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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito da radioterapia, associada ou nao a aplicagdo
topica de fltior gel neutro, na composi¢ao quimica e nas propriedades mecanicas do
esmalte apos ciclagem de pH in vitro. Trinta terceiros molares foram divididos
aleatoriamente em trés grupos (n=10): 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 presenga de ciclagem de pH: com e sem ciclagem. Os dentes dos
grupos IU e IF foram submetidos & um protocolo de irradiacdo de 2Gy didrios, cinco dias
por semana, durante sete semanas, totalizando 70 Gy. Alteragdes quimicas do esmalte
foram quantificadas por meio de Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier
(FTIR). Os parametros avaliados foram: razao matriz/mineral (M/M) e conteudo relativo
de carbono (CRC). Também foi realizada avaliacdo da microdureza (VHN) e do moédulo
de elasticidade (E) do esmalte em trés profundidades (superficial, médio e profundo).
M:M, CRC 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
(o <0,05). A andlise por FTIR (M/M e CRC) mostrou diferengas significativas para
irradiagdo, ciclagem de pH e interagdo entre os fatores (p <0,001). Sem a ciclagem de pH,
o grupo IF apresentou a menor razdo matriz/mineral organico e contetido relativo de
carbonato. Com a ciclagem de pH, a relagdo matriz organica/mineral aumentou e o
conteudo relativo de carbonato diminuiu, com exce¢dao do IF. A VHN foi influenciada
apenas pela ciclagem de pH (p <0,001), com valores mais elevados de VHN com a
ciclagem de pH. ANOVA detectou diferencas significativas no E para irradia¢do (p
<0,001), ciclagem de pH (p <0,001) e para a interagdo irradiacdo e ciclagem de pH (p
<0,001). Um aumento do E foi encontrado para o grupo IU sem ciclagem de pH. Com a
ciclagem de pH, os grupos IU e IF foram semelhantes e apresentaram valores mais
elevados que o NI. O fluoreto associado a radioterapia reduz a exposi¢cdo da matriz
organica e ajuda a manter a morfologia externa do esmalte irradiado. No entanto, ndo foi
tao eficaz na preservagdo das propriedades mecanicas do esmalte. A radioterapia alterou

o modulo eléstico do esmalte e sua composicao quimica.

Palavras chave: Desmineralizacdo do dente, Esmalte dentério, Fluor, Radioterapia.



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 of
enamel demineralization in vitro. Thirty third molars were randomly divided into three
groups (n = 10): Non-irradiated (NI); Irradiated in relative humidity (UI); and fluorinated
neutral gel (IF). Each group was subdivided into two subgroups (n = 5) according to the
presence of pH cycling: with and without cycling. The teeth of the IU and IF groups were
submitted to an irradiation protocol of 2Gy daily, five days a week, during seven weeks,
totalizing 70 Gy. Chemical changes of enamel were quantified using Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR). The parameters evaluated were: matrix / mineral ratio (M
/ M) and relative carbon content (CRC). It was also evaluated the microhardness (VHN)
and the modulus of elasticity (E) of the enamel at three depths (superficial, medium and
deep). M: M and CRC were analyzed using two-way ANOVA and VHN and E data were
analyzed using three-way ANOVA followed by the Tukey HSD test (a <0.05). The FTIR
analysis (M / M and RCC) showed significant differences for irradiation, pH cycling and
interaction between the factors (p <0.001). Without the pH cycling, the IF group presented
the lowest organic matrix / mineral ratio and relative carbonate content. With the pH
cycling, the organic / mineral matrix ratio increased and the relative carbonate content
decreased, with the exception of the IF. VHN was influenced only by pH cycling (p
<0.001), with higher values of VHN with pH cycling. ANOVA detected significant
differences in E for irradiation (p <0.001), pH cycling (p <0.001) and for interaction
between irradiation and pH cycling (p <0.001). An increase in E was found for the Ul
group without pH cycling. With pH cycling, the IU and IF groups were similar and
presented higher values than NI. Fluoride associated with radiotherapy reduces exposure
of the organic matrix and helps maintain the external morphology of irradiated enamel.
However, it was not as effective in preserving the mechanical properties of enamel.

Radiotherapy altered the elastic modulus of the enamel and its chemical composition.

Keywords: Dental Enamel, Fluoride, Tooth Demineralization, Radiotherapy.
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1- INTRODUCAO

Cancer ¢ o nome dado a um conjunto de mais de 100 tipos diferentes de doencas
que tém em comum o crescimento desordenado de células anormais com potencial
invasivo. Sua origem se da por condi¢gdes multifatoriais que podem agir em conjunto ou
em sequéncia para iniciar ou promover o cancer. Estimam-se, para o Brasil, no ano de
2016, 11.140 casos novos de cancer da cavidade oral em homens e 4.350 em mulheres.
Tais valores correspondem a um risco estimado de 11,27 casos novos a cada 100 mil
homens e 4,21 a cada 100 mil mulheres (Estimativa 2016: incidéncia de cancer no Brasil

- Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva).

O tratamento do cancer pode ser feito por meio de cirurgia, radioterapia,
quimioterapia ou transplante de medula 6ssea. Em muitos casos, ¢ necessario combinar
mais de uma modalidade (Beumer, Curtis ¢ Marunick et al., 1996). A radioterapia ¢ um
método capaz de destruir células tumorais, empregando feixe de radiacdes ionizantes
(Pro-Onco et al., 1993). A radiacdo ionizante, apesar de apresentar a vantagem de
preservar a estrutura dos tecidos, por ndo ser um tratamento invasivo, acarreta inimeras
reacdes adversas que afetam de forma significativa a qualidade de vida dos pacientes,
podendo interferir inclusive no andamento do tratamento (Specht et al., 2002; Vissink, et
al., 2003). A intensidade destas reagdes ira depender do volume, do local irradiado, da
dose total, do fracionamento da dose, da idade, das condi¢des clinicas do paciente e dos
tratamentos associados (Caccelli e Raport et al., 2008). Esses danos sdo particularmente
evidentes na regido de cabega e pescogo onde a variedade de estruturas e suas respectivas
radiosensibilidades sdo grandes (Kielbassa et al., 2006). Sinais e sintomas incluindo
mucosites (Denham et al., 1999), hiposalivacdo e consequente xerostomia (Thomson
et al., 2007), osteoradionecrose (Notani et al., 2003) e caries de irradiacdo (Kielbassa

et al., 2006), sio comumente relatados.

A carie dentaria resulta da desmineraliza¢ao dos dentes por acido lactico produzido
a partir da fermentacdo de carboidratos por bactérias facultativas gram-positivas
(Takahashi e Nyvad et al., 2011). A carie de radiagdo ¢ principalmente um efeito indireto
das mudancas induzidas pela radiacao no tecido das glandulas salivares que resultam em
hipossalivagdo, composicao salivar alterada, diminui¢ao do pH, redugdo da capacidade
de tamponamento, aumento da viscosidade, mudanga na flora bucal em dire¢do a
bactérias cariogénicas (Streptococcus mutans, lactobacilos), e mudangas na dieta (Otmani

et al., 2007). A carie de radiacdo ocorre em locais diferentes do que em carie dental
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comum. Os locais mais afetados pds-radioterapia sao as superficies vestibulares da regiao
cervical, pontas de cuspides e incisais (Walker et al., 2001). A carie de radiacao pode se
desenvolver de repente, mudando a cor e a translucidez da superficie dental, podendo

levar a amputacao de coroas e a perda total da denti¢ao (Kielbassa et al., 2004).

O flaor tem se provado ser um tratamento eficaz para a prevencgao da carie dentaria,
reduzindo a desmineralizagdo, aumentando a remineralizacdo (Wefel et al., 1990),
reduzindo a atividade metabdlica de bactérias, assim como a permeabilidade do esmalte
(Cury et al., 2001). O fluor pode ser aplicado na forma de pastas dentais, enxaguatorios
bucais e selantes e fissuras, entre outros, no entanto seu efeito anticariogénico dependera
do produto formado no esmalte e sua retencdo na superficie do esmalte ao longo do
tempo. Nao hé protocolo universal para o tratamento de céries relacionadas a radiagao;
no entanto, a importancia do fluor é bem reconhecida (Beech et al., 2014). A aplicacao
topica diaria de 1% de gel de fluoreto de sddio neutro com portadores mostrou reduzir a
carie relacionada a radiagdo (Jansma et al., 1989; Caielli et al.,1995) . No entanto, nenhum
estudo avaliou o efeito do gel de fltior neutro em contato com o esmalte durante o processo
de radiagdo ionizante nas propriedades do esmalte. Nesse contexto, o objetivo deste
estudo in vitro foi avaliar o efeito da aplicagdo topica de fluor durante a irradiacdo na
composicao quimica (ATR-FTIR) e propriedades mecanicas (Vharders Microhardness -
VHN e Elastic Modulus - E) de esmalte dentario sadio e ciclado. A hipdtese nula testada
foi que o fluor aplicado durante a irradiacdo ndo teria efeito sobre as propriedades do

esmalte.

2- REVISAO DE LITERATURA
Estudos recentes tém sido realizados com o objetivo de entender as modificagdes
relacionadas no esmalte dental decorrentes da radiacdo ionizante pela qual sdo

submetidos pacientes oncologicos.

Em 2009, Silva et al. realizaram um estudo para analisar os padroes de
desmineralizacdo dos dentes de pacientes irradiados e das lesdes que causam danos a
denticdo que estdo relacionados a radi¢do ionizante. Nesse estudo foram utilizados 36
dentes que foram avaliados por microscopia de luz polarizada e por microscopia
eletronica de varredura. Nota-se que as amostras apresentaram processo carioso

decorrente da radiacdo e escurecimento de esmalte dental, destacando uma coloragao
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marrom difusa, drea desmineralizada e na camada mais profunda apresentando dentina

reacional originada por odontoblastos em resultado a agressao que o dente sofreu.

Em 2011, Hamba et al. realizaram uma pesquisa sobre os efeitos da caseina
fosfopéptido-amorfo e fosfato de calcio (CPP-ACP) e do CPP-ACPF (com fluor) na
inibicdo da desmineralizagdao do esmalte dental, ao longo tempo. Estes efeitos foram
analisados através da micro-tomografia computadorizada (micro-CT). Foram utilizados
8 dentes incisivos bovinos que ap6s a extra¢ao foram mantidos resfriados. Posteriormente
cada dente foi seccionado em 6 blocos, totalizando 48 espécimes, e esses espécimes
passaram 30 minutos durante 7 dias imersas nesses agentes. Logo esses espécimes foram
imersos numa solucao desmineralizante com um pH de 4,5; com isso houve perda mineral
(ML) e formacdo de lesdo que foram analisadas utilizando o micro-CT. Feito essas
analises, eles obtiveram como resultado que as amostras que passaram pelas solugdes
CPP-ACP ou CPP-ACPF, a superficie do esmalte era inibida pela desmineralizagdo,
havendo uma maior inibi¢ao da desmineraliza¢ao na solu¢ao (CPP-ACPF). O micro-CT
foi essencial para realizar essas andlises e na deteccdo das mudancas da densidade

mineral dessas amostras.

Em 2011, Soares et al. realizaram um estudo sobre a eficacia do enxaguante bucal
de clorexidina e de fluoreto de sddio na preven¢do do dano da radioterapia a resisténcia
a tragdo que ainda era desconhecida no esmalte e dentina. Foram utilizados 120 dentes
divididos em dois grupos: irradiado e ndo irradiado. E esses dois grupos foram entdo
subdivididos em dois protocolos de bochechos realizados trés vezes ao dia: clorexidina a
0,12 % e fluoreto de sodio a 0,05% e um grupo controle (n=10). Foram realizados testes
de microtracdo. Os resultados obtidos pelo teste Tukey (p<0,05) mostraram uma redugao
da resisténcia do esmalte e da dentina corondria e radicular pela radioterapia. Foram
observadas também alteracdes macro estruturais pela microscopia eletronica de
varredura. O estudo mostrou que bochechos de clorexidina a 0,12% preveniram
parcialmente os danos da irradiacdo sobre as propriedades mecanicas da dentina
corondria, enquanto que o grupo fluoreto de sédio apresentou resisténcia similar ao

esmalte controle.

Em 2014, Clifton M ef al. realizaram pesquisas para analisar a atuagdo do fluor na
prevengao da carie dentaria. Dentre esse fator de estudo destacavam-se a forma sistémica

e topica, sendo a forma sistémica utilizado em criangas com dentes em formacao e a
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topicamente disponibilizado para a comunidade através de dgua, alimentos processados,
bebidas, cremes dentais, enxaguatorios, géis, espumas e vernizes. O objetivo deste estudo
era compreender a eficacia do flior sem que houvesse a fluorose pelo excesso do flior.
Desta forma, foram realizados revisdes na literatura e estudos sobre as evidéncias recentes
com o foco na 4agua da comunidade, fluoretacdo e politicas, o flior presente nos
dentifricios, composi¢des do verniz fluoretado. Discutindo as mudangas nas propostas na
politica publica dos Estados Unidos. Como conclusdo diante a essas pesquisas, pode-se
afirmar que foi possivel reduzir a carie dentaria em concentragdes baixas de fluor, ndo
sendo necessaria altas concentragdes de fluor, sendo o flior um fator eficaz na prevengao

do processo carioso.

Em 2014, Gongalves et al. realizaram um estudo in vitro sobre os efeitos da
radioterapia nas propriedades mecanicas e morfologicas do esmalte da dentina de dentes
permanentes. Os dentes foram submetidos a radiagdo ionizante de 10 Gy
até uma dose cumulativa de 60 Gy. A dureza do esmalte e da dentina foi avaliada em trés
profundidades (superficial média e profunda). Os dados foram analisados por meio de
analise de varidncias em dois fatores e teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%. A
morfologia do esmalte e da dentina foram avaliadas por meio de microscopia eletronica
de varredura (MEV) por uma andlise semi-quantitativa. Os dados foram analisados
usando Kruskal-Wallis e Dunn’s ou teste exato de Fisher ao nivel de significancia de 5%.
Ao final do trabalho observou-se que a radiagdo ionizante ndo alterou a microdureza do
esmalte no geral, a dureza da dentina reduziu apos quase todas as doses de irradiagdao
comparada com a dentina controle. As alteracdes morfologicas tanto de esmalte quanto
da dentina aumentaram proporcionalmente com o aumento da dose de radiacdo, com uma
porc¢do interprismaticos mais evidente, presenca de fissuras e obliteracdes dos tubulos

dentinérios e uma fragmentagdo progressiva das fibras colagenas.

Em 2014, Mellara et al. avaliaram a radioterapia em dentes deciduos. A dureza do
esmalte e da dentina (n=12) foi avaliada em 3 profundidades, antes (controle) e apds cada
10 Gy de irradiacdo até uma dose total de 60 Gy. Os dentes deciduos foram avaliados por
meio de microscopia eletronica de varredura (n=8). Os dados foram analisados por meio
da analise de duas variancia (ANOVA) e teste de Tukey. A uma radiacdo de 60 Gy
observaram aumento da microdureza do esmalte em relacdo ao dente nao irradiado ¢ a
dentina irradiada em doses de 10 Gy, 20 Gy, 30 Gy. Nao houveram diferangas entre esses

gupos (irradiado e nao irradiado) quanto a microdureza. A microdureza do esmalte
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aumentou em uma dose de 60 Gy, enquanto que os valores de dureza da dentina nao
alteraram. Um rompimento progressivo da morfologia do esmalte e da dentina foi

encontrado com o aumento da dose de irradiacao.

Em 2015, Reed et al. realizaram um estudo para entender a relagdo de lesdes
cariosas induzidas pela radioterapia, avaliando as propriedades nanomecanicas e
quimicas do esmalte e da dentina e sua composi¢dao quimica. Seccdes destes terceiros
molares foram expostos a 2 Gy, 5 dias por semana, durante 7 semanas totalizando em 70
Gy no final. Utilizou-se a nonoidentagdo para avaliar o modulo de elasticidade e a
microespectroscopia Raman para avaliar as propriedades quimicas. O modulo de
elasticidade do esmalte e da dentina aumentou durante a radioterapia e de acordo com a
microespectroscopia Raman houve uma reducdo da relacdo proteina em virtude ao

mineral dental. Apos a radioterapia houve mudangas significativas no elemento dental.

Em 2015, Ping Qing ef al. realizaram um extenso estudo sobre as consequéncias
da radioterapia nos tecidos dentais duros. O objetivo foi avaliar o efeito da radiacdo gama
sobre o comportamento de desgaste do esmalte do dente humano em relagdo a orientacao
dos prismas. Foram realizados testes de nanoscratch, perfilometria de superficie e
microscopia eletronica de varredura (MEV) para analisar o comportamento ao atrito das
placas de esmalte, antes e ap0s o tratamento radioterdpico. J& a difracao de raios-X (DRX)
e a espectroscopia infravermelha transformada de Fourier analisaram as alteragdes
cristalograficas e na composi¢do quimica induzida pela irradiagdo. A microdureza
superficial (SMH) também foi avalidada. Os resultados dessa pesquisa mostraram que a
irradia¢do causa mudangas na morfologia, no coeficientes de atrito e na profundidade e
largura remanescentes em cargas. No teste de nanoscratch notou-se uma resisténcia
menor apos a irradiagdo dos dentes, independentemente da orientagdo dos prismas do
esmalte dental. Além disso, a variagdo do comportamento do desgaste foi intimamente
relacionado com mudangas na cristalografia, na composicdo quimica e na dureza
superficial de do esmalte, mostrando que a irradiacdo teve direto efeito prejudicial no

esmalte do dente humano.

3- OBJETIVO
Avaliar o efeito da radioterapia e aplicacao do flior nas propriedades quimicas e

mecanicas do esmalte dental que foram submetidas a ciclagem de pH, variando:
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I — Irradiacao

a- Nado irradiado

b- Irradiado em umidade relativa

c- Irradiado com fluor neutro a 2%
I1 — Desafio cariogénico

Sem desafio cariogénico

[
1

b- Com desafio cariogénico

4- MATERIAIS E METODOS

4.1- Delineamento experimental

Unidade experimental: Terceiros molares humanos extraidos.

Fator em estudo: Irradiagdo em trés niveis (Nao irradiados, irradiados em umidade
relativa e irradiado em flior neutro a 2%), Desafio cariogénico em dois niveis (Sem
ciclagem de pH, com ciclagem de pH).

Variavel resposta: Composi¢do quimica do esmalte (Razdo Matriz/Mineral — M/M,
Conteudo Relativo de Carbono — CRC); Microdureza Vickers e Modulo de Elasticidade.
Método de analise: Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier (FTIR) e
Microidentagao Dindmica.

Método estatistico: Para os resultados da analise por FTIR foi realizado Andlise 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.
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Com a aprovagdo no comité de ética em pesquisa com seres humanos da

Universidade Federal de Uberlandia (sob o nimero CAAE: 37868814.6.0000.5152),

4.2- Obtencao, selecio e armazenamento dos dentes

foram coletados 30 dentes terceiros molares humanos com indicagao clinica de exodontia.
Os dentes foram coletados nas Clinicas de Cirurgia da FOUFU e no Pronto Socorro
Odontoldgico da Institui¢dao, com prévio consentimento dos pacientes que ficaram cientes
do uso nesta pesquisa e assinaram um termo de doagdo dos dentes. Apos a cessdo, 0s
dentes foram mantidos em agua deionizada. Entdo, os dentes foram limpos com curetas
periodontais para a remog¢ao de eventuais restos organicos e calculos e posteriormente
com pedra-pomes livre de fluor (SS White, RJ, Brasil) e d4gua deionizada com o auxilio
de escova tipo Robson (KG Sorensen, SP, Brasil) montada em micromotor, em baixa
rotacdo. A seguir com o auxilio de uma lupa estereoscopica foi realizado o exame tatil
visual, sendo selecionados os dentes que ndo apresentaram trincas, fraturas, lesdes de
carie ou anomalias de estrutura. Apos serem selecionados (Figura 1), os dentes foram
aleatoriamente divididos em trés grupos (n=10): Nao Irradiado; Irradiado em umidade

relativa; e Irradiado em fluor neutro a 2%. Dentro de cada grupo, os dentes foram
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submetidos em dois subgrupos (n=5) de acordo com a ciclagem de pH: com e sem

ciclagem de pH. Os dentes foram armazenados em dgua deionizada a temperatura de 4°C.

Figura 1 — Padrao dos molares selecionados para o estudo.

4.3 - Irradiacao dos dentes

Os dentes dos grupos irradiado em umidade relativa e irradiado em fltor neutro
a 2% foram submetidos ao protocolo clinico radioterapico utilizado pelos pacientes do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro a partir do
equipamento acelerador linear (Acelerador Linear - Clinac 600C Varian® - Feixe de 6
MV) (Figura 2 - A e B). Os dentes eram mantidos em uma temperatura ambiente e
submetidos a uma radiagdo, de 2 Gy de irradiagdo diaria, durante 35 dias, totalizando 70

Gy. (Herchenhorn e Dias et al., 2004).

Os dentes do grupo irradiado em fllior permaneciam no flior durante o processo de
radiacdo, totalizando 3 minutos, tempo em que o operador realizava aplica¢dao do fluor

em todos os dentes do grupo em uma camada de forma padronizada. Apods ser feito isso,
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os dentes eram submetidos a radiacdo e logo eram lavados por 10 segundos em agua
deionizada para a remoc¢ao do flaor. Depois, os dentes desse grupo eram submersos em
agua deionizada até a proxima sessdo de radioterapia. Ja os dentes irradiados em umidade
relativa passavam diretamente pelo processo de radiacdo e logo eram submersos em agua
deionizada até a proxima sessdo de radioterapia. E vélido ressaltar que essa sequéncia de
procedimentos era sempre realizada na mesma ordem para evitar distorgdes de posteriores

resultados.

Para padronizar a posi¢do dos dentes durante a radioterapia, marcagdes na
superficie das compressas (localizadas no interior do recipiente onde os dentes foram
irradiados) foram feitas pelo telémetro, que marca a distancia de onde comeca a producgdo
de raios X (fonte) até a superficie a ser irradiada (Figura 3). A energia nominal do
acelerador ¢ de 6 MV, para esta energia a absor¢do maxima de 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
das compressas. E da superficie das compressas umedecidas até as coroas dos dentes
existe uma distancia de 1,5 cm (bolus). Dessa forma os raios X foram depositados a
maxima quantidade de energia a 1,5 cm da superficie do bolus (100 cm da fonte),
coincidindo com a coroa dos dentes. Além disso, para uma distribuicdo de radiagdo
homogénea para todas as amostras, a radiacdo foi aplicada em dois campos opostos
paralelos a radiagdo incidente. Ou seja, metade da radiagdo (1Gy) do feixe de radiacdo ¢
direcionado de cima para baixo, e posteriormente, a outra metade (1Gy) € direcionado de

baixo para a cima. Da mesma forma que acontece com os pacientes submetidos a

radioterapia no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro.
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Figura 2 - Acelerador Linear (Clinac 600C Varian®) utilizado para a irradiagdo dos
dentes. A) Vista lateral do acelerador. B) Vista aproximada do acelerador com recipiente

contendo os dentes em posigao.

Figura 3 - Telémetro ao fundo e recipiente com os dentes a serem irradiados abaixo do
bolus de compressa umedecida.

4.4- Preparo dos dentes

Os dentes foram inicialmente fixados com cera pegajosa (Kerr Corporation, CA,
USA) numa placa de acrilico e posteriormente, seccionados 1 mm abaixo da jun¢do
amelocementaria, com disco diamantado adaptado em cortadeira de precisdo (Isomet
1000; Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) sob-refrigeracdo para remocao 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 aplicagdo de duas camadas de verniz acido resistente (esmalte para unha,
Gabriele - Colorama Ltda, Sao Paulo, Brasil), com excecao de uma area de dimensoes
aproximadas de 9 mm de largura x 3 mm de altura, localizada no terco médio das faces

vestibulares e linguais das coroas dentarias.
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Para as analises, cada coroa foi seccionada no sentido mesio/distal, obtendo-se duas
metades, sendo uma correspondente a hemissec¢do vestibular e outra a hemissecgdo
lingual ou palatina (Figura 4). As hemisseccdes vestibulares foram cortadas de forma que
ao final obteve-se uma fatia de 1,8mm x 3,0mm x 5,0mm. Esta fatia foi seccionada no
sentido vestibulo-lingual, obtendo-se entdo dois espécimes, sendo uma designada para o

teste de microindentagdo e outra para o FTIR.

Ap0s o preparo, as amostras foram mantidas em ambiente imido sob refrigeracao,

conforme descrito anteriormente.
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Figura 4: Esquema ilustrativo do preparo dos dentes.

4.5- Processo de ciclagem do pH
Para o desafio cariogénico, os espécimes foram submetidos a uma ciclagem de pH

de 14 dias, realizado com 6 horas de desmineralizacdo, seguidos de 18 horas de
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remineralizacdo, a 37°C durante todo o experimento, exceto no intervalo de troca das
solugdes. Nos intervalos entre imersdes, todas os espécimes eram lavados em agua
corrente de agua destilada e deionizada por 10 segundos. Este procedimento foi realizado
por 14 dias e no final de cada 5 dias consecutivos desse ciclo, as amostras foram mantidas
em solu¢ao remineralizadora por 2 dias seguidos.

A solugdo desmineralizadora com pH de 4,3 era constituida de 2,0mM de célcio,
2,0mM de fosfato em solugdo tampao de acetato 0,075mM. J4 a solucdo remineralizadora
com pH 7,0 era constituida de 1,5mM de célcio, 0,9mM de fosfato, 150mM de cloreto de
potassio (Geraldo Martins et al., 2013).

Levando-se em consideragdo o diametro dos espécimes, nesse ciclo foram
utilizados 67,5mL da solugio desmineralizadora (1,25ml/mm?) e 33,48mL da solugio

remineralizadora para esse processo de ciclagem de pH.

4.6 - Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier (FTIR)

A avaliagdo da composi¢ao quimica do esmalte (5 espécimes de cada grupo), foi
realizada por meio do Espectrometro Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR,
Vertex 70 - Bruker, Ettlingen, Alemanha — figura 5) com reflectancia total atenuada

(ATR).

O espectro de absorcao foi adquirido pelo escaneamento de cada espécime 128
vezes ao longo de um intervalo de comprimento de onda de 4.000 a 400 cm™! com uma
resolugdio de 4 cm™. Os espectros foram registrados e analisados com software OPUS 6,5
(Bruker, Ettlingen, Alemanha) (Figura 6 — A). Foi realizado corre¢do da linha de base e
normalizagdo pela banda fosfato (1190-702 cm™ ) dos espectros (Figura 6 — B).
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Figura 5 - A) FTIR; B) Software OPUS e espectro de esmalte humano nao irradiado.
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Os parametros analisados foram: Razao Matriz/Mineral (M/M) (a relagao entre as
4reas integradas das bandas de proteina amida I- 1653 cm™ cm e v1 e v3 de fosfato modo
de alongamento - 960 cm™ e 1040 cm™); Contetido relativo de carbonato (CRC) (a razio
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 cm™ e 568 cm™ (Figura 6) (Sa et al;
2012).
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Figura 6 — Analise dos espectros por meio do software OPUS 6.5. A) Matriz/Mineral; B)
CRC.

4.7- Ensaio de Dureza (VHN) e Modulo de elasticidade (E)

Cinco espécimes de cada grupo foram utilizados para a analise das propriedades
mecanicas do esmalte irradiado e ndo irradiado. 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 Medicdo Ltda.,
Sdo Paulo, SP, Brasil). Para a realizacdo do embutimento, uma pequena gota de cola a
base de cianocrilato (Super Bonder Precisao, Loctite, Henkel Ltda., Sao Paulo, Brasil)
era colocada na dentina de cada espécime e esta era entdo fixada em placa de vidro com
a superficie a ser analisada voltada para baixo. Em seguida, um tubo metalico (Metalon
Industrias Reunidas, Nova Iguacgu, 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
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(Wilson, Polidental, Cotia, SP, Brasil). A resina de poliestireno foi manipulada e vertida

no interior de cada metalon (Figura 7).

Figura 7 — A) Espécimes de esmalte posicionadas ao centro do metalon; B) Vertimento
da resina de poliestireno para inclusdo dos espécimes; C) Espécimes prontas apos 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 refrigeracdo a d4gua em alta velocidade por 10
minutos 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 % pum - AROTEC, Sao Paulo, SP, Brasil), em alta velocidade por 5 minutos em
cada feltro seguido de 5 minutos de banho em ultrassom com 4lcool absoluto para
remo¢ao das impurezas. Foram consideradas satisfatorias quando ndo foram observados
riscos nas superficies dos corpos de prova. As propriedades micromecanicas: dureza
Vickers (VHN) e modulo de elasticidade (£) do esmalte foram obtidos usando um
indentador dindmico de microdureza (CSM Micro-Hardness Tester; CSM Instrumentos,
Peseux, Suica), do Laboratério de Tecnologia em Atrito e Desgaste da Faculdade de
Engenharia Mecanica da UFU (Figura 8 — A e B). O penetrador do aparelho foi colocado
em trés regides diferentes do esmalte: a primeira a 40 pm a partir da sua borda exterior
(esmalte superficial), a segunda a uma metade da espessura do esmalte (esmalte médio),
e o terceiro a 40 um a partir da juncdo amelodentindria (esmalte profundo) para

determinar o nimero de dureza Vickers (VHN) em diferentes profundidades (de Siqueira
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Mellara, 2014) (Figura 9). 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
segundos, sendo o carregamento maximo de 500mN mantido por 15 segundos. Em
seguida, o carregamento foi gradualmente removido de 500mN a OmN em intervalo de
60 seg. A carga ¢ a profundidade de penetragdo do indentador foram medidas
continuamente durante o carregamento/descarregamento (Soares et al., 2014; Bicalho et
al. 2014). A Microdureza Vickers foi calculada pela formula: VHN = P/A. onde: P ¢ a
carga maxima, A ¢ a area aparente da endentagdo em for¢a maxima. O moddulo de
indentagdo foi calculado a partir da inclinagdo da tangente da curva de profundidade em
forca maxima e ¢ comparavel com o médulo de elasticidade do material (E) (Soares et

al., 2014; Bicalho et al., 2014) e expresso usando a seguinte formula:

£ 1 1=
—_ Usz.Er El

Onde: E;i ¢ o modulo de elasticidade do penetrador de diamante (1,141 GPa), v; € o
coeficiente de Poisson do penetrador de diamante (0,07), E; € o médulo de indentagdo da

area de contato, e vs € o coeficiente de Poisson do esmalte (0,3) (Soons et al., 2010).

Figura 8 - A) Microindentador dindmico utilizado. B) Visdo aproximada da ponta de

diamante do indentador no esmalte.
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Figura 9 - Imagem das indentagdes realizadas no esmalte superficial, médio e
profundo, indicados pelas setas. A indentacdo maior ¢ realizada primeiramente para

calibragdo do aparelho (circulo vermelhos).

4.8- Andlise Estatistica

Os dados foram avaliados quanto a distribuigdao 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 foram analisados usando 2-way ANOVA
(irradiagado e ciclagem de pH). Os dados de microdureza Vickers e modulo de elasticidade
foram analisados utilizando 3-way ANOVA, considerando os fatores irradiagdo,
profundidade e ciclagem de pH, seguido do teste de Tukey. Para todos os testes
empregou-se um nivel de significancia estatistica de p<0,05 e todas as andlises estatisticas
foram realizadas com o pacote estatistico SigmaPlot® Sistema versdo 12.0 (Systat

Institute Inc., de San Jose, CA, EUA).

5 - RESULTADOS

5.1 Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier (FTIR)
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Com relacao aos espectros dos diferentes grupos: NI, IU e IF, com a ciclagem e
sem a ciclagem de pH, podem ser observados na figura 10 (A e B respectivamente). Nesta
figura, observa-se que ocorreu a manutengdo das principais bandas, e sem a ciclagem de
pH, os espectros estdo praticamente sobrepostos um ao outro, exceto na banda de amida
I, que nota-se uma banda de intensidade menor no grupo IF. J4 apds a ciclagem de pH
ocorre um aumento do contetido matriz organica, mas sendo menos evidenciado no IF.
Além disso apos a ciclagem nota-se perda de intensidade das bandas COs>; e ganho de

intensidade das bandas v3 e v4 PO4>".
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Figura 10. Espectros dos grupos e experimentais, sem ciclagem de pH (A) e depois da

ciclagem de pH (B), respectivamente.

Para a razdo M/M, analise de variancia em dois fatores revela diferencas estatisticas para
irradiacdo, ciclagem de pH e para a interagdo 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 vl e v3 tiveram aumento de suas intensidades. Para CRC, o fator
ciclagem de pH foi significativa (p <0,001), porém o fator irradiacdo e a interacdo entre
os fatores de estudo ndo foi significativo (p = 0,375; p = 0,060). Valores de CRC

diminuiram em todos os grupos apo6s a ciclagem de pH.
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Tabela 4 - Média e desvio padrao (x) para M/ M, CRC do esmalte comparando tipo de

irradiagao e ciclagem de pH.

M:M CRC
Sem Sem
Irradiacdo Ciclagem Ciclagem
ciclagem ciclagem
de pH de pH
de pH de pH
0,017 0,027 0,179 0,146
NI +0,004 +0,001 +0,051 +0,016
Bab Aa Aa Ba
0,020 0,026 0,186 0,116
Iy +0,002 +0,003 +0,019 +0,022
Ba Aa Aa Ba
0,013 0,011 0,176 0,149
IF +0,004 +0,002 +0,010 +0,015
Ab Ab Aa Ba

* Para cada um dos critérios avaliados no estudo (M/M e CRC), letras maitsculas
diferentes mostram diferengas significativas na horizontal, e letras mintsculas diferentes

mostram diferencas significativas na vertical.

5.2 — Microdureza (VHN) e Modulo de elasticidade (E)

Médias e desvios-padrdo para valores de VHN de acordo com os fatores irradiagao,
ciclagem de pH e profundidade do esmalte sdo apresentados na Tabela 2. 3-way ANOVA
revelou diferenga significante para ciclagem de pH (p <0,001). No entanto, ndo foi
encontrada diferenca significativa para o fator irradiagdo (p = 0,429), profundidade do
esmalte (p = 0,058), nem para as interagdes irradiagdo e ciclagem de pH (p = 0,108),
irradia¢do e profundidade do esmalte (p = 0,408), ciclagem de pH e profundidade do
esmalte (p = 0,718), e nem irradiacdo, 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.
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Tabela 2. Médias (MPa) e Desvio-Padrio de () para VHN (N/mm?) do esmalte

comparando tipo de irradiagdo, profundidade do esmalte e ciclagem de pH.

Irradiacdo Sem ciclagem Média Ciclagem de pH M¢édia
de pH Agrupada Agrupada
NI Superficial ~ 486,7 £133,0 619,7 £139,5
Médio 466,2 £103,3  453,0+1029B  613,6 £122,1  625,1 +£151,9 A
Profundo 406,1 £102,5 642,0 £194,0
I Superficial 608,0 £72,9 676,2 £68,2
Médio 512,1 £79,2 4239+71,6 B 561,4 £60,2 589,7 £59,9 A
Profundo 454,8 £62,6 531,5+51,2
IF Superficial 489,3 £37,8 606,9 +202,8
Médio 469,1 £28,1 479,3 +43,1 B 563,1 £178,2  582,3+192,7 A
Profundo 479,6 £63,3 576,9 £197,0

*Letras maiusculas diferentes mostram diferencas significativas na horizontal.

Médias e desvios-padrao para valores de E de acordo com os fatores irradiagao,
ciclagem de pH e profundidade do esmalte sdo apresentados na Tabela 3. 3-way ANOVA
revelou diferenga significante para o fator irradia¢do (p <0,001), ciclagem de pH (p
<0,001) e para a interagdo irradiagdo e ciclagem de pH (p <0,001). No entanto, nenhuma
diferenca significativa foi encontrada para profundidade do esmalte (p = 0,293), nem para
as interagdes irradiagdo e profundidade do esmalte (p = 0,850), ciclagem de pH e
profundidade do esmalte (p = 0,619) e para irradiagdo, 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 £ aumentados. Apos a ciclagem de pH, NI apresentaram valores mais baixos de E.
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Tabela 3 - Médias e desvios-padrao (+) para £ (GPa) do esmalte comparando tipo de

irradiacdo, ciclagem de pH e profundidade do esmalte.

Sem ciclagem de

Irradiagao oH Média Agrupada  Ciclagem de pH  Média Agrupada

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

Profundo 42,37 £3,11 63,04 £2,35

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

Profundo 66,92 +0,93 67,52 £6,14

IF Superficial 62,94 £3,72 75,22 £11,91
Meédio 61,22 £3,96 61,64 £2,89 Bb 73,90 £12,42 74,07 £11,30 Aa

Profundo 60,78 +4,37 73,09 £9,57

Legenda: Letras maitusculas diferentes mostram diferencas significativas na horizontal
(ciclagem de pH). Diferentes letras mintisculas apresentaram diferengas significativas na

vertical (irradiagdo).

6 - DISCUSSAO

A hipotese nula gerada neste trabalho foi rejeitada, pois a radiagdo gerada pelo
acelerador linear alterou a composi¢dao quimica e as propriedades mecanicas do esmalte
dental. Sabe-se que a radioterapia ¢ uma forma terapéutica amplamente utilizada para o
tratamento de neoplasias, de forma exclusiva ou associada a cirurgia e a quimioterapia
(Dobbs et al., 1999; Kielbassa et al., 2006; Lazarus et al., 2007).

Segundo o Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva, o principio
do procedimento ¢ basicamente a utilizacdo de radiagdes ionizantes que podem ser
eletromagnéticas ou corpusculares e que, carregam energia ao interagirem com os tecidos
dando origem a elétrons rapidos que ionizam o meio e criam efeitos quimicos como a
hidroélise da dgua e a ruptura das cadeias de DNA. Nesse processo atomos sdao quebrados
e as estruturas das moléculas quimicas podem ser alteradas, no sentido de destruir as
células quando realizarem a proliferacao celular.

Na pratica terapéutica, uma dose pré-calculada de radiacdo ¢ aplicada em

determinado tempo ao tecido que engloba o tumor, buscando erradicar todas as células
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tumorais. Espera-se menor dano possivel as células normais circunvizinhas, a custa das
quais se fara a regeneracdo da area irradiada. Para que o efeito bioldgico atinja maior
numero de células neoplasicas e a tolerancia dos tecidos normais seja respeitada, a dose
total de radiagdo a ser administrada ¢ habitualmente fracionada em doses diarias iguais,
quando se usa a terapia externa (Pro-Onco et al., 1993).

Embora o tratamento de pacientes com cancer de cabeca ou pescogo com a
radioterapia, seja uma forma nao invasiva, visando menores danos possiveis ao paciente
oncologicos, € possivel observar algumas alteragdes clinicas decorrentes da radiagao.
Dentre elas estdo: mucosite, hipossalivagdo, perda de paladar, osteorradionecrose, carie
de radiagdo e trismo, bem como o desenvolvimento de anormalidades dentais e
maxilofaciais em pacientes pediatricos, que podem acontecer devido a exposi¢do a altas
doses afetando a cavidade bucal, maxila, mandibula e glandulas salivares (Vissink ef al.,
2003; Jham e Freire et al., 2006).

Além disso, sdo frequentemente observadas caries por irradiagdo que se
desenvolvem rapidamente e sdo consideradas formas altamente destrutivas de carie
(Jongebloed et al., 1988; Kielbassa et al., 2006). Com a irradiagdo, ocorre alteragdes do
ambiente oral, ocorrendo alteragdes gustatorias e dietéticas levando a preferéncia por
alimentos macios e ricos em carboidratos (Mekhail et al., 2001), queda no pH,
dificuldades de higienizacdo e alteracdes nas glandulas salivares, que causam a
hipossalivagdo, alterando assim o fluxo e a composicdo da saliva que altera o
comportamento da flora bacteriana presente na cavidade oral, tornam o meio oral desses
pacientes altamente cariogénico (Kielbassa et al., 1997; Vissink, et al., 2003). Portanto
diante das consequéncias geradas pela radioterapia, € necessario estudo para analisar se a
irradiagdo ¢ capaz de alterar a composi¢do quimica e as propriedades mecénicas do
esmalte. Sendo um dos fatores de estudo, o fluor, avaliando se sua agdo minimizaria os
efeitos da radiagdo nos elementos dentais. Mas para a compreensdo detalhada deste
estudo, € necessario compreender a microestrutura do esmalte dental.

O esmalte dental, estrutura que recobre a coroa dos dentes, ¢ o tecido mais
mineralizado do nosso organismo, formado por células epiteliais originados do
ectoderma. Além disso, quando totalmente formado e apds a erupgao do dente, € o inico
tecido mineralizado completamente acelular, ou seja, ¢ o unico tecido que nao mantém
relagdo com as células que o formaram. O esmalte ¢ altamente inorganico, sendo em torno
de 97% de porg¢ao inorgénica, 1% orgénica e 2% de dgua. Dentre essa por¢do inorganica

¢ composto de cristais de fosfato de célcio na forma de hidroxiapatita, carbono, sédio,
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magnésio, cloreto, potassio e fluor. J& a parte organica ¢ constituido basicamente de
proteinas. E por essa razio que o esmalte é um tecido duro, altamente fridvel e suportado
pela dentina, caso ndo houvesse a dentina o esmalte se quebraria pela baixa resisténcia,
desta forma, a dentina, um tecido subjacente, ¢ mais resiliente, atua na sustentagdo do
esmalte e reduz a possibilidade de fratura durante os processos de mastigagao. O esmalte
¢ de natureza cristalina, portanto ¢ transliicido e sua morfologia é basicamente constituida
de uma estrutura prismatica que se estende desde a dentina até a superficie do esmalte.
(Eduardo Katchburian e Victor Arana et al., 2012).

A carie dental ¢ um processo destrutivo dos tecidos mineralizados devido a agdo da
placa bacteriana na cavidade oral e pode ser descrita como um processo de
desmineralizacdo e remineralizagdo dos tecidos (Larsen e Brun et al., 1995). O processo
carioso ocorre decorrido devido ao desequilibrio do pH bucal, o ideal seria um pH neutro
ou mais basico, mas com o passar do dia, ao nos alimentarmos, a boca tende a alterar seu
pH, sendo o pH acido favoravel para o processo carioso. Para facilitar o entendimento, ¢
necessario compreender o mecanismo desse processo que ¢ chamado DES x RE, onde

ocorre desmineralizag¢ao e remineralizacdo constantemente no meio bucal.

Cas(P0O4)30H(s) 2 5Ca**(aq) + 3P04*(aq) + OH (aq)

Essa via esta em constantes transformagoes, podendo estar deslocada para a
direita ou esquerda

A carie envolve a dissolucdo da fase mineral, principalmente dos de cristais de
hidroxiapatita, por 4cidos produzidos pela fermentagdo bacteriana (Newbrun et al., 1982).
E uma doenca multifatorial, sendo relacionada com a queda do pH, saliva, radiagao, etc.
Portanto sua progressdo sera determinada pelas perdas de mineral, a principio do esmalte
dental, que ir4 favorecer para o surgimento ou nao de cavidades cariosas (Gongalves et
al., 2003).

Sabendo que pacientes com xerostomia possuem maiores chances de desenvolver
a carie, compreendemos que o fator de estudo desse trabalho que ¢ irradia¢do pode estar
diretamente relacionado com pacientes oncoldgicos e que realizam tratamento

radioterapico.
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Nesse contexto entra o flior, que até entdo ¢ considerado como um elemento que
poderia influenciar, minimizando os efeitos da carie. O flior, ¢ um mineral que
combinado ao esmalte dental atua de varias formas, dentre elas: inibindo o metabolismo
bacteriano ap6s sua difusdo para o interior da bactéria, como moléculas de acido
fluoridrico; inibindo a desmineralizagao, por meio da formagao de cristais tipo fluoreto
de célcio (CaF») que se depositam na superficie; tendo potencial de remineralizagdo em
areas desmineralizadas (Cury et al., 2001). E valido ressaltar que esse processo esta em
constantes transformagdes e ¢ influenciado pelo pH, mas sem davidas nenhuma, o fluor
atua no sentido inverso da reacdo, tentando deixar o pH mais alto, desta forma
remineralizando o esmalte. O fluor substitui as hidroxilas originando hidroxiapatitas
fluoretadas. Quando o fluor ¢ incorporado, ele promove aumento no tamanho e espessura
nos cristais de hidroxiapatia, diminuindo assim a solubilidade desses cristais de
hidroxiapatita (Groeneveld ef al., 1990).

Neste estudo, foi feita analise com Espectroscopia Infravermelha Transformada
de Fourier (FTIR), a fim de avaliar as mudangas quimicas que a irradiacdo poderia
causar na estrutura do esmalte. A Espectroscopia por FTIR ¢ um ensaio ndo destrutivo
que avalia mudancas quimicas ocorridas sobre a superficie dos tecidos dentais, sendo
avaliadas nessa pesquisa: Razao Matriz/Mineral (M/M) e o Contetido relativo de
carbonato (CRC) das amostras dos diferentes grupos.

Foi feita a analise da parte organica, ja que sabemos que com a radiagao essas
ligacdes que o esmalte possui sdo alteradas. As amostras dos grupos foram interpretadas
através de bandas que sdo as alteragdes de picos que o programa do Software OPUS
oferece.

A Razdo Matriz/Mineral (M/M) ¢ a relagdo da matriz organica em relagcdo a matriz
inorganica. A matriz organica influencia a quantidade, a qualidade e a distribui¢ao dos
cristais minerais, € que pode alterar a arquitetura hierarquica do esmalte e afetar suas
propriedades mecanicas (Sa et al., 2014). O grupo IF sem a ciclagem apresentou os
menores valores da razdo M/M, desta forma conclui-se que os ions fluoreto substituiram
os ions hidroxilas na hidroxiapatita, diminuindo o espago preenchido pela matriz organica
(Soares et al., 2010). Esse mesmo grupo apds a ciclagem manteve os valores da razao
M/M semelhante a antes do processo de ciclagem. Evidenciando que com o fluor ocorre
menor queda de pH, diminuindo a solubilidade do esmalte dental (Ten Cate et al., 1999).

Janos grupos NI e IU, com a ciclagem do pH ocorreu um aumento da a razdo M/M, desta
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forma ocorreu uma dissolugao superficial do contetido mineral do esmalte proveniente do
contato com acidos da solug@o desmineralizadora, expondo mais matriz organica.

O Conteudo relativo de carbonato (CRC), indica a quantidade do conteudo de
carbonato presente no esmalte dos diferentes grupos avaliados no estudo. O carbonato
confere uma maior solubilidade e instabilidade ao esmalte (Xu et al., 2012). De acordo
com os resultados, ndo houve diferengas significativas entre grupos que passaram pelo
protocolo radioterapico. Mas apds a ciclagem de pH, ou seja, apds ser mantido em um
meio acido, o grupo NI e IU teve quedas consideraveis do CRC, ocorrendo uma
diminui¢ao do conteudo de carbonato e aumento do conteudo de fosfato.

Com esse resultado, conclui-se que de fato as regides com deficiéncia de calcio e
ricas em carbonatos sdo especialmente suscetiveis ao ataque de acidos dos ions de
hidrogénio durante a desmineralizacdo (Featherstone et al., 1999). E quando ocorre a
remineralizacdo temos a inclusdo do ion fosfato. Os grupos NI e IU passando pela
ciclagem de pH possuiam uma maior dissolu¢do mineral do que o IF, pois eles
apresentaram um maior ganho de fosfato durante a remineralizagdo, o qual é mais solavel
que o proprio esmalte. Comprovando entdo, que o grupo IF teve uma maior integridade
do contetdo mineral, sendo o flior eficaz para uma maior protecdo da estrutura do
esmalte.

Além da composicdo quimica, foram analisados também as propriedades
mecanicas. As propriedades mecanicas do esmalte foram avaliadas por teste de
indentagao dinamico, que permite a determinagao tanto do modulo de elasticidade como
da microdureza Vickers do esmalte.

O modulo de elasticidade (E) representa a rigidez de um material (Zhang et al.,
2014). Quanto menor o modulo de elasticidade, menos rigido serd o material e maior ¢ a
sua capacidade de recuperacao elastica (Kinney et al., 2003). J& a microdureza mensura
a resisténcia do esmalte a deformacao (Kinney et al., 2003; Zhang 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 juncdo
amelodentinaria (Baldassarri et al., 2008). Adicionalmente, a radiacdo altera as ligacdes
proteicas (Baker ef al., 1982) e ¢ capaz de degradar fibrilas colagenas da dentina (Fisher
et al., 1971; Pioch et al, 1992; Walker et al., 1995; Soares et al, 2011; Gongalves
et al., 2014). A degradagdo do coldgeno se d4 por meio da descarboxilagdo de ligacdes

laterais de carboxilato de colageno (Fréanzel ef al., 2006). Essas ligagdes sdo responsaveis
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pela interacdo da matriz orgdnica da dentina com cristais de apatita, e, com a quebra
dessas ligacdes ha reducdo da interagdo mineral-organica o que gera maior fragilidade ao
tecido (Frazel et al., 2006). Esta alteragdo do colageno pode ter afetado a regido
interprismatica do esmalte, uma vez que nesta regido concentra-se grande quantidade de
proteinas e agua (Santin ef al, 2014). O material organico neste tecido permite uma
melhor distribuicao de cargas entre os prismas (Ten Cate et al., 1994), e com a degradacao
desse material pela radiagdo ionizante, a capacidade dessa estrutura em absorver e dissipar
energia pode ser diminuida e os prismas se tornarem mais fridveis (Santin et al., 2014).
Além disso, a radiagdo 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 degradagdo
da 4gua presente no esmalte dental pode resultar em um tecido hipermineralizado e
desidratado, se tornando mais suscetivel a fratura (Santin ef al., 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 diminui¢do, degradacao da matriz organica e da 4gua da regido
interprismatica, gerando um tecido mais fragil e fridvel.

Os modelos de ciclagem de pH foram concebidos para simular as variagdes
dindmicas da saturagdo mineral e pH associado com o processo de carie (White et al.,
1995). Simular eventos especificos do processo de carie em condigdes controladas
permite a investigacdo de varidveis mecanicistas individuais, o que seria extremamente
dificil de fazer em condig¢des in vivo (White ef al., 1995). No presente estudo, um modelo
de ciclagem de pH foi escolhido para simular o desafio cariogénico, pelo qual pacientes
irradiados na regido de cabeca e pescoco passam diariamente. Com a ciclagem de pH, o
esmalte apresentou um aumento da VHN e do E. Na presencga de 4cidos advindos do meio
bucal, uma queda do pH ocorre e consequentemente temos inicio a uma dissolu¢ao
incipiente do esmalte superficial (Margolis € Moreno et al., 1990). Em seguida, em um
momento de remineralizagdo, ¢ observada uma precipitacdo de minerais menos soluveis
nas porosidades do esmalte formados durante a desmineralizagdo. Neste estudo, o mineral
precipitado foi o fosfato presente na solugdo remineralizadora, confirmando os achados
do FTIR, em que um aumento do contetido de fosfato foi visualizado com a ciclagem de
pH (Margolis e Moreno ef al., 1990; Ten Cate et al., 2015), ratificando o aumento da

microdureza.
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A andlise da profundidade do esmalte realizada neste estudo, nao apresentou
diferengas estatisticas, o IF apresentou uma certa constincia nos valores de dureza e
modulo de elasticidade nas trés profundidades avaliadas; o que ja ndo ocorreu para o NI
e IU, independentemente da ciclagem de pH. Mais uma vez demostrando a importancia
do fluor nas modificacdes das propriedades do esmalte, demonstrando seu efeito anti-

cariogénico (Cury et al., 2001).

Mais estudos sdo necessarios para obter-se informagdes que podem ser utilizadas
para a concepcdo de um desafio cariogénico na tentativa de simular a carie de radiacdo,
quer seja um modelo biologico ou quimico. Estudos clinicos sdo necessarios para
confirmar os resultados de estudos in vitro e para criar protocolos, a fim de minimizar ou

neutralizar carie de radiagao ¢ danos do tecido duro dental.

7- CONCLUSOES:

Baseado nos resultados deste estudo in vitro, pode-se concluir que:

1- A radioterapia ndo alterou as bandas de absor¢cao do conteudo inorganico do
esmalte. No entanto, o contetido orginico do esmalte aumentou apds a radiacao
ionizante.

2- A radioterapia alterou as propriedades mecanicas do esmalte, havendo um
aumento do modulo de elasticidade.

3- Apos a ciclagem de pH, houve remineralizagdo do esmalte, com aumento do
conteudo de fosfato, e diminuicdo do conteudo de carbonato. Também ocorreu
um aumento das propriedades mecanicas.

4- O fluor ajudou a manter o conteido mineral do esmalte irradiado e ciclado,
fazendo com que houvesse uma menor exposi¢ao da matriz organica € uma

manutencdo da morfologia externa do mesmo.
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Apresentacao do Projeto:
Conforme apresenta o protocolo:

Cancer de cabega e pescogo da cavidade oral, faringe e laringe tém sido reconhecidos como canceres com
alta prevaléncia (Jemal et al., 2008); é responsavel por uma incidéncia de 900.000 casos novos por ano no
mundo (Silveira, A. L. et al,2012), sendo a sexta causa de morte por cancer em todo o mundo (Ruiz et al,
2006). No Brasil em 2012 a estimativa de novos casos era de 14.170, sendo 9.990 homens e 4.180
mulheres (INCA, Incidéncia de Cancer no Brasil - Estimativa/2012). Diferentes métodos para tratamento de
cancer de cabeca e pescogo estao disponiveis, como: cirurgia, irradiagao, quimioterapia ou uma
combinagéo destes tratamentos (Beumer, Curtis e Marunick, 1996). A radioterapia consiste em dirigir uma
dose correta de radiagao para a massa tumoral, tentando minimizar a dose recebida por areas fora da zona
do tumor (Nectarios e Chris, 2001). A maioria dos oncologistas tratam seus pacientes com “fracionamento
ideal". Este tratamento consiste de uma dose total de 65 a 72 Gy de radiagao de alta energia de raios-x em
fracgoes diarias de 1,8 a 2 Gy durante um periodo de 7 semanas, 5 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
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mudangas adversas na cavidade oral (Specht, 2002; Kielbassa et al., 2006). Muitos tecidos orofaciais sao
afetados, com radiagao ionizante. Alguns dos mais importantes sao glandulas salivares, dentes, membranas
mucosas, 0ssos e papilas gustativas (Andrews e Griffiths, 2001). A maior parte das consequéncias sao
temporarias, como a perda do paladar, tecidos moles sensiveis ou dolorosos, infecgées 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 os musculos atrofiados na
regiao da mandibula, trismo, mudangas da microflora bacteriana e de proteinas e a osteorradionecrose da
mandibula (Jham e da AR, 2006; Kielbassa et al., 2006; Beumer, Curtis e Marunick, 1996).Uma das
implicacoes da radiagao de cabega e pescoco é a hipossalivagado que pode causar a xerostomia, sensagao
de secura da boca (Osailan et al., 2011; Lee et al., 2002) e tem sido documentada quando a produgao de
saliva nao estimulada é reduzida em pelo menos 40% (Dawes, 1987; Wolff e Kleinberg, 1999). A
hipossalivagao é causada por danos da radiagao as glandulas salivares, e tipicamente surge quando excede
doses de 15 a 20 Gy (Wescott et al., 1978; Fall-Dickson e Berger, 2007; Eneroth, Henrikson e Jakobsson,
1972). Trinta Gy é o limiar da glandula salivar; além deste nivel de radiagao, o dano para as glandulas e
permanente (Walker et al., 2001). A xerostomia permanente & um dos efeitos tardios mais prevalentes,
podendo ocasionar alteragdo no paladar e facilitando o aparecimento de candidiase e carie. E por ultimo e
n@o menos importante, ocorrem as alteragdes na estrutura dentaria. A gravidade e a extensao dos efeitos
da radiagao dependem do conteudo mineral e organico das estruturas do dente. A por¢ao mineralizada e
suscetivel a danos em sua fase cristalina (Aoba et al., 1981; Kielbassa et al., 1999; Pioch et al., 1991),
diminuindo suas propriedades mecanicas (Kielbassa et al., 1999) e sua resisténcia ao desgaste (Jervoe,
1970) e reduzindo a sua resisténcia ao ataque acido (Kielbassa et al., 1999). Alteragdes fisicas e quimicas
do esmalte como resultado direto da radioterapia foram documentadas (Aoba et al., 1981; Geoffroy e
Tochan- Danguy, 1985; Jervoe, 1970; Shulin, 1989). Pouco tempo apos a irradiagao, o esmalte mostra
extensa destruigao da estrutura prismatica (Grotz et al., 1998). Esta desmineralizagao em esmalte irradiado
apresenta um padrao diferente do que o esmalte nao irradiado (Grétz et al., 1998; Jansma et al., 1993). O
esmalte irradiado mostra-se mais vulneravel a ataques de acido do que o esmalte saudavel (Grétz et al.,
1998, Kielbassa et al., 1999; Kielbassa et al., 2002). Também observa-se uma redugao da resisténcia a
tragao devido a alteragdes no componente da proteina deste substrato (Soares et al., 2010). A profundidade
de desmineralizagao e solubilidade do esmalte é controverso, alguns estudos tém demonstrado nenhuma
diferenga entre esmalte irradiado e nao irradiados (Wen, 1989; Shannon et al., 1978), outros descrevem
uma
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maior solubilidade apos irradiagao (Jansma et a., 1988; Joyston-Bechal, 1985), ou até mesmo um ligeiro
decréscimo na solubilidade (Pioch et al., 1991). No entanto, alteragées importantes de radioterapia em
dentina sao devidas a danos das fibrilas de colageno (Cheung et al., 1990), resultando em uma redugao
significativa da dureza (Kielbassa et al., 1999), da resisténcia ao desgaste (Davis, 1975), da tragao e da
estabilidade da jungdo amelo-dentinaria (Pioch, Golfels, Staehle, 1992).Dentro de 3 meses apos a
radioterapia na regiao da cabega e pescogo 0s primeiros sinais de deterioragao do tecido duro dos dentes
sao visiveis (Vissink et al., 2003; Wostmann e Rasche, 1995). Alguns sinais visiveis desta deterioragao
frequentemente visto sao areas de porosidade do esmalte, formagao de cavitagoes com a exposigao do
esmalte subsuperficial, ou até mesmo da dentina subjacente. A esta deterioragéo atipica da se o nome de
carie de irradiagao e esta aumenta rapidamente e na maior parte sem dor (Jansma et al., 1993; Walker et
al., 2001; Kielbassa et al., 2006). Pode se justificar o aparecimento dessa alteragdo uma vez que ocorre
uma diminuigdo do fluxo salivar, reduzindo assim a efetividade da saliva em promover sua atividade
lubrificante nos dentes e mucosa, tornando o pH bucal acido. As agoes tampao e de limpeza apresentam-se
ineficazes porque as atividades microbianas e eletroliticas da saliva também passam a ser inadequadas. As
vezes, é visivel como uma coloragao marrom do esmalte ou da dentina. Esta coloragao é principalmente
localizada nas regioes cervical e incisal dos dentes (Jansma et al., 1993; Silva et al., 2009). O flior tem se
provado ser um tratamento eficaz para a prevengao da carie dentaria, inibindo a desmineralizagao,
reforgando a remineralizagao (Wefel, 1990), reduzindo a atividade metabolica de bactérias, assim como a
permeabilidade do esmalte (Fried et al., 1996; Maung et al., 2007a; Pandit et al., 2011). Estudos tém
demonstrado que um tratamento associando o laser com o fluor faz o esmalte mais resistente ao acido do
que qualquer tratamento de laser ou de fllor isolados (Flaitz et al., 1995; Hsu et al., 2001). Nesse contexto,
torna-se importante avaliar o efeito da aplicagao do laser associado ao fltior na desmineralizagdo do esmalte
irradiado.

Objetivo da Pesquisa:
Segundo apresenta o protocolo:

Primario: Verificar o efeito da aplicagéo do flior, do laser e do laser associado ao fluor nas propriedades
mecanicas, quimicas e morfolégicas do esmalte irradiado.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Segundo os pesquisadores:
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Riscos: O unico risco € a identificagdo do sujeito de pesquisa no momento da coleta do dente, o que
contraria a Resolugao 466/12, porem a equipe executora se compromete em nao revelar em nenhum
momento da pesquisa a identidade dos pacientes que aceitarem participar. Os dentes utilizados serdo
dentes com indicagao clinica de exodontia e os pacientes que concordarem farao a doagao destes dentes
por escrito ao assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido.

Beneficios: cientificos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Segundo apresenta o protocolo:

Apos aprovagao no comité de ética em pesquisa com seres humanos da Universidade Federal de
Uberlandia, serao coletados 60 dentes terceiros molares humanos. Esse valor foi obtido apoés realizagao de
calculo amostral, considerando que a variavel a ser analisada apresenta um desvio padrao em torno de 3,9
Mpa. Considerando ainda uma margem de erro de 2,4 MPa, um nivel de confianga de 95%, o tamanho
amostral minimo, de acordo a metodologia sugerida por Fonseca & Martins (2006), € 30 hemisecgdes por
grupo/ metodologia. Os dentes serao coletados nas Clinicas de Cirurgia da FOUFU e no Pronto Socorro
Odontolégico da Instituigao. Os dentes deverao ter indicagao clinica de exodontia e prévio consentimento
dos pacientes que estarao cientes do uso nesta pesquisa e assinarao um termo de doagéao dos dentes.
Apds a obtengdo dos dentes, estes serao inicialmente seccionados 1mm abaixo da jungdo amelocementaria
e em seguida seccionados no sentido meésio/distal, obtendo-se duas metades, sendo uma correspondente a
hemissecgao vestibular e outra a hemissecgao lingual ou palatina, num total de 120 hemissecgoes. As
hemissecgoes serao divididas em dois grupos (n=60): Grupo nao irradiado; e Grupo Irradiado. O grupo
irradiado sera submetido ao protocolo radioterapico utilizado pelos pacientes do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro a partir do equipamento acelerador linear (Acelerador Linear -
Clinac 600C Varian® - Feixe de 6 MV), sendo os dentes irradiados com 2 Gy diarios, 5 dias por semana
durante 30 dias; e grupo nao irradiado, armazenado em agua destilada e deionizada a uma temperatura de
4°C.Todos os dentes serdao submetidos aos tratamentos remineralizadores, podendo ser antes ou apos o
desafio acido. As hemissecgoes serao cobertas com verniz de unhas, deixando expostas 4 janelas de 2x2
mm, aleatoriamente designados para cada tipo de tratamento que sera aplicado: controle (C), laser (L), flior
(F), ou laser + fluor (FL). O desafio acido consistira em um processo de ciclagem do pH, simulando
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0 processo de desmineralizagao-remineralizagao que ocorre na boca.Este trabalho sera dividido em dois
objetivos: Objetivo especifico 1: Avaliar a influéncia de diferentes tratamentos na prevencao da
desmineralizagao do esmalte de dentes submetidos ao tratamento radioterapico. Nesta primeira parte, serao
utilizadas 30 hemissecgdes de cada grupo e o desafio acido sera realizado apos a aplicagao das terapias.
Objetivo especifico 2: Avaliar a influéncia de diferentes tratamentos na remineralizagao do esmalte de
dentes submetidos ao tratamento radioterapico.Nesta segunda parte do trabalho, também serao utilizadas
30 hemissecgdes de cada grupo, porém o processo de desmineralizagdo-remineralizagao sera realizado
anteriormente as terapias.Todas as hemisecgoes serao submetidos as sequintes avaliagoes:- §
hemisecgoes de cada grupo serao levados ao Micro-CT para avaliagao do perfil mineral; - 5 hemisecgdes de
cada grupo serdo avaliados por meio de microscopio eletronico de varredura;- 5 hemiseccgoes dos grupos
serao avaliados por meio de microscopia confocal a laser (Microscopio invertido Confocal LSM 510 Meta);-5
hemisecgdes de cada grupo serao utilizados para avaliagao quimica por meio de Espectroscopia
Infravermelha Transformada de Fourier (Vertex 70, Bruker Corporation, Billerica, MA, EUA).- 5 hemisecgoes
de cada grupo serdo utilizados para analise das propriedades mecénicas de dureza Vickers (VHN) e madulo
de elasticidade (E) usando um indentador dindmico de microdureza (CSM Micro-Hardness Tester;
Instruments CSM, Peseux, Suiga). -5 hemisecgdes de cada grupo serao avaliadas por meio de microcopio
de luz polarizada.

Apresenta o calculo amostral.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Folha de rosto adequada

Instituigao co-participante: Universidade Federal do Triangulo Mineiro.
Cronograma atualizado.

Financiamento proprio.

TCLE adequado.

Recomendagoes:

Nao ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
As pendéncias apontadas no parecer numero 1.007.501 de 01 de Abril de 2015, foram atendidas.
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De acordo com as atribuigoes definidas na Resolugao CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovagao do
protocolo de pesquisa proposto.

O protocolo nao apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redagao e da metodologia apresentadas.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Data para entrega de Relatorio Final ao CEP/UFU: Fevereiro de 2016.

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGCAQ DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugao 466/12, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatorio da pesquisa e 0s
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- podera, por escolha aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatorio e documentagéo
pertinente ao projeto.

c- a aprovagao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a Resolugao
CNS 466/12, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Orientagoes ao pesquisador :

* O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagao alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12 ) e
deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado.
* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS 466/12),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano néao previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos
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grupos da pesquisa que requeiram agao imediata.

* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS 466/12). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagao ao CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

» Eventuais modificagées ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97,
item 1ll.2.e).

UBERLANDIA, 17 de Junho de 2015

Assinado por:
Sandra Terezinha de Farias Furtado
(Coordenador)
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