura 10. A) Espécimes de esmalte posicionadas ao centro do metalon; B)
Vertimento da resina de poliestireno para inclusao dos espécimes; C)
Espécimes prontas apés o polimento.

ApOs a presa da resina, todo o procedimento de lixamento e polimento
superficial foram realizados em politriz (Arotec S.A. Ind. Com., SP, Brasil). As
superficies foram lixadas inicialmente com lixas de carbeto de silicio (n° 600, 800,

1200, 1500, 2000; Norton S/A, Campinas, SP, Brasil) com refrigeragdo a agua
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em alta velocidade por 10 min em cada lixa. Em seguida foi feito polimento com
discos de feltro (Polishing Cloth, METADI, Buehler, IL, EUA) associados a pastas
diamantadas metalograficas (6, 3, 1 e ¥a yum AROTEC, Sao Paulo, SP, Brasil),
em alta velocidade por 5 min em cada feltro seguido de 5 min de banho em
ultrassom com alcool absoluto para remocdo das impurezas. Foram
consideradas satisfatorias quando ndo foram observados riscos nas superficies
dos corpos de prova (Figura 10 — C). As propriedades micromecanicas: dureza
Vickers (VHN) e médulo de elasticidade (E) do esmalte foram obtidos usando um
indentador dinamico de microdureza (CSM Micro-Hardness Tester; CSM
Instrumentos, Peseux, Suica) (Figura 11), do Laboratorio de Tecnologia em
Atrito e Desgaste da Faculdade de Engenharia Mecanica da UFU. O penetrador
do aparelho foi colocado em trés regides diferentes do esmalte: a 40 um a partir
da sua borda exterior (esmalte superficial), a 40 ym a partir da jungéo
amelodentinaria (esmalte profundo) e a metade da distancia entre as duas
indentagdes (esmalte médio) para determinar valores de dureza Vickers (VHN)
em diferentes profundidades (de Siqueira Mellara et al., 2014) (Figura 12). O
teste foi realizado com forga controlada. O carregamento foi aumentado e
reduzido a uma velocidade constante entre 0 a 500 mN em intervalo de 60 seg,
sendo o carregamento maximo de 500mN mantido por 15 seg. Em seguida, o
carregamento foi gradualmente removido de 500mN a OmN em intervalo de 60
seg. A carga e a profundidade de penetragcdo do indentador foram medidas
continuamente durante o carregamento/descarregamento (Soares et al., 2014;
Bicalho et al. 2014). A Microdureza Vickers foi calculada pela férmula: VHN =
P/A. onde: P é a carga maxima, A é a area aparente da endentagdo em forga
maxima. O modulo de indentagao foi calculado a partir da inclinagdo da tangente
da curva de profundidade em forca maxima e € comparavel com o modulo de
elasticidade do material (E) (Soares et al., 2014; Bicalho et al.,2014) e expresso
usando a seguinte formula:
E=1-v +i—1_ vi
E, E;

Onde: Ei € o médulo de elasticidade do penetrador de diamante (1,141 GPa), vi

€ o coeficiente de Poisson do penetrador de diamante (0,07), Er € o mddulo de
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indentacao da area de contato, e vs € o coeficiente de Poisson do esmalte (0,3)
(Soons et al., 2010).

Figura 11. A) Microindentador dindmico utilizado. B) Visao aproximada da ponta

de diamante do indentador no esmalte.

Figura 12. Imagem das indentagdes realizadas no esmalte superficial, médio e
profundo (setas). A indentagdo maior é realizada primeiramente para calibragao
do aparelho, indicada pelo circulo vermelho.

3.8 - Analise por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
Trés espécimes de cada grupo foram fraturados no sentido sagital e as
metades mesiais foram levadas ao Microscopio Eletrdnico de Varredura (MEV)

para analise da morfologia do esmalte. Para isto, os espécimes foram limpos em
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ultrassom com agua deionizada por trés ciclos de 10 min. Em seguida, os
espécimes foram fixados em glutaraldeido a 2% em solugdo tampdo de
cacodilato por duas horas e logo apds desidratadas com etanol em solugdes
crescentes percentuais, ou seja, 30% (10 min), 50% (10 min), 70% (10 min), 80%
(10 min), 90% (10 min), 95% (10 min) e 100% (3 X 10 min), e tratadas com
hexametildizilasano (HMDS) por 10 min em capela com exaustdo (Robles-Ruiz
etal., 2014). Os espécimes foram deixados para secarem por 24 horas em estufa
e entdo coladas em suportes metalicos de aluminio (stubs) com o auxilio de fita
de carbono condutora. As superficies tratadas foram posicionadas de forma que
ficassem viradas para cima (Figura 13 — A). Foi depositado um filme fino de ouro
(de espessura aproximada de 10 um) sobre as mesmas (metalizagdo) em
aparelho Bal-Tec SCD-050 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) (Figura 13
— B). A ultraestrutura do esmalte foi observada por microscopio eletrbnico de
varredura (modelo LEO 450; LEO Microscopio Eletronico, Ltda., Cambridge,

Reino Unido), operado a 15 kV, no modo de elétrons secundarios.

Figura 13. A) Espécime colado no stub; B) Espécime ap6s metalizagéo.

3.9 - Analise Estatistica
Os dados foram avaliados quanto a distribuigdo normal (Shapiro-Wilk, p
>0,05) e teste de igualdade de variancias (teste de Levene, p > 0,05), seguido

de testes estatisticos paramétricos. Os parametros M:M, CRC e cristalinidade,
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foram analisados usando 2-way ANOVA (irradiagao e ciclagem de pH). Os dados
de Microdureza Vickers e M6dulo de Elasticidade foram analisados utilizando 3-
way ANOVA, considerando os fatores irradiagao, profundidade e ciclagem de
pH, seguido do teste de Tukey. Para todos os testes empregou-se um nivel de
significancia estatistica de 0,05 e todas as analises estatisticas foram realizadas
com o pacote estatistico SigmaPlot® Sistema versao 12.0 (Systat Institute Inc.,
de San Jose, CA, EUA). As imagens da microscopia eletrénica de varredura

foram analisadas qualitativamente.

4 - RESULTADOS

4.1-FTIR

Os espectros dos grupos NI, IU e IF sem ciclagem de pH e com ciclagem
de pH estdo mostrados na figura 14 (A e B, respectivamente). Em todos os
espectros, observou-se a manutencao das principais bandas caracteristicas de
esmalte. Podemos observar que, quando n&o houve ciclagem de pH, os
espectros quase se sobrepdem, a nao ser pela banda de amida I, em que o IF
mostrou banda com intensidade pouco menor. Apds a ciclagem de pH, pode-se
observar aumento do conteudo de matriz orgénica, mas menos pronunciado no
IF; e perda de intensidade das bandas CO3%; e maior vs PO43 e bandas va. Os
valores médios da razdo M:M, CRC e cristalinidade de acordo com a irradiacéo
e ciclagem de pH sé&o mostrados na Tabela 1. Para a razdo M:M, analise de
variancia em dois fatores revela diferencas estatisticas para irradiagao, ciclagem
de pH e para a interag&o entre os fatores (p <0,001). Sem ciclagem de pH, maior
razdo M:M foi encontrada para IU quando comparado com IF. Apds a ciclagem
de pH, NI e IU tiveram aumento da razdo M:M, uma vez que, tanto a amida |
quanto o fosfato v1 e v3 tiveram aumento de suas intensidades. Para CRC, o
fator ciclagem de pH foi significativa (p <0,001), porém o fator irradiagéo e a
interagc&o entre os fatores de estudo nao foi significativo (p = 0,375; p = 0,060).
Valores de CRC diminuiram em todos os grupos apoés a ciclagem de pH. A
cristalinidade nao foi influenciada pela irradiagcdo (p = 0,111) e nem pela

interacédo entre fatores (p = 0,061), mas foi afetada pela ciclagem de pH (p =
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,026). Houve um aumento de cristalinidade para o NI e |IF apos a ciclagem de
pH.

! B PO, (v,) = NI PO, (v) T
§ i S & t .l \ N
- Tt >\ R |
/ 1 i ol
II" \I'tr'-_\ . :_"I 1 ] \ f 5 |I
A & | |I A T
| = T.' i {!
{ | ] 3 Al I: N N n [
f Lo . Z fli 1~
N | & e iz
Illu' \ . |I :’-r o : ( il :_:
- L R} e 1 v =
& = / | | = % T f
- = J | | r— o |
- = ,I'r \ { I'J 5 = = |
_'g E [ | \ i '|]||I 2 'E : j |
Z < | < [ Y
T / \ { \ . T m
iy / Rl \ ! f\A
| e A Sy s R \ | e Nt

X0 TN R R D NE WD W W M M W

Figura 14. Espectros dos grupos experimentais, sem ciclagem de pH (A) e
depois da ciclagem de pH (B), respectivamente.

Tabela 1 - Média e desvio padrao (x) para M: M, CRC e cristalinidade do esmalte

comparando tipo de irradiagao e ciclagem de pH.

M:M CRC Cristalinidade
Iradiagao Sem Ciclagem Sem Ciclagem Sem Ciclagem

Ciclagem de gH Ciclagem de gH Ciclagem de gH
de pH P de pH P de pH P

0,017 0,027 0,179 0,146 0,867 0,937

NI +0,004 +0,001 +0,051 +0,016 +0,010 +0,068
Bab Aa Aa Ba Ba Aa

0,020 0,026 0,186 0,116 0,872 0,868

U +0,002 +0,003 +0,019 +0,022 +0,019 +0,032
Ba Aa Aa Ba Aa Aa

0,013 0,011 0,176 0,149 0,869 0,890

IF +0,004 +0,002 +0,010 +0,015 +0,024 +0,027
Ab Ab Aa Ba Ba Aa

* Para cada um dos critérios avaliados no estudo (M:M, CRC e Cristalinidade),
letras maiusculas diferentes mostram diferencas significativas na horizontal, e

letras minusculas diferentes mostram diferencgas significativas na vertical.
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4.2 - Microdureza (VHN) e Médulo de elasticidade (E)

Médias e desvios-padrao para valores de VHN de acordo com os fatores
irradiacao, ciclagem de pH e profundidade do esmalte sdo apresentados na
Tabela 2. 3-way ANOVA revelou diferencga significante para ciclagem de pH (p
<0,001). No entanto, ndo foi encontrada diferenga significativa para o fator
irradiacéo (p = 0,429), profundidade do esmalte (p = 0,058), nem para as
interagdes irradiacao e ciclagem de pH (p = 0,108), irradiacao e profundidade do
esmalte (p = 0,408), ciclagem de pH e profundidade do esmalte (p = 0,718), e
nem irradiagao, ciclagem de pH e profundidade do esmalte (p = 0,932). Os
valores mais baixos de VHN foram encontrados para os grupos sem ciclagem de
pH.

Tabela 2 - Média e desvio padrdo (x) para VHN (N/mm?) do esmalte comparando
tipo de irradiagao, profundidade do esmalte e ciclagem de pH.

Sem ciclagem

Irradiacao de pH Média Agrupada Ciclagem de pH Média Agrupada
NI Superficial  486,7 £+133,0 B 619,7 +139,5 A
Médio 466,2 +103,3B 453,0+1029B 613,6 +1221 A 625,1+1519A
Profundo 406,1 £102,5B 642,0 £194,0 A
U Superficial 608,0 72,9 B 676,2 68,2 A
Médio 512,1 £79,2B 4239 +71,6 B 561,4 £60,2 A 589,7 £59,9 A
Profundo 454.8 +62,6 B 531,51#51,2 A
IF Superficial ~ 489,3 +37,8 B 606,9 £202,8 A
Médio 469,1 +28,1 B 479,3+43,1B  563,1+178,2 A 582,3+192,7 A
Profundo 479,6 +63,3 B 576,9 £197,0 A

* Letras maiusculas diferentes mostram diferengcas significativas na

horizontal.

Médias e desvios-padrao para valores de E de acordo com os fatores

irradiacéo, ciclagem de pH e profundidade do esmalte sdo apresentados na
Tabela 3. 3-way ANOVA revelou diferencga significante para o fator irradiagao (p

<0,001), ciclagem de pH (p <0,001) e para a interagao irradiagéo e ciclagem de
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pH (p <0,001). No entanto, nenhuma diferenga significativa foi encontrada para
profundidade do esmalte (p = 0,293), nem para as interagdes irradiacéo e
profundidade do esmalte (p = 0,850), ciclagem de pH e profundidade do esmalte
(p = 0,619) e para irradiagéo, ciclagem de pH e profundidade do esmalte (p =
0,721). Sem ciclagem de pH, o grupo IU apresentou valores mais elevados,
seguidos pelo IF e consecutivamente NI. Com a ciclagem de pH, NI e IF tiveram
valores de E aumentados. Apos a ciclagem de pH, NI apresentaram valores mais
baixos de E.

Tabela 3 - Médias e desvios-padrao (t) para E (GPa) do esmalte comparando

tipo de irradiagao, ciclagem de pH e profundidade do esmalte.

Sem ciclagem

Irradiacéo de pH Média Agrupada Ciclagem de pH Meédia Agrupada

NI Superficial 45,45 +3,51 Bc 59,51 £1,41 Ab
Médio 45,09 +3,28 Bc 44,30 +3,30 Bc 61,50 +4,96 Ab 61,35 +2,90 Ab

Profundo 42,37 £3,11 Bc 63,04 +2,35 Ab

U Superficial 70,36 3,84 Aa 73,19 7,38 Aa
Médio 68,46 +2,18 Aa 68,58 £2,31 Aa 69,11 £7,77 Aa 69,94 +7,09 Aa

Profundo 66,92 £0,93 Aa 67,52 £6,14 Aa

IF Superficial 62,94 +3,72 Bb 75,22 £11,91 Aa

Medio 61,22 +3,96 Bb

Profundo 60,78 +4,37 Bb 73,09 9,57 Aa

* Letras maiusculas diferentes mostram diferengas significativas na horizontal
(ciclagem de pH). Diferentes letras minusculas apresentaram diferengas

significativas na vertical (irradiagao).

4.3 - MEV

O esmalte dos grupos NI, IU e IF sem ciclagem de pH exibiram prismas
bem organizados, cercados por regides interprismaticas (Figura 13 A-C). Com a
exposi¢cao do esmalte a ciclagem de pH, descontinuidade da morfologia externa
do dente (contorno vestibular) foi observada de modo mais acentuado no NI que
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no IU e uma descontinuidade muito pequena foi observada no IF (Figura 15 D-

G

- .-.ﬁ:.-._.:.:i-:";gmq.u;:;,-.,;m__ .

Figura 15. Microscopias eletrbnicas de varredura do esmalte. As imagens foram
obtidas por microscopia eletrénica de varredura em um aumento de 7.500x (A,
B, C, D, E, F) e 100x (G, H, I). A, B, C - imagens do esmalte superficial sem
ciclagem de pH. A- esmalte n&o-irradiado; B- esmalte irradiado em umidade
relativa; C- esmalte irradiado em fluor. D, E, F, G, H, | - imagens do esmalte
superficial apds a ciclagem de pH. D e G- esmalte ndo-irradiado; E e H- esmalte
irradiado em umidade relativa; F e |- esmalte irradiado em fluor. As setas indicam

a perda da morfologia externa.

5 - DISCUSSAO
A radiacao ionizante do acelerador linear e a ciclagem de pH alteraram as

propriedades mecanicas e a composicao quimica do esmalte dental. Portanto, a
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hipétese foi aceita. A radioterapia pode afetar a funcéo oral do paciente para o
resto da sua vida e também interferir em sua qualidade de vida (Lieshout e Bots,
2014). A carie de radiagao € a complicacdo dental mais ameagadora para os
pacientes com cancer de cabeca e pescoco que sao submetidos a radioterapia
(Silva et al., 2009). Em algumas condi¢des, a denticdo pode ser completamente
perdida em curtos periodos de tempo (Kielbassa et al., 2006). Ainda ndo ha um
consenso a respeito de como os tecidos dentais duros sao alterados e como
essas mudancas podem contribuir para a rapida deterioracdo dos dentes
(Lieshout e Bots, 2014).

Para entender as mudangas que a radioterapia e a ciclagem de pH
causam no esmalte, € necessario considerar a sua composi¢cao e microestrutura.
O esmalte dental € um tecido epitelial calcificado, acelular apés a erupcéo
dentaria, composto por 92-96% de fase mineral que consiste essencialmente de
fosfato de célcio sob a forma de cristais de hidroxiapatita (Gwinnett, 1992; ten
Cate, 1994). Os demais componentes s&o os constituintes da matriz organica,
tais como proteinas, peptideos e agua (Gwinnett, 1992; ten Cate, 1994). Por se
tratar de uma apatita biologica, a apatita do esmalte ndo é considerada uma
hidroxiapatita pura em virtude da inclusdo de impurezas como carbonato, sodio,
flior, magnésio, potassio, cloro e outros ions (Nelson, 1981; Aoba, 2004). Essas
alteracdes acarretam mudancgas na cristalinidade e nas dimensdes dos cristais
e tem importante efeito na susceptibilidade do esmalte aos desafios quimicos,
mecanicos e térmicos (Nelson, 1981, Nelson-Filho et al., 2015). Os cristais de
hidroxiapatita ttm, em média 50nm de largura em corte transversal e mais de
100nm de comprimento, sendo reunidos numa organizagdo, de
aproximadamente 1000 cristais, que originam os prismas de esmalte (Legeros,
1999). Entre os cristais e os prismas existem espacgos, denominados espagos
intercristalinos e interprismaticos, respectivamente (ten Cate, 1994). Essas
regides sao preenchidas por agua e material organico e constituem a principal

via de difusdo neste tecido (Featherstone e Rosenbergh, 1984).

A espectroscopia infravermelha transformada de Fourier € um método

fisico-quimico para o estudo das interagbes energéticas dos compostos
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quimicos, por meio de uma fonte de luz de frequéncia fixa. A grande vantagem
na utilizacdo deste método consiste na obtencdo de uma boa relagao sinal/ruido,
conseguindo espectros de 6tima qualidade em curtos periodos de tempo, além
da possibilidade de analisar materiais em suas formas naturais (Pereira, 2003).
A analise feita pelo FTIR foi usada para avaliar as mudangas quimicas na
composigao de esmalte. Alteragcbes superficiais na ordem de 10 um podem ser
analisadas por essa técnica (Featherstone et al.,, 1998). O espectro de
absorbancia do esmalte é composto basicamente por bandas de &agua,
hidroxiapatita e matriz orgénica (Bachmann et al., 2005). As avaliagbes das
mudangas ocorridas nos grupos funcionais basearam-se na comparagao das
intensidades relativas das bandas de absorbancia sem e com a ciclagem de pH.
Neste estudo, o IF sem ciclagem de pH apresentou os menores valores da razao
M:M, apresentando-se como um tecido mais mineralizado do que o esmalte dos
outros grupos. Isto deve-se a capacidade de os ions fluoreto substituirem os ions
hidroxilas na hidroxiapatita, reduzindo o espacgo preenchido pela matriz organica
(Soares et al., 2010), uma vez que ele promove um aumento no tamanho e na
espessura dos cristais, além de conferir a ele uma diminui¢cao da deficiéncia de
célcio. Com a ciclagem de pH, a razdo M:M aumentou para o Nl e IU, uma vez
que ocorreu uma dissolucdo superficial do conteddo mineral do esmalte
proveniente do contato com acidos da solugao desmineralizadora, expondo mais
matriz organica. A matriz organica influencia a quantidade, a qualidade e a
distribuicao dos cristais minerais, € pode alterar a arquitetura hierarquica do
esmalte e afetar as propriedades mecanicas relacionadas (Sa et al., 2014). O IF
manteve os valores da razdo M:M semelhante sem e com a ciclagem de pH,
mostrando que o fluor protege o esmalte contra quedas de pH, diminuindo sua
solubilidade (ten Cate, 1999).

O CRC e a cristalinidade nao foram modificados pela radioterapia. Isso
deve-se ao fato de que a radiagao ionizante tem preferencialmente efeito sobre
a matriz orgénica do esmalte, do que sobre a estrutura inorganica dos dentes
(Jansma, 1988; Goncalves et al., 2014). No entanto, com a ciclagem de pH, a
cristalinidade aumentou para NI e IF, por outro lado, o CRC diminuiu. Isso

aconteceu pois houve uma diminuicdo do conteudo de carbonato e aumento do
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conteudo de fosfato, devido as trocas ibnicas do esmalte com os ions presentes
nas solu¢des que compunham a ciclagem de pH, corroborando com o aumento
das propriedades mecéanicas com a ciclagem de pH. O carbonato, impureza que
confere maior solubilidade e instabilidade ao esmalte (Xu et al., 2012),
representa 3% do peso seco do esmalte, e pode ser incorporado a ele sob duas
formas distintas (Newbrun, 1978, Chadwick e Cardew, 1997). A primeira delas,
a substituicdo do tipo A, da-se quando o carbonato substitui a hidroxila; e a
substituicdo do tipo B, da-se quando o carbonato substitui o fosfato, sendo a
mais evidente na hidroxiapatita bioldgica, conferindo uma redugédo no tamanho
dos cristais, mudancas na sua morfologia e aumento da sua solubilidade (Sa et
al., 2014). As regides com deficiéncia de calcio e ricas em carbonatos sao
especialmente suscetiveis ao ataque de acidos dos ions de hidrogénio durante
a desmineralizagdo (Featherstone, 1999). Durante a desmineralizagdo, o
carbonato € preferencialmente perdido, e durante a remineralizacédo € excluido
(Featherstone, 1999). Ja durante a remineralizagdo temos a incorporagéo dos
ions fosfato da saliva (meio supersaturado) no esmalte (meio hipersaturado). O
fosfato incorporado durante a remineralizagdo (tetracalcio, a-tricalcio) sao
substancialmente mais soluveis em acido que o esmalte dentario e a
hidroxiapatita (Fowler et al., 1986). Desta forma, os grupos NI e IlU em uma nova
exposi¢cao com quedas bruscas de pH teriam uma maior dissolugdo mineral do
que o IF, pois eles apresentaram um maior ganho de fosfato durante a

remineralizagao, o qual € mais soluvel que o proprio esmalte.

Neste estudo, as propriedades mecanicas do esmalte foram avaliadas
usando um teste de indentagao dindmico. Como um tecido biolégico complexo,
os valores da indentagdo do esmalte sdo dependentes de varios fatores,
incluindo a localizagao da indentacdo, a composi¢cao do que sera indentado, e
os parametros da indentacdo (Cuy et al., 2002; Xu et al., 2012). O mddulo de
elasticidade é um valor usado para medir a rigidez de um material (Zhang et al.,
2014). A radioterapia aumentou o E, tornando o esmalte mais friavel, e este pode
ser um mecanismo responsavel pela delaminacdo do esmalte frequentemente
observada ap0s a radioterapia (Reed et al., 2015). Este aumento do E pode ser

justificado pelas alteragbes ocorridas na estrutura do esmalte devido a radiagao
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ionizante. Dentre as alteracdes, observa-se mudangas significativas na area
interprismatica do esmalte irradiado com a auséncia de substancia nessa regiao
(Gongalves et al., 2014).

O conteudo organico tem forte influéncia na microdureza e resisténcia a
fratura do esmalte, e quando seletivamente removidos, aumenta-se em 23% a
microdureza do esmalte, e diminui em 46% a resisténcia a fratura,
enfraquecendo a jungdo amelodentinaria (Baldassarri et al., 2008).
Adicionalmente, a radiagao altera as liga¢des proteicas (Baker, 1982) e é capaz
de degradar fibrilas colagenas da dentina (Fisher et al., 1971; Pioch et al., 1992;
Walker, 1995, Soares et al., 1011 a; Gongalves et al., 2014). A degradagéao do
colageno se da por meio da descarboxilagdo de ligagdes laterais de carboxilato
de colageno (Franzel et al., 2006). Essas ligagbes sao responsaveis pela
interacdo da matriz organica da dentina com cristais de apatita, e, com a quebra
dessas ligagdes ha redugdo da interacdo mineral-organica o que gera maior
fragilidade ao tecido (Frazel, 2006). Esta alteragédo do colageno pode ter afetado
a regiao interprismatica do esmalte, uma vez que nesta regido concentra-se
grande quantidade de proteinas e agua (Santin, 2014). O material organico neste
tecido permite uma melhor distribuigdo de cargas entre os prismas (ten Cate,
1994), e com a degradacao desse material pela radiagao ionizante, a capacidade
dessa estrutura em absorver e dissipar energia pode ser diminuida e os prismas
se tornarem mais friaveis (Santin, 2014). Além disso, a radiagao pode afetar as
moléculas de agua dos tecidos (Baldassarri et al., 2008), formando radicais livres
instaveis reativos, como o oxigénio, que pode interferir com biomoléculas e
causar danos celulares (Fang et al., 2012). Dessa forma, a degradag¢ao da agua
presente no esmalte dental pode resultar em um tecido hipermineralizado e
desidratado, se tornando mais suscetivel a fratura (Santin, 2014). Logo, os
achados desse estudo, aumento do E com a radioterapia e aumento da VHN e
do E com a ciclagem de pH, sdo explicados pela diminuicdo, degradacao da
matriz organica e da agua da regido interprismatica, gerando um tecido mais

fragil e friavel.
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Os modelos de ciclagem de pH foram concebidos para simular as
variagdes dinamicas da saturacdo mineral e pH associado com o processo de
carie (White, 1995). Simular eventos especificos do processo de carie em
condigdes controladas permite a investigagdo de varidveis mecanicistas
individuais, o que seria extremamente dificil de fazer em condigdes in vivo
(White, 1995). No presente estudo, um modelo de ciclagem de pH foi escolhido
para simular o desafio cariogénico, pelo qual pacientes irradiados na regiao de
cabega e pescogo passam diariamente. Com a ciclagem de pH, o esmalte
apresentou um aumento da VHN e do E. Na presenca de acidos advindos do
meio bucal, uma queda do pH ocorre e consequentemente temos inicio a uma
dissolugéo incipiente do esmalte superficial (Margolis e Moreno, 1990). Em
seguida, em um momento de remineralizagéo, € observada uma precipitagao de
minerais menos soluveis nas porosidades do esmalte formados durante a
desmineralizagcdo. Neste estudo, o mineral precipitado foi o fosfato presente na
solucdo remineralizadora, confirmando os achados do FTIR, em que um
aumento do conteudo de fosfato foi visualizado com a ciclagem de pH (Margolis

e Moreno, 1990; ten Cate, 2015), ratificando o aumento da microdureza.

Um dos fatores em estudo deste trabalho foi a profundidade do esmalte.
Apesar de nao existirem diferencas estatisticas, o IF apresentou uma certa
constancia nos valores de dureza e mddulo de elasticidade nas trés
profundidades avaliadas; o que ja ndao ocorreu para o NI e IU,
independentemente da ciclagem de pH. Mais uma vez demostrando a
importancia do fluor nas modificacbes das propriedades do esmalte, garantindo

seu efeito anti-cariogénico (Cury, 2001).

As imagens da MEV do esmalte apds doses de irradiagdo de 70 Gy nao
revelaram alteragdes micromorfologicas. No entanto, quando o dente foi
submetido a ciclagem de pH, a morfologia externa apresentou alguma
descontinuidade (Fig. 3 GH). Assumindo que o IF exibiu a menor
descontinuidade entre os esmaltes ciclados, € possivel correlacionar este fato
ao resultado da razdo M:M (Fig. 3G-H). Uma vez que fluor ajuda a diminuir a

solubilidade do esmalte quando este € exposto a quedas pH (ambientes acidos),
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espera-se que o processo de desmineralizagdo ocorra de uma forma menos

acentuada que em um esmalte ndo exposto ao fluoreto.

Mais estudos s&o necessarios para obter-se informac¢des que podem ser

utilizadas para a concepgao de um desafio cariogénico na tentativa de simular a

carie de radiagao, quer seja um modelo biolégico ou quimico. Estudos clinicos

sao necessarios para confirmar os resultados de estudos in vitro e para criar

protocolos, a fim de minimizar ou neutralizar carie de radiagao e danos do tecido

duro dental.

6 - CONCLUSOES

Dentro das limitagdes do presente estudo, concluiu-se que:

1-

A radioterapia n&o alterou as bandas de absor¢ao do conteudo inorgénico
do esmalte. No entanto, o conteudo organico do esmalte aumentou apos
a radiagao ionizante.

A radioterapia alterou as propriedades mecanicas do esmalte, havendo
um aumento do médulo de elasticidade.

Ap0s a ciclagem de pH, houve remineralizagdo do esmalte, com aumento
da cristalinidade e o conteudo de fosfato, e diminuicdo do conteudo de
carbonato. Também ocorreu um aumento das propriedades mecanicas.
O fluor ajudou a manter o conteudo mineral do esmalte irradiado e ciclado,
fazendo com que houvesse uma menor exposicdo da matriz organica e

uma manuteng¢ao da morfologia externa do mesmo.
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Friadanicas adversas na cavidades oral (Spechl, 2002 Kisibassy &t al., 2008). Mulios feddos pméscials sio
atetados, com radischo lonizarks Algunt dos mals Importantes sdo gldnduias salvares, demes, membranas
FRICCEAS, oss0s & papllas gustativas (Andrews & Grittes, 2001). A malor pare das corseqgedncias s3o
fempordrias, como 3 perda do paladar, 1=cidos moles sensivels ou dolorosos, infecples por fungos e
FRcoshs (Annenod, Holm & Kansson, 1925 Jham & da AR, 2006; Mlebassa et ., 2005; Bearmer, Curtls e
Misrunick, 1956 Cufras comsequisncias bBm wm Cardler s pesrrmaimenie Do o5, s cukcs. abmiisdcs na
regilo da mandibula, rismo, mudar{as da microfiora bacierana & de profeines = & osiermadonecross da
Fanditis (Jham e da AR, 2006; Kielbassa =t al., 200S; Beumer, Cortis & Maranick, 1996 Uma das
Iimplicagples da radiagdo de cabega & pescoqo & a hipossalvapko gue pode cvusar a verosiomia, sensaglo
ide sacurs da boca (Csalian =t oal., 2001; Lese =t al., 2002 &= b shdo documentsds quando 3 |:-|'|:|r|:|u;5|:| de
sallva mlio esfimulads & reduzida em pelo menos 40% (Dowes, 1987; WolT & Kleinberg, 19991 A
Ripossalivapio & causads por damcs da radiacko &5 gldndulas salivanes, & tiplcaments surge quando excede
doses de 15 3 20 Gy (Wesool =t al., 1975 Fal-Dickson &= Berger, 2007, Ensrof, Henrikson & Jakobsson,
1972} Trinka Sy & o limiar da gidmduls salvar, 3k desiE nilel de ml:llul;il:l. o dano para & ganduas &
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do =smalie como resulade direto da radictzrapls foram documentadas (Aoba of al., 1221, Geoffroy 2
Tochan- Camguy, 1955, Jervos, 1970; 2halin, 1985), Fowco iEmpo apds & In'u-l:llu;il:l. o esmale mastra
ayiEnsa d-:-:-l:l'l.ll-;!l:l da estrutura prisrasics (St =t al, 15928 E’.Iad-:ﬂ'nlnmlﬂl;!-n Em esrmaibe radado
apresania um padrio gifements do que o =smaiz nio Iradisdo (00 &t 3., 1998; Jamsma =% Jl, 1993 O
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maalor soubildade apds rr.!-:lal;in iJanwra =t a, 1588 Joysion-Bechal, 1255), ou abd mesmo um ligebo
derrescimo na solubllidade (Ploch =% al., 1991). No endanbo, urh:r.'.lp!-es- miporiamies de adicierapls =m
deriina =80 devidas a dancs das fibrlas de colégeno (Cheung et al., 159900, resultando =m uma reduglo
significativa da durezns | K=Exssa = al., 1553, da resisi®#ncis a0 desgasbs |Davls, 1975, da 'Im-;!n = da
ectabilidads da j|.l1-;-h ameio~-dentindria (Floch, Goifels, 2taekie, 1992 0Demtro de 3 mecEs apis a
radioterapia na regiic da cabega & pescogo 0s primeims sinals de deterioraciio do becido durn dos denbes
sfo visivels [Wissink ef al., Z003; ‘Wist—ann & Rasche, 19350 Alpuns sihals wishels desta dl:t-u'llum-;!n
frequeniemente visio s8o dreas de pomsidade do esmaite, forragio de cavEaples com a exposigho do
esmalie subsuperfidal, ou ab® mesmo da dentina subjacente. & est deterioracio atipica d == o nome de
care de imadacho e esta yumenta rapidamentes & na malor parte sem dor (Jarsma =f al., 1993; Walker et
al., 2001; Kleibasss &f al., 2006). Pode se jusificar o apanrscimento dessa akeraclo wma vez que cconme
wmia diminuigko do fluxo salwar, reduzindo assim a efsfividade da sallva em promover sua abvidade
lubrificante nos denies = muoosa, iomando o pH bucal Acido. As agles tampSo = de Impera apreseniam-se
Ineficazes porque as afvidades microblanas & setroificas da salva também passy™ a ser nadeguadas. &
wezes, & yvishel como wma ocoloraclo mamom do esmali= ow da denfina. Esés coloragho & prindpalmente
localzada nas regifies cervical & inclsal dos dentes [Jansma et al., 19593; Slva ef al., 2005, O floor fem se
provado ser um tratamenio eficar para & prevenclo da carie dentaria, inlbindo a desmineralizagio,
reforcando & re-r"inmm;-k- M&tefel, 1990), eduzindo 3 atividades me@abdiics de bacienas, a=sim como 3
permeablidade do somake (Fried =t al., 19596; Maung =t al, 2007a; PardE = al., 2011 ). Esludcs. 18m
demorsirado gue um aBEmento assocdando o Bser oo o Tidor Taz o =smali= mals resisients &0 Scodo do
e gualguer rakamenio de aser ou e Tidor solados (Falz =f al., 1935 Heu = al, 2001]. Ness= monfexin,
foma-se imporiant= avalar o =feito da apicagio do laser assodado a0 fidor na desmineralzagio do esmale
Irrad o,

Objettvo da Peacgulea:
Segundo apresents o probacolo:

Frirdrio: Verficar o efeio ds apll\:al;iu do Tibor, do lassr = do laser associydo ao Silor nas propriedesdes
mescAnicas, quimicas = morfokdgicas do ssmalte irradlado.

Avallzpdd doc FleeDn & Benafiedog:
Segundo: 0F pesquisadonss:

Ercamegz: Ay Jolin Heves de Sviim 3921 - Biooo ™14, min 24 - Caros Sk W nica

Balrre: et B nics CEP: 3= a0sdd
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Riscos: O Onico risco & a dentficacio do sujeko de pesguisa no momenio da coleta do dente, o Que
conkraria & F::saul..l;-h 455/, porém a eguipe execulora = compromets &m nlo revelar em penhum
miomenhy 43 pEsquiss a kentidade dos pacientes que acekarsm particpar. Os dentes utizados serio
denfes com Indicagiio clinkca de syodonfa e os paclenies gue concordarem fardo a doaglo destes denbes
por esorio 30 assinars=m O bermo de consentimenio ere = esclarecido.

Beneficios: dentifions.

Comaniarioc a Conclderaglec cobre o Fecguica:
Segundo apresents O probooohn:

Apids q:rn-l.u-;:ln no cornib® de dtica em pesquiss oom s=eres humanos da Unikersidade Federal de
Ubeeriandia, serdo coletados €0 dentes terceims molares humanos. Esse valor fol obtido apds realzacio de
calulo amosiral, consldemndo gue & vanavel a ser anal=sds apres=nts um desslo padrdo == fomo de 3,5
Mpa. Considerando ainda uma margem de &mo de 2,4 MPa, um nivel de oorflangs de 95%, o tamanho
amosiral milnkmo, de acomo 3 melcdoiogls =ugerida por Fonseos B Marins (200E6), & 30 hemlsetl;ﬁ:-:- [rOEr
grupod metodologla. Os denbes serdo colstados nas Clinlcas d= Cirurgla da FOUSU = no Fronbo Socormo
Odontoidgico da Insttulgio. Os dentes dewerdo ter indicapdo dinica de exodontia & prévio corsentimento
dos pacienbes gue estarSo clentes do uso nesta pesgquisa & assinarfo um ermo de doaio dos demes.
Apis a obiengio dos dentes, esies serdo Inklaiments seccionados imm ababm da junpio amelocementria
= &7 seguida secoonados o senbdo meésioidisal, oiiendo-s= duss melddes, @eraoo uTa oerespondenbs A
remissecplo vestibular & outra a hemisseccio Ingual ou palatina, mum total de 120 hemissecgles. As
memissecples serfio divididas em dois grupos (ne£0)c Srupo nio madisds; = Gupo Imdado. O grupo
Iradiado serd submetido a0 probocoko radicteApicn wiizrado pedos paclenbes do HospEal das Clinlcas da
Unrersidade Federal 3o Tridnguls Minsmo a partr do equipaments aoserador inear (Acslemador Linesar -
Chnac B0 Yarnan® - Felve de & MY, sendd o5 denfes madados com 2 Gy difrios, & das por semana
durants 30 dias; = grups ndo Imadisdo, amarensdc EM Sgua desdiada & delonizada a uma Emperatua de
45C Todos 05 dentes serdc submetdos 305 MRMTERtos emineriEsdons, podandd SEr antes ou apds o
desafio Acido. As hemissecples serlo ooberias Com werniz de unkas, delyando exposias 4 janelas de 2X32
T, alegioriamene designados para oxds ipo de aisrmenic Qo serd aplicado: comirole (T, Rser (L oor
{FL, o laser + filor (FLL C desafic &cido consistird &m um prooesss de cclagerm do pH, simulando

Erdareps:  Sx Joln heves de Sl 7121 Biooo 14, mie 204 - Camoos S Kanio

Balro: Sarm Bincs CEP: 3= .a0s jad
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o processo de desmineralzapho-remineralizacho gue ocorme na boca Este frabalho serd dividido em dols
ohbjetivos: Objetive espectice 1: Asallar a Infludncla de diferentes Eratamentos na prevenclo da
desmineralzacio do esmaite de dentes submetidos a0 ratamento rrdoterapioo. Mest primein pane, serio
uflzadas 30 hemissecgles de cada grupo e o desafio Acido serd reallzado apts a apicagio das teraplas.
Objetivo especiico 2: Avalar a Influéncia de diferentes ralamentos na reminerallzapho do esmaite de
denies submetidos ao méamento rdioteripico. Mest segunda parte do frabalho, ambém serdo il iz
30 hemissecplies de cada gnupo, porém o processo de desmineralzacio-reminenlizacio serd realizado
antericrmente as teraplas_Todas as hemisecpdes serdo submetidos 4s seguintes avallagles:-
Feemisecples de cada grupo serfo levados a0 Micro-CT pama avallagio do perdl mineral; - 5 Femisecples de
cada grupo serio avalados por melo de microscopio slietrdinicn de vamredura- S hemisecoples dos gnupos
serlo anvalados por melo de mioroscopda conforal & kaser (Micresodpio Invertido Confiocal LEA 510 Meta);-S
memisecpdes de cada grupo serfo wiiizados para avallapo guimica por melo de Especiroscopla
n‘ravermeina Transformada de Fourier [Vertex 70, Bruker Corporabion, Eflierica, MA, EUA)- S hemisecpbes
de cada gipe serfo ullizsdos para andlise das propriedades mecanicas de duress Vickers [WHMN] & médulo
de elasticidade (Ej usando um Indentsdor dindmico de milcodureza (CSM Micro-Hardness Tester
Instnaments CEM, Peseux, Sulical. -5 hemisecples d= cada grupo serlo avalladas por meto de microcspio
de ux polartzsds.

Apresenta o cllouio amosTal

Conclderagdec cobr of Termot e aprecentagdo obrigataria:
~oita de oshr adequada
I'stl:l..ll,:i:h coparticipanie Universidade Federal do Tridmgueko kirssim.

Cronograma atakzado.

Sranc amenby propeic.

TCLE adeguadc.

[Fesomandapiec:

L

Conolucbes ou Pendénclac & Licta de Inadequagbec:

As penddnclias aponiadas mo parecer ndrmern 1007 501 de 01 de Abril de 2015, foram aiendidas.

Ercamss:  Av Jolo Keves de Sl 7121 - Bicoo "4, mie 20 - Camoos S WSnios

Ealrre: Tans Bines CEP: 3= ek
LI = Bunicipio: S0 RLAKNDE
Talmfora:  Rqprredny Fon: (SECIT0-ETEE E-mail: cecifioropp ubobe
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D acordo oom as arbuiples definidas ra Resclucho CHE 46612, o CEF manfestase peia aprovacio do
profoocio de pesquisa proposio.

O profoocio rda apresenta probilemas de Afica mas condulas de pesqulsa o seres Farmanos, nas lmbes
da redaglo e da melodoiogls apresentadas.

EHuaplo do Parsoer:

Aprowado

Meoscoia Apreciapdo da CONMEP:
o

Consldsraghec Finals a artbéric do CEF:
Cafa para entnegade Relaidrio Firal ao CERUFL: Fevensim de 2046.

QBEE.. O CEPUFU LEMEBRA QUE QUALCQUER MUDANGA MO FROTCDOLD DEVE ZER IMFORMADM
MEDIATAMENTE AD CEF PARA FINE DE AMALISE E .'IFF:IEI'-."FLI;J.III DA MEZMA.

O CEFJUFY I=mibira gue:

3 SEguredc 3 F!E::-ul..l;-h LBEMZ, 0 peoguisador deverd arquivar por S ancs o eibddnio da pesquiss = oS
Temmos: de Conssntmenio Livee & Esclarechdo, assmsdos pelo sujsio d= pesquis=a.

b~ poderd, por esoola al=aticia, vishar o peoquisador para conferdncla do rebEdio = d-u-:ur-'-ernal;!n
perimenie ao projeio.

C- & aprovario do profocoio de pesguisa pein CEFUFU dé-se em decomincia do aiendment a Resolugio
CHME 2522, nio implicando na gualidsds clenifica do mesmio.

Oriemiaples a0 pesqulssdor :

* & suj=Bo da pesquisa tem 3@ liberdsde de FeCcusar-s= 3 partidpar ow de retiar sew consesntdments =m
gualguer fase da pasquisa, sem perailzacio alguma & sem prejulrn a0 seu culdado (FRes. CHE 46612 ) e
deye receber u vis onginal oo Termo de Consemfimenio Lne & Esdarecido, na imega, por e assinado.
* O pesguisador deve desenvolver 3 pEsguisa conforme defireesda no prodoc oo aprovado & desoontinuar o
=shido somenbe apts ardllse das rarles da descontruidsds peio CEF gus o apovou (Res. CNE 48517,
SguarismO0 SEU pAnECer, ERcEbs guando peroeber risco ou dano nio previsto 8o sujsito participantE ou
guando constatar a supericridade de regime oferscdo 8 o= dos

Erdarspe:  Av Jobn heves de Sedie 271271 - Bicon "4, mim 5 - Carsos S Bk
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grupos da pesquisa gue requeiram agio iImediat.

3 CEF dewe sy Informmesdo de fookcs. Oos afeiins sdversos o faios redevanies gue aberem o ourso mormal do
ashado (Res. CNE 455/125 E paps! d& o pesquisador assagarar medidss iImedatss soeguadss frente a
evenio adverso grave ooomido (mesmo que fenha skdo emooutmn cenbro) = emvar nn-n'ﬂmpl-:- a0 CEFE A
Apimcia Macional d= Vigildncia Sankara — ANVIEA — [unfo oom s=u posidonarmenio.

» Evenfuals modficaghes cu emendas ao profocolo devem ser apresentydas ao CEF de forma clara e
suciis, ldentificando a parts do projocois 3 ser modificsds & suas jusificabivas. Em caso de projetos oo
Gnups | o 1] spresentsdos anteriormenie 4 ANVIEA, o esquisador ou patecinador deve erwvid-ixs Bmbém
A mesma, junio com o parecer aprobabicio do CEP, para sere unfadas a0 prodoocio Inlclal (Res 251587,
f=m Hl.2e)L

UEERLANDIA, 17 de Junin de 20105

Agsinado por
Eandra Terszinka de Farlac Furiado
(Coorsenador)

Endareps: Ay Jolo heves de S 710 - Bioon ™14, min 524 - Carees . Kinko
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