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RESUMO

O conhecimento sobre a composi¢cao quimica da dentina é importante para
compreender melhor os efeitos da radioterapia nos tecidos dentais duros. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da radioterapia in vivo sobre as
propriedades quimicas da dentina humana. Para isso, dois grupos foram
utilizados (n=8), sendo um controle e um irradiado. Incisivos e caninos inferiores
de pacientes nao irradiados foram utilizados como grupo controle. Ja os dentes
do grupo irradiado foram obtidos de pacientes submetidos a radioterapia na
regido de cabeca e pescogo, sendo que todos receberam uma dose de radiagao
fracionada de 1,8 Gy diarios até o total de 72 Gy. Em ambos os grupos, os
pacientes apresentavam doenga periodontal avangada, indicando as exodontias.
Os dentes foram seccionados de acordo com o tipo de dentina (coronaria ou
radicular), obtendo-se fatias perpendiculares ao eixo longitudinal do dente, da
regido cervical com 3 mm de espessura. Em seguida, essas fatias foram
cortadas no sentido meésio-distal, obtendo-se duas metades. As metades linguais
foram utilizadas para avaliagdo da composicédo quimica da dentina por meio das
espectroscopias FTIR e Raman. Os pardmetros analisados foram: razao
mineral/matriz (M:M), razdo carbonato/mineral (C:M), raz&o amida l/amida Il e
razdo amida |/CHz. A partir da espectroscopia Raman, calculou-se também a
cristalinidade do fosfato e do carbonato dentro da dentina. Os parametros
quimicos foram influenciados pela radiacao e pelo tipo de dentina. FTIR revelou
que a razdo M:M apresentou diferencga significativa para os dois fatores (radiagéao
p=0,008; tipo de dentina p=0,043) e ainda que a dentina radicular apresentou
menor razao C:M no grupo irradiado (p=0,003). Raman mostrou diferenca
significativa nas razées M:M e C:M apenas para o tipo de dentina (p=0,029 e
p=0,031, respectivamente) e ainda revelou aumento da cristalinidade do fosfato
e diminuicdo da cristalinidade do carbonato na dentina coronaria do grupo
irradiado (p=0,021 e p=0,039, respectivamente). Quanto a porg¢ao orgéanica, o
grupo controle apresentou razdo amida |/amida Ill maior que o grupo irradiado
em ambas metodologias (FTIR p=0,002, Raman p=0,017). Para a razdo amida

I/CH2, a dentina radicular apresentou maior razdo do que a coronaria tanto no
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FTIR quanto no Raman (p<0,001). Dentro das limitagdes deste estudo, a
radioterapia alterou a composicédo quimica da dentina humana, pois houve uma
troca de ions fosfato-carbonato na hidroxiapatita e um aumento da concentragao
dos componentes organicos. Além disso, a dentina coronaria mostrou ser mais

mineralizada do que a radicular, que contém uma maior por¢ao organica.

Palavras chave: Dentina, Neoplasias de cabeca e pescogo, Radioterapia,

Espectroscopia Infravermelho Transformada de Fourier, Espectroscopia Raman.
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ABSTRACT

Knowledge about the chemical composition of dentine is important to better
understand the effects of radiotherapy on dental hard tissues. The aim of this
study was to evaluate the effect of in vivo radiotherapy on the chemical properties
of human dentine. For this, two groups were used (n=8), one control and one
irradiated. Lower incisors and canines from non-irradiated patients were used as
control group. On the other hand, the teeth of the irradiated group were obtained
from head and neck radiotherapy patients subjected to fractionated X-ray
radiation of 1.8 Gy daily until a total of 72 Gy. In both groups, the patients had
advanced periodontal disease, indicating the teeth extraction. Teeth were
sectioned according to the type of dentine (crown or root dentine), obtaining slices
perpendicular to the longitudinal axis of the tooth, from the cervical region with 3
mm of thickness. Then, these slices were cut in the mesiodistal direction,
obtaining two halves. Lingual halves were used to evaluate the chemical
composition of dentine by FTIR and Raman spectroscopies. The analyzed
parameters were: mineral/matrix ratio (M:M), carbonate/mineral ratio (C:M),
amide I/amide IIl ratio and amide I/CHz ratio. Raman also calculated the
phosphate and carbonate crystallinity. Chemical parameters were influenced by
radiation and type of dentine. FTIR revealed that M:M ratio showed a significant
difference for both factors (radiation p=0.008; type of dentine p=0.043), and the
root dentine presented a lower C:M ratio in the irradiated group (p=0.003). Raman
showed significant difference in M:M and C:M ratios only for type of dentine
(p=0.029 and p=0.031, respectively) and also revealed an increase in phosphate
crystallinity and a decrease in carbonate crystallinity in crown dentine for
irradiated group (p=0.021 and p=0.039, respectively). For organic portion, the
control group had a greater amide I/amide lll ratio than the irradiated in both
methodologies (FTIR p=0.002, Raman p=0.017). For amide |/CHz2 ratio, the root
dentine showed a greater ratio than the crown dentine in both methods (p<0.001).
Within the limitations of this study, radiotherapy altered the chemical composition
of human dentine, as there was an exchange of phosphate-carbonate ions in the

hydroxyapatite and an increase in the concentration of the organic components.
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In addition, crown dentine showed to be more mineralized than the root dentine,

which contains a greater organic portion.

Keywords: Dentine, Head and neck cancer, Radiotherapy, Fourier transform

infrared spectroscopy, Raman spectroscopy.
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1. INTRODUGAO E REFERENCIAL TEORICO

A incidéncia e prevaléncia do cancer tém aumentado drasticamente
nas ultimas décadas (Ferlay et al., 2015). No Brasil, a estimativa de novos casos
de céncer para 2016/2017 é de aproximadamente 600 mil (INCA, 2015). Dentre
os tipos de cancer, o de cabeca e pescogo € 0 sexto mais comum em todo o
mundo, com uma incidéncia global de 630 mil novos casos por ano (Vigneswaran
& Williams, 2014). O tratamento deste tipo de neoplasia envolve radioterapia,
quimioterapia, cirurgia ou uma combinag¢ao destas modalidades (Jawad et al.,
2015).

A radioterapia é uma modalidade terapéutica rotineiramente prescrita
para tratar pacientes diagnosticados com cancer oral (Jawad et al., 2015). Ela é
feita utilizando radiagdes ionizantes que carregam energia ao interagirem com
os tecidos dando origem a elétrons rapidos que ionizam o meio e criam efeitos
quimicos como a hidrolise da agua e a ruptura das cadeias de DNA. Durante o
processo de ionizacdo os atomos sao alterados, o que pode provocar também
alteracdo das estruturas das moléculas que os contém. Assim, se a energia de
excitagcdo ultrapassar a energia de ligagdo entre os atomos pode ocorrer a
quebra das ligagbes quimicas e consequentemente alteragdes moleculares
(INCA, 2015). A unidade empregada para medir a quantidade de radiagcao € o
Gray (Gy), que informa a dose de radiagdo absorvida por qualquer material ou
tecido humano. Quando a dose de radiagdo é elevada (altos valores de Gy),
muitas células que estdo recebendo essa radiacdo podem nao suportar as
alteragbes e morrem apods tentativas de se dividir. As radiagdes ionizantes sao
capazes de induzir danos em diversas profundidades no organismo humano e,
com isso, causar a morte celular. Por esse motivo utiliza-se tratamentos com
radiagcédo para a terapia oncoldgica (INCA, 2015).

Entretanto, além de destruir as células tumorais, a radioterapia também
€ capaz de causar alguns danos aos tecidos saudaveis localizados no campo da
radiacao (Vissink et al., 2003; Tolentino et al., 2011; Jawad et al., 2015).
Pacientes que fazem radioterapia na regido de cabega e pescog¢o podem ter

varios efeitos adversos na cavidade oral como mucosite, disfagia, disgeusia,
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infeccbes por candida, trismo, xerostomia, osteorradionecrose e caries
relacionadas a radiagéo (Tolentino et al., 2011; Jawad et al., 2015).

Essas lesdes conhecidas como caries relacionadas a radiagao se
diferem na localizagao e na forma de progressao quando comparadas as caries
convencionais. A carie relacionada a radiacéo ocorre de forma a circundar a area
cervical dos dentes, o que leva a crer que esta area € mais susceptivel (Walker
et al.,, 2011). Pode-se notar alteragbes na translucidez e na cor, através da
pigmentagdo marrom das superficies cervicais do esmalte e da dentina e um
aumento da friabilidade, com consequente perda de estrutura dentaria na
mesma regido (Kielbassa et al., 1997; Kielbassa et al., 1999; Kielbassa et al.,
2006). A delaminagao patoldgica do esmalte da dentina € um padréo unico de
destruicdo observado clinicamente apds a radioterapia oral (McGuire et al.,
2014). Especula-se que a mudancga induzida pela radiagao na estrutura colagena
poderia potencialmente impactar a estabilidade da jungdo amelodentinaria
levando a delaminagao do esmalte apds o tratamento (Reed et al., 2015).

Além disso, a literatura fornece evidéncias de efeitos diretos da
radiagdo sobre a estrutura dentaria, que incluem alteragdes morfolégicas na
estrutura dentaria, na jungdo amelodentinaria, na solubilidade acida do esmalte
e na microdureza dos tecidos dentais duros (Al-Nawas et al., 2000; Kielbassa et
al., 2006; Silva et al., 2009; Soares et al., 2011; Gongalves et al., 2014; Qing et
al., 2015; Reed et al., 2015; Novais et al., 2016; Qing et al., 2016). Os dentes
submetidos a irradiagcao teriam uma atrofia dos processos odontoblasticos e uma
obliteracdo dos tubulos dentinarios, como resultado do dano celular causado
pela irradiagdo. Isto ocasionaria impedimento da vascularizagdo e do
metabolismo, particularmente, na area das terminagdes dos processos
odontoblasticos (Grotz et al., 1997). Ha também uma desmineralizagédo em areas
subsuperficiais de dentes de pacientes submetidos a radioterapia, caracterizada
pela perda total da estrutura prismatica. Ocorrem diferengas micromorfométricas
significantes no processo de desmineralizagéo do esmalte de dentes submetidos
a irradiagdo, o qual se torna menos resistente ao ataque acido (Grotz et al.,
1998).
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Frente a radiagdo, a integridade e as propriedades mecénicas do
esmalte sdo afetadas e alteragdes na jungdo cemento-esmalte (JCE) sé&o
percebidas, explicando os sinais clinicos de destruicdo completa de areas dessa
juncao (Al-Nawas et al., 2000). Varios outros estudos relataram alteragdes
fisicas e quimicas em dentes apds o tratamento radioterapico, ocasionando
modificagdes das propriedades mecanicas como redugdo da microdureza
superficial, resisténcia a tragao e resisténcia a fratura (Kielbassa et al., 1997;
Franzel et al.,, 2006; Soares et al., 2010). Essas alteragbes resultam em
enfraquecimento e destruicdo dos dentes (Franzel et al., 2006; Soares et al.,
2010). A radiac&o ocasionaria uma reducao da dureza e elasticidade do esmalte
e da dentina devido a descarboxilagdo de ligacdes laterais e perda de grupos
acidicos de fosfato, o que causa uma reducao da interagdo mineral-organica dos
tecidos dentais (Franzel et al., 2006).

Uma grande quantidade de mudancgas e danos em todos os tecidos do
elemento dentario € encontrada apds a radioterapia. Ha uma redugao da
interacdo entre os componentes organicos e os cristais de hidroxiapatita do
esmalte e da dentina, o que também justifica a fragilidade do dente frente ao
acometimento das caries de irradiacédo (Lieshout & Bots, 2014). Além disso, a
medida que se aumenta a dose de irradiagdo, ha também o aumento das
alteragdes morfolégicas na regiao interprismatica do esmalte, enquanto que na
dentina ha uma fragmentagdo das fibras colagenas, acompanhada pela
presencga de fissuras e obliteragdo dos tubulos dentinarios (Gongalves et al.,
2014). O dano também pode ocorrer em dentes deciduos quando irradiados,
alterando a microdureza do esmalte e da dentina, em fungao da dose e da regido
irradiada e originando uma perturbagao morfolégica em ambos, que passam a
apresentar uma superficie amorfa que complica a identificagdo dos prismas e
dos tubulos dentinarios (Mellara et al., 2014).

Quanto ao efeito da radioterapia sobre o colageno, McGuire et al.
(2014) demostraram que a imunorreatividade do colageno tipo IV dentro da
matriz organica do esmalte foi reduzida apds doses elevadas de radiacao in vivo.
Assim, a perda de colageno tipo IV em dentes submetidos a radioterapia pode

representar um mecanismo de instabilidade da juncdo amelodentinaria,
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aumentando a incidéncia de delaminag¢ao do esmalte e reparticdo do elemento
dental.

Dessa forma, o conhecimento sobre a composigdo quimica da dentina
€ importante para melhor compreender os efeitos da radioterapia sobre os
tecidos dentais duros. A dentina é um tecido de origem mesenquimal, constitui o
corpo do dente e tem como fungdes principais proteger a polpa e dar suporte
para 0 esmalte sobrejacente. A dentina madura ¢é composta de
aproximadamente 70% mineral, 20% matriz organica e 10% de agua. Seu
componente inorganico consiste em hidroxiapatita e a parte organica é
fundamentalmente colageno, que proporciona a resiliéncia necessaria para a
coroa suportar o ato mastigatério. As estruturas organizacionais da dentina sao
os tubulos dentinarios, que abrigam os prolongamentos citoplasmaticos dos
odontoblastos e sédo responsaveis pela transmisséo dos estimulos (Avery, 2005;
Nanci, 2013). Assim, por apresentar um maior teor de agua a dentina pode ser
mais vulneravel aos efeitos da radiagdo do que o esmalte (Gongalves et al.,
2014), pois a radiacao pode afetar as moléculas de agua nela presentes,
formando radicais livres reativos, como oxigénio e perdxido de hidrogénio, que
pode interagir com biomoléculas e causar danos celulares (Fang et al., 2002).
Este processo pode causar desnaturacdo dos componentes organicos das
estruturas dentarias (Pioch et al., 1992).

A restauracdo de dentes em pacientes que foram submetidos a
radioterapia cervicofacial pode ser extremamente desgastante para pacientes e
odontélogos (Pow et al., 2003; Vissink et al., 2003). Existe uma ineficiéncia da
adesdo entre a restauragdo e o substrato dentinario de dentes irradiados,
principalmente apds altas doses de irradiacdo (Naves et al.,, 2012). Esse
processo de adesao de materiais restauradores ao esmalte e a dentina ocorre
por mecanismo basico no qual ha um processo de troca, que envolve a
substituicdo dos minerais removidos dos tecidos dentais, por mondémeros
resinosos, que se infiltram e sado polimerizados nas porosidades criadas,
promovendo adesdo micromecanica (Concei¢do, 2007). Em casos de
reabilitacbes orais de pacientes submetidos a radioterapia, esse processo de

adesdo pode ser comprometido devido as alteragcdes estruturais na rede de
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colageno da dentina (Cheung et al., 1990; Kielbassa et al., 1999). O momento
da restauracao (previamente ou apds a radioterapia) apresenta-se como fator
determinante na resisténcia de unido da dentina e esmalte irradiado com o
material restaurador, sendo o resultado melhor quando a restauragao é realizada
previamente a irradiagdo (Naves et al., 2012; Yadav & Yadav, 2013).

No entanto, a maioria dos estudos que investigam a influéncia da
radioterapia nos tecidos dentais € baseada em protocolos de radiagao in vitro,
muitas vezes utilizando modelos que nao reproduzem fielmente o ambiente oral
de pacientes com cancer de cabecga e pescoco. Ha uma redugao da funcao
salivar nesses pacientes, proporcionando condi¢gdes de umidade bucal bastante
reduzidas (Tolentino et al., 2011; Jawad et al., 2015; Marmary et al., 2016).
Assim, torna-se importante investigar os efeitos da radioterapia in vivo sobre as
propriedades quimicas das estruturas dentarias. A hipotese nula deste estudo
foi de que a radiagao in vivo nao alteraria a composi¢gao quimica da dentina

humana, independentemente da sua localizagao.

2. PROPOSIGAO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da radioterapia in vivo sobre
as propriedades quimicas da dentina coronaria e radicular, por meio de analises
por Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier (FTIR) e

Espectroscopia Raman.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Delineamento experimental

1. Unidade experimental: Incisivos e caninos inferiores.

2. Fator em estudo: Irradiagédo em dois niveis (dentina ndo irradiada e dentina
irradiada in vivo); Tipo de dentina (coronaria e radicular).

3. Variavel resposta: Composi¢cdo quimica da dentina (Raz&o mineral/matriz
(M:M), razdo carbonato/mineral (C:M), razdo amida l/amida lll, razdo amida
I/CHz, cristalinidade).

19



4. Método de analise: Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier
(FTIR); Espectroscopia Raman.

5. Método estatistico: Analise de variancia (ANOVA) em dois fatores,
considerando os fatores irradiacdo e tipo de dentina, seguido do teste de

comparagao de médias (Teste de Tukey).

3.2 - Obtengao, armazenamento e preparo das amostras

Apds a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Uberlandia (protocolo n°® 50329715.6.0000.5152), incisivos e caninos
inferiores foram coletados apo6s assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido pelos pacientes e armazenados em agua deionizada a uma
temperatura de 4°C. Antes dos testes, 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 tipo Robson (Roda,
Microdont Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) montada em micromotor, em baixa
rotagcao, com pasta de pedra pomes (Asfer Industria Quimica Ltda., Sdo Caetano
do Sul, SP, Brasil) e agua deionizada para profilaxia. Os dentes foram
examinados sob microscopio estereoscopico (Leica MS5, Leica Microscopy
Systems Ltd, Heerbrugg, Suica) para evidenciar caries e outros defeitos
estruturais. Assim, eles foram agrupados da seguinte forma: A) Grupo controle:
incisivos e caninos inferiores (n=8) de pacientes nao irradiados (idade média de
55 anos) extraidos devido a doenga periodontal (Figura 1A); B) Grupo irradiado:
incisivos e caninos inferiores (n=8) extraidos de pacientes que fizeram
radioterapia na regido de cabeca e pescoco (idade média de 59 anos) e
submetidos a radiacao a partir de um acelerador linear com doses fracionadas
em 1,8 Gy diarios, até o total de 72 Gy (Figura 1B). Esses pacientes
apresentavam tumores localizados na lingua, rebordo alveolar inferior e
orofaringe. Todos os dentes incluidos neste grupo estavam localizados dentro
do campo de radiagdo. Devido a doenca periodontal, esses dentes foram
extraidos 41,5 £ 19,2 meses apds o término da radioterapia no Programa de
Cuidados Especificos a Doengas Estomatolégicas (PROCEDE), do Hospital
Odontoldgico da Universidade Federal de Uberlandia (HO-UFU).
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Figura 1. Dentes selecionados para o estudo: A) Dentes do grupo controle; B)

Dentes do grupo irradiado

Dentro dos grupos, cada dente foi seccionado e dividido em dois
subgrupos (n=8) de acordo com o tipo de dentina: coronaria e radicular (Figura
2). Dessa forma, os dentes foram inicialmente fixados em placa de acrilico com
cera pegajosa em bastbes (Kerr Corporation, CA, EUA) e seccionados com disco
diamantado de dupla face (Isomet, série 15HC diamante; Buehler Ltd., Lake
Bluff, IL, EUA) montado em cortadeira de precisao (Isomet 1000, Buehler, Lake
Bluff, IL, EUA) sob refrigeracdo, na altura da juncdo amelocementaria,
perpendicularmente ao longo eixo dos dentes (Figura 3). Cada coroa foi
seccionada em trés fatias de 3 mm (oclusal, média e cervical). A fatia cervical foi
utilizada para o estudo e teve seu esmalte seccionado para obter apenas
amostra de dentina. A face superior da amostra foi utilizada para representar a
dentina coronaria. As raizes também foram seccionadas em trés tercos (3 mm)
e a superficie inferior da fatia cervical foi utilizada para analise da composicao
quimica da dentina radicular (Figura 4).

Em seguida, todas as fatias cervicais foram seccionadas no sentindo
mesio-distal, resultando em duas hemissecc¢des, que correspondem a metade
vestibular e a metade lingual. As metades linguais foram utilizadas para as
analises no FTIR e Raman (Figura 4). Para manter todas as mensuracdes no

mesmo local, o lado oposto da superficie testada foi marcado com uma camada
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de verniz acido resistente (esmalte para unha, Risqué®, Barueri, SP, Brasil).
Apos o preparo, as amostras foram armazenadas em tubos de eppendorf com

agua deionizada a 4°C até a realizagdo das metodologias.

Dentina corondria
(n=8)
Dentina radicular
(n=8)
Dentina coronaria
(n=8)
Dentina radicular
(n=8)

Controle
(n=8)

Grupos

Irradiado
(n=8)

\

ATR-FTIR

H

Espectroscopia
Raman

H

ATR-FTIR

H

Espectroscopia
Raman

H

ATR-FTIR

H

Espectroscopia
Raman

H

ATR-FTIR

H

Espectroscopia
Raman

Figura 2. Organograma dos grupos experimentais deste estudo.

Figura 3. Amostra dental sendo seccionada em cortadeira de preciséao,

perpendicularmente ao longo eixo do dente.
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Figura 4. Esquema ilustrativo do preparo das amostras.

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

A composicdo quimica das amostras de dentina foi determinada
utilizando Espectrémetro Infravermelho com Transformada de Fourier (Vertex
70, Bruker, Ettlingen, Alemanha) por meio da técnica de Reflexao Total Atenuada
(ATR) (Figura 5). 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 da amostra com o cristal do equipamento (Figura 6). Em
seguida, os espectros foram registrados no intervalo de 400 a 4000 cm-!, com
uma resolucdo de 4 cm™'. Cada amostra foi escaneada 32 vezes e o espectro
final obtido foi a média de todas essas leituras. Os espectros foram registados e
analisados com o software OPUS 6,5 (Bruker, Ettlingen, Alemanha) (Figura 7).
Apos correcéao da linha de base e normalizagao pela banda do fosfato (702-1190
cm™') dos espectros, os seguintes parametros quimicos foram analisados: (1)
Razao mineral/matriz (M:M), dada pela razao entre as bandas em 1035 e 1655
cm-', atribuidas a vibragdo vs do ion fosfato e ao alongamento C=0 da amida |
no colageno, respectivamente; (2) Razédo carbonato/mineral (C:M), dada pela
relagdo das areas integradas do carbonato v2 a 872 cm- para o fosfato vsa 1035
cm™'; (3) Razdo amida I/amida lll, indicada pela relacdo das areas integradas da

amida | a 1655 cm™ para a amida Ill a 1235 cm™'; (4) Razao amida I/CHz2, que é
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representada pela relagédo das areas integradas da amida | a 1655 cm-' para o
balango do grupo CH2 a 1450 cm-' (Jiang et al., 2007; Liu et al., 2014).

Figura 5. Espectrometro Infravermelho com Transformada de Fourier, com
dispositivo ATR (Vertex 70, Bruker).

Figura 6. Amostra posicionada sobre o cristal do equipamento para leitura.
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Figura 7. Exemplo de espectro obtido por meio do software OPUS 6,5 para a

dentina coronaria do grupo controle.

3.4 - Espectroscopia Raman

Para a realizacao desta metodologia, utilizou-se um Espectrémetro
LabRam HR Evolution Raman (Horiba LabRam, Villeneuve d'Ascq, Franca),
localizado no Laboratério de Novos Materiais Isolantes e Semicondutores
(LNMIS) do Instituto de Fisica (INFIS) da Universidade Federal de Uberlandia
(Figura 8). O equipamento operou numa poténcia de excitacao de 20 mW com
radiacdo emitida por um laser He-Ne (linha de excitagao de 632,8 nm). Os
espectros Raman foram obtidos utilizando uma rede de 600 linhas/mm centrada
no intervalo de 300 a 3100 cm™'. Usando a mesma superficie analisada no FTIR,
cinco espectros foram obtidos em cada amostra dos dois grupos. Um monitor de
alta resolucdo permitiu a identificacdo visual da posicdo exata na qual os
espectros Raman foram coletados sob uma objetiva de 100x (Figura 9).

O software OriginPro 7,5 (OriginLab Corporation, Northampton, MA,
EUA) foi utilizado para analisar os dados adquiridos na espectroscopia Raman.
Os espectros foram ajustados por correcao da linha de base de multiplos pontos

e o pico de vibracao v1 do fosfato a 960 cm-! foi selecionado como padrao interno
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para normalizagdo. O pico a 1070 cm-' foi atribuido a vibragdo vi do grupo
carbonato e o pico a 960 cm™' a vibragdo v1 do grupo fosfato na hidroxiapatita.
Os picos em 1246/1270, 1450 e 1655/1667 cm™' correspondem a amida Ill, CH2
e amida |, respectivamente, e foram utilizados para identificar a conformacéao
molecular das cadeias polipeptidicas (Jastrzebska et al., 2003; Xu & Wang,
2011) (Figura 10).

Com base nos dados espectrais Raman, calculou-se a propor¢ao do
fosfato v1 para amida | para analisar as diferengas na razdo mineral/matriz (M:
M) das amostras. Para analisar as diferengas na composigdo mineral (C:M),
utilizou-se a razdo do carbonato a 1.070 cm™ para o fosfato a 960 cm-'. Além
disso, as larguras das bandas de fosfato a 960 cm™' e de carbonato a 1.070
cm', dadas pela largura a meia altura (FWHM), foram obtidas em cada espectro
para representar o grau de cristalinidade dentro da dentina (Pucéat et al., 2004;
Toledano et al., 2015; Reed et al.,, 2015). Para determinar a natureza do
colageno nas amostras, as seguintes razdes foram calculadas: (1) amida I/amida
Ill que diz respeito a organizagado do colageno; e (2) amida I/CH2 que indica

alteracdo na qualidade do colageno (Salehi et al., 2013; Toledano et al., 2015).

Figura 8. Espectrometro Raman (LabRam HR Evolution Raman, Horiba).
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Figura 9. Superficie das amostras através de uma objetiva de 100x — A)
Dentina coronaria do grupo controle; B) Dentina coronaria do grupo irradiado;

C) Dentina radicular do grupo controle; D) Dentina radicular do grupo irradiado.
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Figura 10. Exemplo de espectro Raman obtido com o software OriginPro 7,5

para a dentina coronaria do grupo controle.

27



3.5 - Anadlise estatistica

Os dados foram testados para distribuicdo normal (Shapiro-Wilk,
p>0,05) e igualdade de variancia (teste de Levene, p>0,05). As razdes obtidas
no FTIR e no Raman foram analisadas com Analise de variancia em dois fatores
(ANOVA), considerando os fatores irradiacao e tipo de dentina, seguido do teste
de Tukey. Para a analise utilizou-se o pacote estatistico Sigma Plot (vers&o 12.0,
Systat Software, Inc., San José, CA, EUA) e considerou-se que um valor de p

inferior a 0,05 era estatisticamente significativo.

4. RESULTADOS

4.1- FTIR

As médias e desvio padrao para os parametros quimicos obtidos no
FTIR sdo mostrados nas Tabelas 1, 2 e 3. O grupo irradiado apresentou menores
valores de carbonato e maiores valores de amida |, Il e CH2 quando comparado
ao grupo controle. A dentina radicular também apresentou maiores valores para
amida |, lll e CH2 do que a dentina coronaria, independentemente da irradiacio.
Para a razdo M:M, 2-way ANOVA mostrou que os fatores irradiagcéo (p=0,008) e
tipo de dentina (p=0,043) foram estatisticamente significantes. Tukey revelou que
a razao M: M é maior para o grupo controle e para a dentina coronaria. Ja para
a relagao C:M, o tipo de dentina e a interagao entre os fatores em estudo foram
significativos (p=0,027 e p=0,003, respectivamente). Tukey demonstrou que
dentro do grupo irradiado, a dentina coronaria apresenta maior razdo C:M, e
ainda, que a dentina radicular do grupo controle apresenta esta razao maior do
que a radicular do grupo irradiado. A razdo amida l/amida Il mostrou diferenca
significante apenas para o fator irradiagéao (p=0,002), sendo que o grupo controle
apresentou maiores valores do que o grupo irradiado. Para a razdo amida I/CHz2,
ambos os fatores e a interagao entre eles foram significantes (p<0,001; p<0,001
e p=0,016, respectivamente). A dentina radicular apresentou maior razao amida
I/CH2 que a dentina coronaria, independentemente do fator irradiacdo. E a
dentina radicular do grupo controle também apresentou esta razdo maior do que

a radicular do grupo irradiado.
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Tabela 1 - Médias das areas integradas de cada componente quimico analisado

no FTIR.
Fosfato Carbonato Amidal Amidalll CH:
Dentina
o 13,060 0,290 1,246 0,170 0,119
coronaria
Controle
Dentina
13,540 0,301 1,460 0,224 0,123
radicular
Dentina
. 13,429 0,281 1,611 0,283 0,185
coronaria
Irradiado
Dentina
13,281 0,285 1,751 0,335 0,189
radicular

Tabela 2 - Média e desvio padrdao das razdes M:M e C:M para os grupos

experimentais no FTIR.

Razao M:M

Razao C:M

Controle Irradiado

Controle Irradiado

Dentina 12,16 (1,42) 9,39 (2,34)

coronaria Aa Ab

0,021 (0,002) 0,023 (0,002)
Aa Aa

Dentina 9,97 (1,92) 7,99 (2,89)

radicular Ba Bb

0,022 (0,001) 0,019 (0,002)
Aa Bb

*Diferentes letras mailsculas (analise em colunas) e letras minusculas (analise em linhas)

representam diferencas significativas (p<0,05).
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Tabela 3 - Média e desvio padréao das razbes Amida I/Amida Ill e Amida I/CHz

para os grupos experimentais no FTIR.

Razao Amida I/Amida lll Razao Amida I/CH:
Controle Irradiado Controle Irradiado
Dentina
.. 6,49(0,13)Aa 5,51(0,80)Ab 9,45(1,66)Ba 8,84 (0,88) Ba
coronaria
Dentina
] 6,31 (0,40) Aa 5,61 (0,60) Ab 14,21(0,48)Aa 11,12 (1,92) Ab
radicular

*Diferentes letras mailsculas (analise em colunas) e letras minusculas (analise em linhas)

representam diferencas significativas (p<0,05).

4.2 - Raman

As médias e o desvio padrao para os parametros quimicos obtidos na
espectroscopia Raman sdo mostrados nas Tabelas 4, 5 e 6. O grupo irradiado
apresentou maiores valores de amida I, lll e CH2 quando comparado ao grupo
controle. A dentina radicular também apresentou maiores valores de carbonato
e amida | do que a dentina coronaria, independentemente da irradiagdo. Para as
razdes M:M e C:M, 2-way ANOVA mostrou diferenca significativa somente para
o tipo de dentina (p=0,029 e p=0,031, respectivamente). Tukey revelou que a
dentina coronaria apresentou maiores razdes do que a dentina radicular em
ambos os grupos. Para a cristalinidade do fosfato, o tipo de dentina e a interagéo
entre os fatores em estudo foram significativos (p<0,001 e p=0,021,
respectivamente). Os valores da cristalinidade do fosfato na dentina coronaria
do grupo controle foi menor do que do grupo irradiado e ainda, dentro do grupo
controle, a dentina coronaria apresentou uma cristalinidade menor do que a
radicular. Quanto a cristalinidade do carbonato, apenas a interagcao entre os
fatores em estudo foi significativa (p=0,039). A cristalinidade do carbonato na
dentina coronaria do grupo controle foi maior do que do grupo irradiado e ainda,
dentro do grupo irradiado, a dentina coronaria apresentou menor cristalinidade
do que a radicular. Para as razbes organicas, a razao amida |/amida Ill mostrou

que os fatores irradiacdo (p=0,017) e tipo de dentina (p = 0,008) foram
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estatisticamente significantes. O grupo controle apresentou maior razdo amida
I/amida Il do que o grupo irradiado e, ainda, a dentina radicular apresentou maior
razao do que a dentina coronaria em ambos os grupos. Para a razao amida
I/CHz, ambos os fatores também foram significantes (irradiagéo p=0,037; tipo de
dentina p<0,001). O grupo controle apresentou maior razdo amida I/CH2 do que
o irradiado e também a dentina radicular apresentou essa razao maior do que a

dentina coronaria nos dois grupos.

Tabela 4 - Médias das areas integradas de cada componente quimico analisado

no Raman.
Fosfato Carbonato Amidal Amidalll CH;
Dentina
. 0,999 0,112 0,112 0,094 0,113
coronaria
Controle
Dentina
0,999 0,117 0,121 0,085 0,106
radicular
Dentina
. 0,996 0,114 0,119 0,117 0,115
coronaria
Irradiado
Dentina
0,999 0,119 0,128 0,098 0,110
radicular
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Tabela 5 - Média e desvio padrdao de M:M, C:M, cristalinidade das bandas de

fosfato e carbonato para os grupos experimentais no Raman.

Cristalinidade da

. . Cristalinidade da
Razao M:M Razdo C:M banda de
banda de fosfato
carbonato
Controle Irradiado  Controle Irradiado  Controle  Irradiado  Controle  Irradiado
Dentina 9,62 8,80 0,119 0,120 7,16 7,43 8,96 8,32
corona- (1,62) (2,15) (0,007) (0,005) (0,21) (0,29) (0,43) (0,35)
. Aa Aa Aa Aa Bb Aa Aa Bb
ria
Dentina 8,05 7,87 0,111 0,117 7,71 7,58 8,90 9,00
radicu- (1,18) (0,94) (0,007) (0,009) (0,19) (0,23) (0,36) (0,69)
lar Ba Ba Ba Ba Aa Aa Aa Aa

*Diferentes letras mailsculas (analise em colunas) e letras minusculas (andlise em linhas) representam
diferencgas significativas (p<0,05).

Tabela 6 - Média e desvio padrao das razbes Amida I/Amida Ill e Amida I/CH:2

para os grupos experimentais em espectroscopia Raman.

Razao Amida I/Amida Il Razao Amida I/CH:

Controle Irradiado Controle Irradiado

Dentina
. 1,14 (0,22) Ba 0,95(0,18)Bb 0,92 (0,20)Ba 0,89 (0,11) Bb
coronaria

Dentina
) 1,37 (0,27) Aa 1,17 (0,21) Ab 1,23 (0,21) Aa 1,04 (0,13) Ab
radicular

*Diferentes letras mailsculas (analise em colunas) e letras minusculas (analise em linhas)
representam diferencas significativas (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

A hipotese nula foi rejeitada, uma vez que a irradiagéo in vivo foi capaz
de alterar a composi¢ao quimica da dentina. Isto provavelmente ocorre porque
ha uma interagdo da radiacdo com os componentes quimicos da estrutura
dentaria, sendo capaz de alterar sua conformag&o molecular.

As metodologias utilizadas neste estudo fornecem informag¢des sobre
a composi¢ao quimica da dentina e sdo métodos nao destrutivos, permitindo o
uso da mesma amostra para diferentes avaliacbes (Bistey et al., 2007). A
espectroscopia FTIR é a medida do comprimento de onda e da intensidade da
absorcgao de luz infravermelha por uma amostra. A luz infravermelha é energética
o suficiente para excitar vibragdes moleculares a niveis de energia mais elevados
(Cui et al.,, 2012). Assim como na espectroscopia no infravermelho, a
espectroscopia Raman fornece informagdes sobre niveis de energia vibracionais
e sobre a estrutura molecular, porém os processos fisicos envolvidos sao
diferentes. A espectroscopia de infravermelho é baseada em efeitos de absorgao
de luz, enquanto a espectroscopia Raman é governada por processos de
espalhamento de luz por matéria (Zieba-Palus et al., 2006; Qing et al., 2016).
Portanto, pode-se dizer que a realizacdo de ambas metodologias para uma
compreensao e analise quimica mais aprofundada de uma amostra se torna
importante, na medida que sao técnicas complementares, uma vez que
abrangem diferentes comprimentos de onda do espectro eletromagnético.

Para a execucao deste estudo, optou-se pelo uso de dentes irradiados
in vivo, com o intuito de verificar a influéncia da radiacdo sobre as estruturas
dentarias associada a fatores relacionados ao ambiente oral de pacientes com
cancer de cabeca e pescoc¢o durante a radioterapia, como pH, xerostomia e dieta
(Lieshout & Bots, 2014; Jawad et al., 2015). Todos os dentes selecionados
estavam localizados dentro do campo de radiacéo, sendo que todos os pacientes
receberam 72 Gy no total, fraccionados em 1,8 Gy diarios. A partir de 30 Gy o
dano a estrutura dentéaria ja é irreversivel, sendo que a medida em que se
aumenta a dose de radiacdo, aumenta-se também as sequelas orais do

tratamento do cancer (Gongalves et al., 2014; Mellara et al., 2014; Liang et al.,
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2016). Para obter uma uniformidade dos dados, padronizou-se também a idade
dos pacientes nos dois grupos (de 50 a 60 anos), visto que diferentes idades
podem apresentar diferencas microestruturais e de composi¢do na dentina
(Duke & Lindemuth, 1991; Reed et al., 2015).

Como meio de armazenamento das amostras utilizou-se agua
deionizada, uma vez que as metodologias propostas avaliaram a composi¢céo
quimica das amostras e, dependendo do tipo de solucdo de armazenamento,
novos ions e componentes quimicos poderiam ser incorporados as amostras. A
agua deionizada parece ser o melhor meio de armazenamento para pesquisas
com espectroscopias FTIR e Raman, ja que ela passa por um processo de
purificacdo no qual é feita a remogao total de ions presentes na agua e elimina-
se minerais, metais e outros contaminantes (Jiang et al., 2007; Ferreira et al.,
2016). Além disso, estudos anteriores também indicaram que a matriz organica
da dentina pode permanecer quimica e mecanicamente estavel, mesmo apods
longos periodos de armazenagem em agua (Carvalho et al., 2000; Carrilho et al.,
2005).

Avaliando a porg¢do inorganica da dentina, a radiagdo gera efeitos
diferentes nas bandas de fosfato e carbonato. A cristalinidade dessas bandas
representa a percentagem de material cristalino, que se correlaciona com a
organizacao no interior dos cristais (Reyes-Gasga et al., 2013). A diminuicao da
cristalinidade do carbonato nos dentes irradiados pode ser explicada por um
maior numero de ions planares de carbonato substituindo os ions tetraédricos
de fosfato na estrutura da hidroxiapatita, aumentando o disturbio da estrutura
cristalina (Featherstone & Lussi, 2006; Leventouri et al., 2009; Shellis et al.,
2014). Dois tipos de substituicdo podem ocorrer, tipo A e tipo B, em que o
primeiro € designado pelos ions carbonato substituindo as posi¢gdes dos
hidréxidos enquanto que o ultimo quando o carbonato ocupa as posi¢coes dos
ions fosfato (Rey et al.,, 1989; Liu et al., 2014). Essa substituicdo causa
deformagbes na rede cristalina e resulta em fases menos estaveis e mais
soluveis em &cido (Liu & Hsu, 2007), o que poderia tornar os dentes mais
suscetiveis a carie. Além disso, dentro do grupo irradiado, a cristalinidade do

carbonato foi maior na dentina radicular do que na coronaria, uma vez que a
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dentina radicular ndo recebe a radiacédo diretamente pois esta localizada dentro
do osso alveolar, o que funciona como uma protegao bioldgica para este tecido
(Soares et al., 2010; Novais et al., 2016).

Estudos prévios afirmam que a radioterapia altera a matriz organica da
dentina (Acil et al., 2007; Soares et al., 2010; Lieshout & Bots, 2014; McGuire et
al., 2014), o que corroboram com os achados do presente estudo. Houve um
aumento da amida | apos a irradiagdo. A amida | € a banda de absor¢ao mais
intensa nas proteinas e é regida primariamente pelas vibragdes de estiramento
dos grupos C=0 (70-85%) e C-N (10-20%). A posicdo exata da banda é
determinada pela conformacdo do esqueleto e pelo padrdo de ligagdo do
hidrogénio (Xu & Wang, 2012). Em ambos os métodos, a razdo amida I/amida Il
tiveram alteracbes frente a radiacdo, o que evidencia uma alteragcdo na
organizacao do colageno da dentina (Toledano et al., 2015). A amida Ill € uma
banda muito instavel e complexa que depende dos detalhes do campo de forga,
da natureza das cadeias laterais e da ligacao de hidrogénio (Xu & Wang, 2012).
Ja as alteragdes na razdo amida I/CH2 indicam uma qualidade de colageno
alterada (Salehi et al., 2013; Toledano et al., 2015). Como o colageno é a
proteina mais abundante da dentina (90%), sua protedlise tem um impacto mais
significativo na integridade estrutural deste tecido, o que pode ser facilmente
observado em elementos dentarios afetados por carie que se tornam
mecanicamente e funcionalmente comprometidos. Uma caracteristica do
colageno presente na dentina € exatamente o numero expressivo de ligagdes
cruzadas covalentes intermoleculares entre as cadeias, resultado da interacao
entre grupos aldeidos e grupos amino livres. Essas ligacdes cruzadas fornecem
a estabilidade e a forga tensora necessaria a estrutura supramolecular. Existem
quatro residuos-chave envolvidos no inicio das ligagbes das cadeias do
tropocolageno: dois residuos de lisina ou hidroxilisina de peptideos, contendo o
N-terminal; e dois residuos de lisina ou hidroxilisina de peptideos, contendo o C-
terminal (Yamauchi & Sricholpech, 2012). Assim, esses N- e C- terminais podem
interagir com os radicais livres advindos da interacdo da radiagdo com a
molécula de agua (Pioch et al., 1992, Fang et al., 2002) produzindo um aumento

nas quantidades de Amida I, Ill e CHz, devido a um rearranjo molecular do

35



colageno (Cheung et al., 1990). Este aumento pode n&o ser benéfico devido a
degradagao do colageno natural, resultando em outro tipo de colageno que néao
tem a mesma qualidade que o primeiro. Portanto, as propriedades quimicas e
mecanicas da dentina irradiada seriam afetadas, o que poderia prejudicar a
adesédo de materiais restauradores e a resisténcia aos acidos (Naves et al., 2012;
Yadav & Yadav, 2013).

Ainda em relacao a fase organica, as diferengas quanto ao tipo de
dentina podem ser explicadas devido a estrutura organizacional da dentina
humana. Ela possui uma estrutura tubular, formada por tubulos dentinarios que
se estendem desde a polpa até a jungdo amelodentinaria ou cemento-dentinaria
(Xu & Wang, 2012). Estes tubulos sao rodeados pela dentina peritubular, a qual
€ um tecido hipermineralizado e contém pouca matriz organica, enquanto que
eles sdo separados pela dentina intertubular, composta principalmente de
colageno tipo |, reforcado por apatita (Marshall et al., 1997; Lussi et al., 2011).
O conteudo organico da dentina peritubular € menor do que na dentina
intertubular (Xu & Wang, 2012). Uma menor densidade de tubulos também é
encontrada na raiz (Marshall et al., 1997), portanto, ela tem menos dentina
peritubular e mais intertubular. Isso justifica os resultados encontrados no
presente estudo, uma vez que a dentina radicular possui maior quantidade de
matriz organica que a coronaria (Marshall et al., 1997; Xu & Wang, 2012).

Com base nos achados do presente estudo, sugere-se que o aumento
do risco de carie associada a radiacdo em pacientes submetidos a radioterapia
de cabeca e pescoco deve-se ndo apenas a alteracbes salivares, dietéticas e
microbioldgicas, mas também a mudangas na propria composicao quimica da
estrutura dentaria. Outros estudos sdo necessarios para criar métodos de
minimizar esses efeitos da radiacdo na estrutura dental e estudos clinicos
prospectivos poderiam elucidar melhor o risco dessas complicagcdes pos-
radioterapia. As taxas de sobrevivéncia crescentes de pacientes com cancer de
cabeca e pescogo mostram, portanto, que a prevengao e o tratamento dos
efeitos da radioterapia se tornam uma questdo prioritaria para as proximas

pesquisas, buscando devolver qualidade de vida a esses pacientes.
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6. CONCLUSOES

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

1. A radioterapia foi capaz de alterar a composi¢gdo quimica da dentina
humana.

2. A radiagdo pode influenciar a troca de ions fosfato-carbonato na
hidroxiapatita e aumentar a concentragdo dos componentes organicos na
dentina.

3. A dentina coronaria € mais mineralizada do que a radicular, enquanto que

esta apresenta uma maior porgéo organica.
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RELEASE PARA IMPRENSA

O numero de casos de cancer vem aumentando cada vez mais na
populacédo mundial. Quando localizado na regido de cabeca e pesco¢o, muitas
vezes o tratamento abrange a cavidade oral dos pacientes. Na maioria dos casos
um dos tratamentos utilizados € a radioterapia, que utiliza raios X para diminuir
o volume do céancer. A radioterapia destroi as células cancerigenas, diminuindo
o tamanho do tumor. Entretanto, ha uma preocupacao com relagédo aos efeitos
colaterais da radioterapia, porque a radiagdo acaba atingindo areas saudaveis
proximas ao tumor, alterando tecidos ndo neoplasicos. Quando o campo da
radiacao inclui a cavidade oral dos pacientes, esses danos sdo preocupantes
devido a grande quantidade de estruturas nobres nessa regidao (osso, dentes,
mucosas, glandulas salivares). A radiagdo em contato com essas estruturas gera
algumas reagbes adversas, como a destruicdo dos ductos das glandulas
salivares provocando a hipossalivagdo, desenvolvimento de mucosites,
osteorradionecrose e caries de radiagdo. Essas alteracbes diminuem a
qualidade de vida dos pacientes que sao submetidos a esse tratamento. Além
do paciente oncoldgico ja estar fisicamente e psicologicamente debilitado, esses
incbmodos bucais podem fazer com que o paciente ndo se alimente
corretamente, o que pode comprometer o0 andamento do tratamento do cancer.
Dessa forma, torna-se de grande importancia estudar os efeitos da radioterapia
sobre as estruturas bucais. O objetivo deste estudo foi avaliar as altera¢des
quimicas que a radioterapia provoca nos tecidos do dente, mais precisamente
na dentina. Os resultados mostram que a radiacao interfere na composi¢cao
quimica da dentina, fato este que poderiam explicar o desenvolvimento e
progressdo das chamadas caries de radiacdo. Os dentes ficariam
comprometidos internamente, facilitando a instalagcdo da doenca carie. Portanto,
o0 aumento do risco de carie associada a radiacdo em pacientes submetidos a
radioterapia ndo se deve apenas a alteracdes na saliva, na dieta e nas bactérias,
mas também a mudancas na propria composi¢cao quimica dos dentes. Assim, o
cirurgidao-dentista deve ter um cuidado especial durante os procedimentos

odontoldgicos ao tratar pacientes oncoldgicos, buscando minimizar possiveis
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falhas, visto que os dentes ja se encontram alterados frente a radioterapia e isso,

por si soO, ja compromete a longevidade do tratamento odontolégico.
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Messe contexto, este trabalho propde definir o protocolo de radiagio mais adequado para a realizagio de
trabalhos experimentais in vitro com dentes humanos.

Hipotese: A hipitese desse estudo & gue diferentes técnicas de radioterapia tém efeitos diferentes sobre as
propriedades guimicas e mecanicas do esmalie, dentina coronaria e dentina radicular.

O obijetivo deste trabalho & verificar o efeito de diferentes tecnicas de radioterapia sobre & estrutura do
esmalte, da dentina coronaria e da dentina radicular. Para isso, 80 dentes terceiros molares higidos serdo
divididos em trés grupos (n=30): grupo nao imadiado (controle); grupo imadiado perpendicularmente ao longo
eixo do dente; grupo iradiado paralelamente ao longo eixo do dente. Os grupos iradiados receberdo 2 Gy
diarios, 5 dias por semana durante 7 semanas, totafizando 70 Gy. Serdo utilizados ainda 30 dentes
iradiados in situ, ou seja, serdo extraidos de pacientes que foram submefidos ao tratamento radicterapico
para o tratamento de cincer na regido de cabeca e pescogo. Os métodos de analise serSo Ensaio dindmico
de Microdureza Vickers, Microscopia Eletronica de Vamedura (MEV), Espectoscopia de energia dispersiva
de raios x (EDX), Ensaio mecanico de resisténcia 3 microtragio e Espectroscopia Infravermelha
Transformada de Fourier (FTIR). Caso os dados das analises quantitativas apresentemn distribuigio normal
sera empregada ANCWVA fatorial {(=0.05) e caso ccomra diferenga, sera empregado o Teste de Tukey.

Caso nao apresente distribuigo normal, os dados serdao analisados com teste ndo-parametrico de Krushkall
Wallis. Além disso, sera feita a analise qualitativa das imagens.

Serao coletados D0 dentes terceiros molares humanos e 30 dentes de pacientes submetidos 3 radioterapia;
esse nlmers esti apoiado em varios métodos estatisticos de calculo amosiral bem explicados no projeto.
Os dentes deverdo ter indicagdo clinica de exodontia e prévio consentimento dos pacientes que estardo
cientes do uso nesta pesquisa e assinardo um termo de doagio dos dentes. Os dentes serdo coletados nas
Clinicas de Cirurgia da FOUFLU, no Pronto Socomo Cdontologico & no Programa de Cuidados Especificos a
Dioencas Estomatoldgicas (PROCEDE).

o, 80 dentes serdo divididos aleatoriamente em 3 grupos (n=30): ndo irradiado (controle); irradiado
perpendicularmente a0 longo eixc do dente in vitro e iradiado paralelaments 20 longo eixo do dente in vitro.
Os dentes serdo submetidos ao protocolo radicterapico utilizado pelos pacientes do Hospital do Cancer da
Universidade Federal do Tridngulo Mingiro a partir do
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equipamento acelerador inear {Acelerador Linear - Clinac 800C Varan® - Feixe de & M), sendo os dentes
irradiados com 2 Gy diarios, 5 dias por semana durante 7 semanas, totalizando 70 Gy.

Critério de Inclusie: Objetive 1: Dentes terceiros molares higidos de pacientes com mais de 18 anos de
idade. Objetive 2: Dentes de pacientes com mais de 18 anos submetidos & radioterapia de cabega &
pescogo para tratamento de cincer.

Critério de Exclusio: Objetivo 1: Dentes gue ndo sejam terceiros molares e dentes terceiros molares com
presenca de cares, restauragies elou defeitos estruturais; Dentes de pacientes menores de idade. Ohjetivo
2: Dentes de pacientes menores de idade.

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Primario: Compreender o efeite de diferentes protocolos de radicterapia sobre a estrutura do
esmalie e da dentina humanos Este trabalho sera dividide em dois objetivos: Objetive 1. Avaliar a
microdureza, modulo de elasticidade, resisténcia & microtragio. perda mineral e composigio quimica de
dentes humanos variando a técnica de irradiagio e a estrutura dentaria (esmalte, dentina coronaria e
dentina radicular). Para isso, 80 dentes serdo divididos aleatoriamente em 3 grupos (n=30); ndo iradiado
(controle); imadiado perpendicularmente ao longo eixo do dente in vitro e imadiado paralelamente ac longo
eino do dente in vitro. Os dentes serdo submetidos ao protocolo radicterapico utilizado pelos pacientes do
Hospital do Cancer da Universidade Federal do Triangulo Mineiro a partir do equipamento acelerador linear
{Acelerador Linear - Clinac B00C Varian® - Feixe de 6 M\V), sendo os dentes imadiados com 2 Gy diarios, 5
dias por semana durante 7 semanas, totalizando 70 Gy. Para analise da microdureza e madulo de
elasticidade, dez dentes de cada grupo serdo seccionados 1 mm abaixo da jungdo amelocementaria, para
remogdo das raizes. Cada coroa sera seccionada no senfido mésio/distal, obiendo-se duas hemisecgies
(vwestibular e lingual ou palatina). A hemisecgdo vestibular sera cortada ac meio, obtendo-se duas partes,
esguerda e direita, que comesponderdo as andlises para esmalte & dentina coronarias, respectvamente. Ja
as raizes serdo seccionadas em trés tergos e para analisar as propriedades da dentina radicular serd usado
o tergo médio. Para avaliagio da composigdo quimica e da perda mineral, por meio do FTIR, MEV e EDX,
outros dez dentes por grupo serdo igualmente preparados. Para o ensaio de resisténcia de unido -
Microtracio (Microtensile OM100 Odeme Dental Research), dezr dentes sero preparados em formato de
palito (+1.0mm?). Posteriormente sera feita a classificagio do padréo de falha dos palitos fraturados por
meio de Microscopia Eletrénica de Vamedura (MEV). Cinco palitos de cada grupo serSo levados ao MEV

sem a realizagio do ensaio
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equipamento acelerador inear {Acelerador Linear - Clinac 800C Varan® - Feixe de & M), sendo os dentes
irradiados com 2 Gy diarios, 5 dias por semana durante 7 semanas, totalizando 70 Gy.

Critério de Inclusie: Objetive 1: Dentes terceiros molares higidos de pacientes com mais de 18 anos de
idade. Objetive 2: Dentes de pacientes com mais de 18 anos submetidos & radioterapia de cabega &
pescogo para tratamento de cincer.

Critério de Exclusio: Objetivo 1: Dentes gue ndo sejam terceiros molares e dentes terceiros molares com
presenca de cares, restauragies elou defeitos estruturais; Dentes de pacientes menores de idade. Ohjetivo
2: Dentes de pacientes menores de idade.

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Primario: Compreender o efeite de diferentes protocolos de radicterapia sobre a estrutura do
esmalie e da dentina humanos Este trabalho sera dividide em dois objetivos: Objetive 1. Avaliar a
microdureza, modulo de elasticidade, resisténcia & microtragio. perda mineral e composigio quimica de
dentes humanos variando a técnica de irradiagio e a estrutura dentaria (esmalte, dentina coronaria e
dentina radicular). Para isso, 80 dentes serdo divididos aleatoriamente em 3 grupos (n=30); ndo iradiado
(controle); imadiado perpendicularmente ao longo eixo do dente in vitro e imadiado paralelamente ac longo
eino do dente in vitro. Os dentes serdo submetidos ao protocolo radicterapico utilizado pelos pacientes do
Hospital do Cancer da Universidade Federal do Triangulo Mineiro a partir do equipamento acelerador linear
{Acelerador Linear - Clinac B00C Varian® - Feixe de 6 M\V), sendo os dentes imadiados com 2 Gy diarios, 5
dias por semana durante 7 semanas, totalizando 70 Gy. Para analise da microdureza e madulo de
elasticidade, dez dentes de cada grupo serdo seccionados 1 mm abaixo da jungdo amelocementaria, para
remogdo das raizes. Cada coroa sera seccionada no senfido mésio/distal, obiendo-se duas hemisecgies
(vwestibular e lingual ou palatina). A hemisecgdo vestibular sera cortada ac meio, obtendo-se duas partes,
esguerda e direita, que comesponderdo as andlises para esmalte & dentina coronarias, respectvamente. Ja
as raizes serdo seccionadas em trés tergos e para analisar as propriedades da dentina radicular serd usado
o tergo médio. Para avaliagio da composigdo quimica e da perda mineral, por meio do FTIR, MEV e EDX,
outros dez dentes por grupo serdo igualmente preparados. Para o ensaio de resisténcia de unido -
Microtracio (Microtensile OM100 Odeme Dental Research), dezr dentes sero preparados em formato de
palito (+1.0mm?). Posteriormente sera feita a classificagio do padréo de falha dos palitos fraturados por
meio de Microscopia Eletrénica de Vamedura (MEV). Cinco palitos de cada grupo serSo levados ao MEV

sem a realizagio do ensaio
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mecanico para avaliagio da interface adesiva. Objetivo 2. Avaliar a microdureza, modulo de elasticidade,
resisténcia & microtragio, perda mineral e compasigio quimica de dentes humanos extraidos de pacienies
submetidos ao tratamento radioterapico para o tratamento de céncer na regifo de cabega e pescogo
(iradiados in situ), variando a estrutura dentaria (esmalte, dentina coronaria e dentina radicular). Para isso,
30 dentes serdo divididos aleatoriaments nas metodologias propostas. Para analise da microdureza e
médule de elasticidade, dez dentes serdo seccionades conforme o ocbjetivo 1. Para avaliago da
composigio quimica & da perda mineral, outros dez dentes por grupo serio igualmente preparados. Para o
ensaio de resisténcia de unifo - Microtragdo (Microtensile OM100 Odeme Dental Research), dez dentes
serdo preparados em formato de palito (+1,0mm?). Posteriormente sera feita a classificagdo do padrdo de
falha dos palitos fraturados por meio de Microscopia Eletrdnica de Vamedura (MEV). Cinco palitos de cada
grupo serdo levados ao MEV sem a realizacdo do ensaio mecdnico para avaliagdo da interface adesiva.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores:

Riscos: cinirgico, inerente ao procedimento de extragdo dentaria e o da identificagSo do parficipante, o que
os pesquisadores se comprometem a cumpr a8 Res. 488/12.

Beneficios: Por meio desse trabalho, os pesquisadores buscam estabelecer o protocolo de radiagio mais
adequado para a realizagio de trabalhos experimentais in vitro com dentes humanos. Além disso, procuram
responder questdes na tentativa de melhorar a qualidade de vida de pacientes com cincer de cabeca &
pescogo e que sdo submetidos a tratamento radioterapico. Os resultados obtidos possibiitarSo aos
drurgides dentistas compreenderem de maneira mais aprofundada as alteragies que ocomem nos tecidos
dentsis desses pacientes, o que pode guiar o5 profissionais gquanto 3 melhor forma de tratar e restabelecer a
satide bucal dos mesmos.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Trabalho bem apresentado e bem desenvolvido.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatonia:

Adequados: TCLE compreensivel para o leigo.

Recomendagies:

Mao ha.
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Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Die acordo com as atribuigbes definidas na Resolugio CNS 488/12, o CEP manifesta-se pela aprovagio do
protocolo de pesquisa proposto.

O profocodo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redagio e da metodologia apresentadas.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Data para entrega de Relatoro Parcial ao CEPUFU: Julho de 2018,

Diata para entrega de Relatono Final a0 CEPUFU: Julhc de 2017,

0B5.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AQ CEP PARA FINS DE AMALISE E AF"RD".I'AQ.E.D DA MESMA.

O CEPYUFU lembra que:

&- segundo a Resolugio 466/12, o pesquisador devera arquivar por § anos o relatorio da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- podera, por escolha aleatoria, visitar o pesguisador para conferéncia do relatorio & documentagdo
pertinente ao projeto.

¢ a aprovagdo do protocalo de pesquisa pelo CEPAUFU di-se em decoméncia do atendimento a Resolugio
CMS 468/12, ndo implicando na gqualidade cientifica do mesmao.

Crientagdes ao pesquisador :

= ) sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar cu de refirar seu consentimento em
qualguer fase da pesguisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CHS 486/12 je
dewve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre & Esclarecido, na integra, por ele assinado.
= (O pesguisador deve desenvolver a pesguisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS 486/12),
aguardando seu parecer, excelo quando perceber risco ou damo ndo previsto ao sujeito parficipante ou
quando constatar a superoridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram agio
imediata.

= O CEF deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso nommal do
estudo (Res. CNS 468/12). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocomido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagio ao CEF e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com sew
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« Eventuais modificagies ou emendas a0 protocolo devem ser apresentadas ao CEF de forma clara

sucinta, idenfificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou |l apresentados antericrments & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las tambem

& mesma, junto com o parecer aprobatonio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97,

itemn lll.2.e)

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Austor Situacio
Informacdes Basicas | PE_INF . BASICAS_DO P 16102015 Aceiio
do Projeto ROJETO 810152 pdf 17:08:38
Dedamgﬁude Declaracao_dlinica_cirurgia. pdf 168/1102015 |Verdiana Resende Acsitn
Instituigao e 17:04:04  |Nowais
Infraestrutura
Dedaragﬁu de Declaracao_pronto socomo_odontologic| 18/10/2015 |Vendiana Resende Acaitn
Instituigao e o.pdf 17:03:43  |MNovais
Infraestrutura
Outros Solicitacao_de_pesquisador_para_instit | 18M10/2015 |Veridiana Resende Auceito

uicae_coparticipante_pdf 18:18:54 |Movais
Outros Links_cumiculos_lattes pesquisadores.p| 18102015 |Vendiana Resende Acsito
of 15:58:21 MNovais
Outros Calculo_amostral. pdf 18102015 |Vendiana Rlesende Acaitn
15:58:37  |Movais
Outros Instrumento_coletadados.pdf 16102015 |Vendiana Resende Acaito
15:58:43  |Movais
Projeto Detathado /| Projeto_pesquisa_dissertacao pdf 168M1102015 |Verndiana Resende Acsitn
Brochura 15:55:568 |Movais
Investigadar
Declaragdo de Termo_de_compromisso_equipe_execut] 18/102015 |Vendiana Resende Acaitn
Pesquisadores ora.pdf 1556527 |Movais
Deda.ragéu de Instituicao_imadiacao_dentes pdf 16102015 |Vendiana Resende Acaito
Instituigac e 15:54:50 |Movais
Infraestrutura
Declaracio de Declaracao_da_intituicac_coparticipante| 18102015 |Vendiana Resende Aceito
Instituigao e pdf 15:54:33  |Nowvais
Infraestnutura
TCLE /! Termos de  |Modelo TCLE.pdf 18102015 |Veridiana Resende Aceito
Assentimento / 1540008 |Movais
Justificativa de
Auséncia
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Vendiana Resende

Aceito

Falha de Rosto Folha_de_rosto_pdf

161072015
15:39:34

Movais

Situagio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mao

UBERLAMDIA, 18 de Dezembro de 2015

Assinado por:
Sandra Terezinha de Farias Furtado
[{Coordenador)
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