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RESUMO

A carie relacionada a radiagdo € um dos principais efeitos colaterais
tardios da radioterapia de cabega e pescogo. Ela é considerada uma doencga
unica devido as suas caracteristicas de instalagdo, progressao e aspecto
clinico. Este trabalho objetivou avaliar diferenga na composi¢do quimica da
carie relacionada a radiacdo em comparagao a carie comum. Dez pré-molares
cariados foram criteriosamente selecionados, sendo 5 de pacientes néao
irradiados, e 5 de pacientes irradiados na regido de cabeca e pescogo. Avaliou-
se a dentina sadia e a cariada em cada dente por meio das espectroscopias de
Infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR) e de energia dispersiva
(EDS). Os parametros analisados pelo FTIR foram: razdo fosfato/amida I, razado
carbonato/mineral, razdo amida I/amida Ill. A partir do EDS, calculou-se a razao
Ca/P. FTIR revelou menores valores da razédo fosfato/amida | para dentina
afetada por carie e irradiada. Para a razdo carbonato/mineral, apenas a
interacao entre os fatores de estudo foi significativa (p=0,035). Revelou maiores
valores da razdo carbonato/mineral para o grupo irradiado e menores valores
da dentina sadia e afetada por carie no grupo irradiado. A razdo amida l/amida
Il mostrou diferenca significativa apenas para a carie (p=0,005). A dentina
afetada por carie mostrou uma propor¢do maior que a dentina sadia. EDS
revelou uma interacado significativa para dos valores de Ca e P (p=0,036 e
p=0,020, respectivamente) entre os fatores irradiacdo e carie, com dentina
sadia nao irradiada apresentando maiores valores de Ca e P do que a dentina
afetada por carie nao irradiada. Para os valores da razdo Ca/P, houve uma
diferenga significativa para a irradiacdo (p=0,01). Entretanto, o fator carie
(p=0,252) e a interagdo entre os fatores nao foram significantes (p=0,445).
Valores menores da razdo Ca/P foram registrados para a dentina irradiada em
comparagdao com a dentina ndo irradiada. Conclui-se que a carie altera a
composi¢ao quimica da dentina, contudo na carie relacionada a radiagdo essas

mudancgas ocorrem de forma mais agressiva.

Palavras-chave: carie dentaria, espectroscopia, radioterapia.



ABSCTRAT

Radiation-related caries is one of the major late side effects of head and
neck radiotherapy. It is considered a single disease due to its characteristics of
installation, progression and clinical aspect. This work aimed to evaluate the
difference in the chemical composition of caries related to radiation in
comparison to normal caries. Ten carious premolars were carefully selected, of
which 5 were non-irradiated and 5 were irradiated in the head and neck region.
Carious and healthy dentin were evaluated in each tooth by means of Fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR) and dispersive energy (EDS)
spectroscopies. The parameters analyzed by FTIR were: phosphate/amide |
ratio, carbonate/mineral ratio and amide I/amide Ill ratio. From EDS, the Ca/P
ratio was calculated. FTIR revealed lower values of phosphate/amide | ratio for
caries-affected and irradiated dentin. For carbonate/mineral ratio, only the
interaction between the study factors was significant (p=0.035). FTIR revealed
higher carbonate/mineral ratio values for the non-irradiated group and there was
a decrease in sound dentin and caries affected dentin in the irradiated group.
Amide I/amide Ill ratio showed significant difference only for caries (p=0.005).
Caries affected dentin showed a greater ratio than sound dentin. EDS revealed
values of Ca and P statistically significant (p=0.036 and p=0.020, respectively)
between the irradiation and caries factors, with non-irradiated sound dentin
presenting higher values of Ca and P than non-irradiated caries affected dentin.
For Ca/P ratio values, EDS revealed a statistically significant difference
between irradiation (p=0.01). However, the factor caries (p=0.252) and the
interaction between factors was not statistically significant (p=0.445). Lower
values of Ca/P ratio was registered for irradiated dentin compared to non-
irradiated. It was concluded that caries changes the chemical composition of
dentin, and that in radiation related caries these changes occur more
agressively.

Key words: dental caries, radiotherapy, spectroscopy.



INTRODUCAO

Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 tipos diferentes
de doengas que tém em comum o crescimento desordenado de células
anormais com potencial invasivo (INCA, 2018). Sua origem se da por
condigdes multifatoriais que podem agir em conjunto ou em sequéncia para
iniciar ou promover o cancer. Segundo o Instituto Nacional de Céancer José
Alencar Gomes da Silva, do Ministério da Saude, em sua estimativa de 2018,
eram esperados aproximadamente 14.700 novos casos de cancer de boca,
sendo 11.200 homens e 3.500 mulheres no ano de 2018 (INCA, 2018).

Ha diversas formas de tratamento do cancer, como cirurgia,
radioterapia, quimioterapia ou transplante de medula 6ssea. Em muitos casos,
€ necessario combinar mais de uma modalidade (Beumer, Curtis e Marunick,
1996). A radioterapia € um método capaz de destruir células tumorais,
empregando feixe de radiagdes ionizantes (Pro-Onco, 1993). A radiagéo
ionizante, apesar de apresentar a vantagem de preservar a estrutura dos
tecidos, por ndo ser um tratamento invasivo, acarreta inumeras reacgdes
adversas que afetam de forma significativa a qualidade de vida dos pacientes,
podendo interferir inclusive no andamento do tratamento (Spetch et al., 2002;
Vissink et al., 2003). A intensidade destas reacdes ira depender do volume, do
local irradiado, da dose total, do fracionamento da dose, da idade, das
condigdes clinicas do paciente e dos tratamentos associados (Caccelli & Raport
2008). Sinais e sintomas incluindo mucosites (Denham, 1999), hiposalivagao e
consequente xerostomia (Thomson, 2007), osteoradionecrose (Notani et al.,
2003) e caries de irradiacao (Kielbassa, 2006), sdo comumente relatados na

regiao de cabecga e pescoco.

A carie relacionada a radiacao € decorrente de efeitos indiretos e
diretos da radioterapia. Dentre os efeitos indiretos pode-se citar as mudancas
induzidas pela radiacdo no tecido das glandulas salivares que resultam em
hipossalivacdo, composi¢cdo salivar alterada, diminuicdo do pH, reducido da
capacidade de tamponamento, aumento da viscosidade, mudanca na flora
bucal em diregdo a bactérias cariogénicas (S. mutans, lactobacilos), e
mudangas na dieta (Otmani, 2007). A mucosite € um preocupante efeito agudo
consequente da radioterapia, que resulta em dor, disfagia, maior risco a

infeccbes e alteragbes no estado nutricional do paciente (Pakravan, 2019). A



carie relacionada a radiagao ocorre em locais diferentes do que em carie dental
comum. Os locais mais afetados pds- radioterapia sao as superficies labiais da

regido cervical, cuspides e incisais (Walker et al., 2011).

A carie relacionada a radiacdo pode se desenvolver de repente,
mudando a cor e a translucidez da superficie dental e é considerada uma
doenga unica devido sua rapida progressédo e alto potencial de destruigao,
podendo levar a perda da denticdo total em um curto periodo de tempo e
curiosamente nao esta associada a dor severa. (Kielbassa, 2004; Silva, 2009).
Além do mais, a radiacdo gera efeitos diretos sobre a estrutura dental, que
resultam em modificagdes de esmalte e dentina, incluindo alteracdes
mecanicas e descalcificacdo acelerada dos tecidos mineralizados (Galvao-
Moreira, 2015).

Nesse contexto, a hipotese nula deste estudo foi de que a carie

relacionada a radiagao nio se diferencia quimicamente da carie comum.



OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi comparar a dentina afetada por carie em
pacientes comuns e pacientes submetidos a radioterapia devido ao cancer de

cabeca e pescogo, quanto a sua composig¢ao quimica, variando:

| — Irradiagao

a. Grupo irradiado

b. Grupo néo irradiado

Il - Tipo de dentina
a. Dentina sadia

b. Dentina afetada por carie

Delineamento experimental

Unidade experimental: pré-molares extraidos e cariados de pacientes nao
irradiados, pré-molares extraidos e cariados de pacientes irradiados.

Fator em estudo: Irradiagdo em dois niveis (Dentina ndo irradiada e cariada; e
Dentina irradiada e cariada)

Variavel resposta: Composicdo quimica

Método de analise: Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS) e

Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier (FTIR)

Método estatistico: Os dados foram avaliados quanto a distribuicdo normal
(Shapiro-Wilk) e teste de igualdade de variancias (teste de Levene). Os
parametros fosfato/amida |, carbonato/mineral e amida I|/amida Il foram
analisados usando ANOVA Two-Way (variando radiagdo e tipo de dentina).
Para todos os testes empregou-se um nivel de significancia estatistica de 0,05
e todas as analises estatisticas foram realizadas com o pacote estatistico
SigmaPlot® Sistema versao 12.0 (Systat Institute Inc., de San Jose, CA, EUA).
Amostragem: 10 unidades amostrais, sendo 5 do grupo irradiado e 5 do grupo

nao irradiado.



MATERIAIS E METODOS

I- Revisao de literatura
A radioterapia € uma modalidade de tratamento para tumores malignos
em que as radiag¢des ionizantes agem sobre o DNA nuclear levando a morte ou
a perda da sua capacidade reprodutiva. Muitos dos pacientes que apresentam
cancer de cabecga e pescocgo sdo submetidos a altas doses de radioterapia em
extensos campos de radiacdo que irdo incluir a cavidade bucal, maxila,

mandibula e glandulas salivares (Jham e Freire, 2006).

Sao causados grandes danos radioativos as glandulas salivares, o que
resulta em disfung¢do das glandulas por morte celular e fibrose. A consequéncia
€ a hiposalivagao e a xerostomia, que geram diversos problemas funcionais na
cavidade oral, afetando a fala e o paladar, além de dificuldade na mastigacao e
degluticdo, e propiciar o desenvolvimento de infecgdes como candidiases,

gengivites e aumentar o risco de carie. (Beech et al, 2014).

Silva et al. realizaram um estudo em 2009 com 36 dentes humanos
permanentes que foram extraidos de 11 pacientes com doenca periodontal
avangada que haviam realizado tratamento de radioterapia em regido de
cabeca e pescogo, com mais de 50 Gy de radiagdo. Uma porgao significativa
das amostras apresentava descoloracédo marrom em intensidades variaveis em
superficies de esmalte e raiz, e carie cervical foi vista macroscopicamente em
78% dos espécimes. A microscopia por luz polarizada mostrou diferentes areas
de dentina (zona translucida e dentina desmineralizada) nas amostras e
dentina reacional foi encontrada em grande parte das lesdes cariosas cervicais.
Em todas as lesbGes foram encontradas desmineralizagdes dentinarias € a zona
translucida foi identificada por sua maior densidade de elétrons e deposicéo de
material mineral intratubular ocluindo os tubulos. Sabendo que o odontoblasto é
essencial na formacao e deposicdo de dentina reacional, e que ambos foram
vistos no estudo por meio de microscopia de luz polarizada e elétrons
retrodispersos (BSE) foi descartada a hipétese de que a radiagdo compromete
o metabolismo dos odontoblastos e, portanto, mesmo apdés o tratamento
radioterapico, o complexo dentina-polpa mantém sua capacidade de resposta

contra agressdes, como a carie.
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Em 2010, Konjhodzic-prcic et al. realizaram um estudo na Bdsnia, em
que analisaram trinta pacientes com diagndéstico de doenga maligna de cabeca
e pescogo. Todos os pacientes foram tratados com radioterapia na regido de
cabeca e pescocgo e foram examinados em quatro periodos diferentes: antes do
inicio do tratamento, 3 semanas apds o inicio do tratamento, 3 meses e 6
meses apds o inicio da radioterapia. Avaliou-se o CPO-D (dentes cariados,
perdidos e obturados) médio antes do inicio da radioterapia, que foi 19,4. Apds
3 semanas, o CPO-D permaneceu o mesmo, e trés meses apos, o CPO-D
passou a ser 19,8, enquanto que 6 meses apos, o CPO-D foi de 23,9. Esses
resultados evidenciaram que a carie de radiagao pode acometer o paciente
mesmo que tardiamente, e causa grandes impactos na qualidade de vida, seja

durante ou apds o tratamento.

Gongalves et al. em 2012 realizaram um estudo em que avaliou, in
vitro, os efeitos da irradiacdo com cobalto-60 nas propriedades mecanicas,
morfolégicas e quimicas do esmalte e da dentina de dentes permanentes,
através da microdureza longitudinal, microscopia eletrénica de varredura (MEV)
e espectroscopia de energia dispersiva de raios (EDS). A microdureza do
esmalte e da dentina foi avaliada antes e a cada 10 Gy de irradiacéo, até uma
dose cumulativa de 60 Gy. Os dados foram analisados por meio de analise de
duas variancias e teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%. A morfologia
do esmalte e da dentina foram avaliadas por meio de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) em uma analise semi-quantitativa. Os dados foram analisados
usando Kruskal-Wallis e Dunn’s ou teste exato de Fisher ao nivel de
significancia de 5%. Os resultados mostraram que a irradiagédo dos dentes néo
influenciou a microdureza do esmalte, como um todo, enquanto que, na
dentina, verificou-se uma diminuicdo da microdureza. Com o aumento das
doses de irradiagdo, perceberam-se alteragdes progressivas nas estruturas do
esmalte e da dentina, com uma porg¢ao interprismatica mais evidente, presenca
de fissuras e obliteracbes dos tubulos dentinarios e uma fragmentacao

progressiva das fibras colagenas.

Reed et al. em 2015, realizaram um estudo para entender a relagao de
lesbes cariosas induzidas pela radioterapia, avaliando as propriedades
nanomecanicas e quimicas do esmalte e da dentina e sua composigao

quimica. Secgbes destes terceiros molares foram expostos a 2 Gy, 5 dias por

11



semana, durante 7 semanas totalizando em 70 Gy no final. Utilizou-se a
nonoidentacdo para avaliar o modulo de elasticidade, e microespectroscopia
Raman para avaliar as propriedades quimicas. O moédulo de elasticidade do
esmalte e dentina foi aumentado durante a radioterapia, e de acordo com a
microespectroscopia Raman houve uma reducédo da proteina em relacédo ao
mineral dental. Os autores concluiram que apds a radioterapia houve

mudangas significativas no elemento dental.

Franzel et al., em 2006, realizaram um estudo em que investigou-se 0s
efeitos da irradiacdo na desmineralizagdo e remineralizacdo do tecido dental.
Foram coletados terceiros molares, que foram preparados e atribuidos ao
grupos teste, o qual foi exposto a radiagao até 60 Gy, e um grupo controle néo
irradiado. Os dentes irradiados e nao-irradiados foram desmineralizados, e
depois remineralizados. A técnica de nanoindentacao foi utilizada para medir as
propriedades mecanicas, dureza e elasticidade dos dentes em cada uma das
condigdes. Os resultados apontaram que a irradiagdo diminuiu dramaticamente
0s parametros mecanicos do esmalte e da dentina. Nos dentes irradiados, os
efeitos da desmineralizagcdo foram insignificantes em comparagdo aos dentes
nao irradiados, porém a remineralizacdo levou a uma melhoria parcial das
propriedades mecanicas dos dentes.

Deng et al. em 2015 mostraram em seu estudo que a prevaléncia de
doengas dentarias parece aumentar significativamente ao longo do tempo de
tratamento radioterapico. Realizaram um estudo retrospectivo em pacientes
com cancer nasofaringeo, e os resultados mostraram que as doengas dentarias
aumentaram de 16% no primeiro ano pos-radiacao para 36%, 55% e 74% as 3,
5 e 7 anos apo6s o tratamento, respectivamente. Um dos fatores envolvidos ao
surgimento da carie relacionada a radiagdo foi a diminuicdo da salivacao
consequente do tratamento, que favorece a proliferacdo de bactérias
cariogénicas. Além do mais, a radioterapia pode exercer efeitos diretos na
estrutura de esmalte e dentina, incluindo alteragbes na microdureza e
alteracbes morfolégicas em esmalte e dentina, bem como mudangas na
composi¢ao quimica de ambos.

Gupta et al. em 2015 realizaram uma revisao de literatura a cerca da
carie relacionada a radiagao. Foi apontado que a radiagao causa disfuncao nas

glandulas salivares e consequente hiposalivagéo, o que aumenta o risco de
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carie, uma vez que os tecidos dentais ficam mais susceptiveis a
desmineralizacdo. A radiacdo altera a composi¢cdo da saliva, diminuindo sua
viscosidade, capacidade tamponante e gerando mudangas na concentragao de
eletrodlitos e sistema antibacteriano nela presente, além do pH reduzir de 7 para
5, 0 que favorece processos cariogénicos. Dessa forma, a remineralizagao dos
tecidos dentais ndo ocorre devidamente e os pacientes radioterapicos ficam
sujeitos ao processo de desmineralizagdo. Acompanhado desse processo, ha
uma mudanca na flora bacteriana bucal desses pacientes aumentando as
espécies acidogénicas e cariogénicas como Streptococcus mutans,

Lactobacillus e Candida sp.

Il. Obtencao, selegcao e armazenamento dos dentes

ApOs aprovagao no comité de ética em pesquisa com seres humanos
da Universidade Federal de Uberlandia, sob numero de protocolo
50329715.6.0000.5152, foram coletados nas Clinicas da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Uberlandia e do Programa de
Cuidados Especiais a Doencgas Estomatolégicas (PROCEDE - UFU) 10 pré-
molares humanos cariados, sendo 5 dentes de pacientes que n&o receberam
tratamento radioterapico, e outros 5 provenientes de pacientes que fizeram
radioterapia na regido de cabegca e pescoco. Todos os dentes possuiam
indicacdo clinica de exodontia e prévio consentimento dos pacientes que

estiveram cientes do uso nesta pesquisa.

Apos a coleta, os dentes foram mantidos em agua deionizada. Em
seguida, os dentes foram limpos com curetas periodontais para a remogao de
eventuais restos organicos e calculo. Os dentes foram radiografados para
constatacdao de lesdes cariosas que atingiam a dentina e verificacdo da sua
extensdo. Foram selecionados aqueles que tiveram lesdo com extensao de
pelo menos metade da distancia da superficie externa do esmalte até a camara
pulpar (Toledano et al.,, 2015). Os dentes foram armazenados em agua
deionizada a temperatura de 4°C, até trés meses apos a exodontia.

Os dentes foram divididos em dois grupos (n=5): grupo nao irradiado; e
grupo irradiado. Dessa forma, foi possivel analisar a dentina cariada e sadia

tanto do grupo néo irradiado quanto do grupo irradiado.
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lll- Preparo dos dentes

Os dentes selecionados foram inicialmente seccionados no sentido
oclusal-apical através das lesbes cariosas usando um disco de diamante em
baixa velocidade adaptado em cortadeira de precisdo (Isomet 1000; Buehler,

Lake Bluff, IL, EUA. Em cada hemissec¢do, uma nova secgao paralela a

primeira foi realizada, a fim de se obter uma fatia final de 2mm.

Figura 1 - Sequéncia do preparo das amostras. A - Dente fixado em placa de
acrilico com godiva. B — Dente sendo seccionado ao longo eixo da lesdo de
carie por disco diamantado; C — Fatias geradas do seccionamento do dente; D
— Fatia destinada as analises metodoldgicas.

Todas as amostras possuiam metade da area da secgao transversal sendo
dentina aparentemente normal sob uma lupa estereoscopica. Uma
hemisseccao da coroa foi destinada a analise pelo FTIR e a outra hemissec¢ao

foi destinada a analise quimica por meio do EDS.
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IV- Sintese Metodolégica

FTIR- ATR
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 Reflexdo Total
Atenuada (ATR) (Figura 2). 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 3). 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 é a média de todas essas leituras. Os espectros
foram registados e analisados com o software OPUS 6,5 (Bruker, Ettlingen,
Alemanha) (Figura 4). Apos corregcéo da linha de base e normalizagdo pela
banda do fosfato (702-1190 cm™) dos espectros, os seguintes parametros
quimicos foram analisados: (1) Razao fosfato/amida |, dada pela razdo entre as
bandas em 1035 e 1655 cm™, atribuidas a vibracdo v; do ion fosfato e ao
alongamento C=0 da amida | no colageno, respectivamente; (2) Razao
carbonato/mineral, dada pela relagdo das areas integradas do carbonato v, a
872 cm™ para o fosfato v; a 1035 cm™; (3) Razdo amida I/amida lII, indicada
pela relagéo das éareas integradas da amida | a 1655 cm™' para a amida Ill a
1235 cm™ (Jiang et al., 2007; Liu et al., 2014; Lopes et al., 2018; Rodrigues et
al., 2018; Miranda et al., 2019).

Figura 2 - Espectrometro Infravermelho com Transformada de Fourier, com
dispositivo ATR (Vertex 70, Bruker).
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Figura 3 - Amostra posicionada sobre o cristal do equipamento para leitura.

Fosfato

Carbonato

Amida |

Amida Il

LEOG 00 1400 1200 100D B

Figura 4 - Espectro de dentina sadia obtida por meio do software OPUS 6.5.

EDS
Uma analise elementar semi-quantitativa de calcio (Ca) e fosforo (P) foi

realizada utilizando um espectrémetro EDS (X-act, Oxford Instruments)
equipado com um tubo de raio X de rodio e um detector de semicondutores
arrefecido por nitrogénio liquido (N2) (Figura 5). A tensao no tubo foi ajustada
para 15 kV.

As medicbes foram realizadas sob parametros basicos para emissao

de raios X que sdo caracteristicas dos elementos Ca e P, e os elementos Oz e
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H foram utilizados para o equilibrio quimico. Foram coletados trés espectros na
regido da dentina sadia e trés espectros na regiao da dentina cariada (Figura 5)

por amostra. A média das concentragcbes (wT) de Ca e P para obter a razado

Ca/P dos trés espectros foi calculada por amostra.

Figura 5 — Espectros obtidos por meio do EDS. Espectros de dentina sadia e
cariada do grupo néo irradiado (A e B) e do grupo irradiado (C e D),
respectivamente.

V- Anadlise Estatistica

Os dados de FTIR-ATR e EDS foram avaliados quanto a distribuigao
normal (Shapiro-Wilk) e teste de igualdade de variancias (teste de Levene),
seguido de testes estatisticos paramétricos. Foi reallizada analise de variancia
ANOVA Two-Way, considerando os fatores de estudo radiagao (nao irradiado e
irradiado) e tipo de dentina (sadia e cariada), seguido por teste de Tukey. O
pacote estatistico SigmaPlot® Sistema versdo 12.0 (Systat Institute Inc., de
San Jose, CA, EUA) foi utilizado para andlise e um nivel de significancia de
0,05.



RESULTADOS

FTIR

Os espectros para os grupos estudados sdo mostrados na Figura 7. Os
valores médios e desvio padrdo para os modos vibracionais e parametros
quimicos obtidos pelo FTIR-ATR sdo mostrados nas tabelas 1 e 2,
respectivamente. Para a razdo fosfato/amida |, ANOVA Two-Way mostrou
significancia estatistica para a radiagao (p=0,012) e carie (p<0,001). Menores
valores da razado foram encontrados para dentina afetada por carie e irradiada.
Para a razao carbonato/mineral, apenas a interagao entre os fatores de estudo
foi significativa (p=0,035). O teste de Tukey revelou valores maiores da razéo
carbonato/mineral para o grupo irradiado e houve menores valores para
dentina sadia e para dentina afetada por carie no grupo irradiado. A razdo
amida l/amida Il mostrou diferencga significativa apenas para a carie (p=0,005).

A dentina afetada por carie mostrou maiores valores do que a dentina sadia.

Figura 6- Absorvancia dos espectros para dentina sadia (linha verde), dentina

Tros
afetada por carie ndo irradiada (linha preta), dentina sadia irradiada (linha

vermelha) e dentina afetada por carie irradiada (linha azul)

18



Tabela 1- Média e desvio padrao dos modos vibracionais organicos e
inorganicos nos grupos experimentais analisados no FTIR-ATR.

19

Amida | Fosfato v4 3 Amida Il Carbonato v,
Dentina Dentina Dentina Dentina
Dentina afetada Dentina afetada Dentina afetada Dentina afetada
Sadia por sadia por Sadia por Sadia por
carie carie carie carie
Nao 1.30 2.1 13.04 11.27 0.21 0.33 0.25 0.21
irradiado (0.2) (0.5) (1.6) (2.8) (0.0) (0.1) (0.0) (0.0)
Irradiado 1.88 2.85 12.61 8.44 0.29 0.35 0.06
0.16 (0.0)
(0.7) (0.2) (1.5) (1.1) (0.1) (0.1) (0.0)
Tabela 2- Média e desvio padrao para as razées Fosfato/Amidal l,
Carbonato/Mineral e Amida I/Amida lll para os grupos experimentais do FTIR
Fosfato/Amida | Carbonato/Mineral Amidal/Amidalll
Dentina Dentina Dentina

Dentina Sadia

afetada por

Dentina Sadia

afetada por

Dentina Sadia

afetada por

carie carie carie
N&o irradiado 10.18 (1.3) 5.84 (2.7) 0.015 (0.01) 0.015 (0.01) 6.38 (1.17) 7.71 (1.29)
Aa Ab Aa Aa Ab Aa
Irradiado 7.40 (2.7) 2.99 (0.5) 0.013 (0.00) 0.008 (0.00) 5.76 (1.65) 8.87 (2.65)
Ba Bb Ba Bb Ab Aa

*Grupos identificados com

minUsculas diferentes (andlise em

significantes (p<0,05).

letras maiusculas diferentes (analise em colunas) e letras

linhas)

representam diferencas estatisticas
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EDS

Uma imagem representativa do FESEM-EDS (Field Emission Scanning
Electron Microscopy with Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy) das regides
em que os trés espectros foram coletados da dentina afetada por carie é
apresentada na Figura 7-A, bem como um espectro representativo de dentina
no EDS (Figura 7-B). A analise do EDS revelou quantidades significativas dos
elementos quimicos Ca, P, C e O na superficie da dentina. Outros, como F, Si,
Na e Mg, apareceram como oligoelementos (<1%) e ndo apareceram em todas
as amostras. Os resultados de Ca, P e da relacdo Ca/P para dentina sadia e
afetada por carie sdo apresentados na tabela 3. ANOVA Two-Way revelou uma
interacdo significativa para os valores de Ca e P (p=0,036 e p=0,020,
respectivamente), entre os fatores estudados (irradiacéo e carie), com dentina
sadia n&o irradiada apresentando maiores valores de Ca e P do que a dentina
afetada por céarie ndo irradiada. Para os valores da razdo Ca/P, ANOVA Two-
Way revelou uma diferenca significante para a irradiagao (p=0,01). Entretanto, o
fator carie (p=0,252) e a interagdo entre os fatores nao foram significantes
(p=0,445). Valores menores da razdo Ca/P foram registrados para a dentina
irradiada em comparagdo com a dentina nado irradiada. Embora n&o sejam
estatisticamente significativos, foram encontrados valores menores para a razéao

Ca/P na dentina afetada por carie nos dois grupos.

Figura 7- Imagem ilustrativa do FESEM das regides em que os trés espectros foram
coletados em dentina sadia e dentina afetada por carie (A) e um espectro representativo
de dentina no EDS (B)
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Tabela 3- Média e desvio padrao de Ca, P e razao Ca/P analisados no

EDS
Ca P Ca/P
Dentina Dentina Dentina
Dentina Dentina
Dentina Sadia afetada afetada afetada
Sadia Sadia
por carie por carie por carie

N&o irradiado ~ 17.1 (5.0)  12.7 (3.6) 10.7 (2.0) 8.13(1.8) 1.6(0.2) 1.5(0.2)

Aa Ab Aa Ab Aa Aa
Irradiado 11.4 (5.7) 9.67 (7.5) 8.27(26) 7.11(3.4) 1.2(0.2) 1.1 (0.1)
Aa Aa Aa Aa Ba Ba

*Grupos identificados com letras maiusculas diferentes (analise em colunas) e letras

minusculas diferentes (analise em linhas) representam diferengas estatisticas
significantes (p<0,05).



22

DISCUSSAO

A carie relacionada a radiacdo apresentou um padrao quimico diferente
da carie comum, portanto a hipétese nula foi descartada. Sabe-se que a doenga
carie promove uma desmineralizagcéo da estrutura dentaria por meio de acidos,
especialmente o acido latico, produzido pela fermentacdo bacteriana dos
carboidratos da dieta, geralmente a sacarose. A baixa do pH ocasiona
dissolugcédo do esmalte e da dentina e transporte do célcio e fosfato para o meio
ambiente bucal (Pinto, 2000).

Para a execugéo deste estudo, no grupo de dentes irradiados, optou-se
pelo uso de dentes que foram 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 pescogo
durante e apos a radioterapia, como hipossalivagdo, baixo pH da saliva,
capacidade de tamponamento e dieta que podem influenciar negativamente no
desenvolvimento da doenga carie (Lieshout & Bots, 2014; Jawad et al., 2015).
Todos os dentes selecionados estavam localizados dentro do campo de
irradiacdo cujos pacientes receberam 72 Gy no total, fraccionados em 1,8 Gy
diarios. Sabe-se que a medida que se aumenta a dose de radiagdo aumentam-
se também as sequelas orais do tratamento do cancer (Gongalves et al., 2012;
Mellara et al., 2014; Liang et al., 2016). Existem dois fatores importantes que
promovem a destruicdo do esmalte e da dentina: a destruicdo pela radiagao e

pela radioxerostomia (Franzel et al., 2006).

As metodologias utilizadas neste estudo permitem analisar informacdes
sobre a composi¢ao quimica da dentina (Bistey et al., 2007). A espectroscopia
FTIR é a medida do comprimento de onda e da intensidade da absor¢ao de luz
infravermelha por uma amostra, permitindo analisar a composi¢ao quimica do
tecido dental por meio de vibragdes moleculares (Lopes et al., 2018). A luz
infravermelha & energética o suficiente para excitar vibragdes moleculares a
niveis de energia mais elevados (Cui et al.,, 2012; Lopes et al.,, 2018). E a
espectroscopia por energia dispersiva de raios-x € uma técnica analitica usada
para a andlise elementar ou caracterizagdo quimica de uma amostra. E uma
das variantes da espectroscopia por fluorescéncia de raio X que se baseia na

investigacdo de uma amostra através de interagdes entre particulas ou radiagéao
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eletromagnética e matéria, analisando os raios X emitidos pela matéria em
resposta a incidéncia de particulas carregadas. Sua capacidade de
caracterizagdo € devida em grande parte ao principio fundamental que cada
elemento tem uma estrutura atdmica unica, de modo que os raios X emitidos
s&o caracteristicos desta estrutura, que identificam o elemento (Toledano et al.,
2015).

Sabe-se que determinados meios de armazenamento poderiam
incorporar novos ions e componentes quimicos as amostras, entdo optou-se
por utilizar a agua deionizada para o armazenamento das amostras, uma vez
que ela passa por um processo de purificagdo no qual é feita a remocao total de

ions, além de minerais, metais e outros contaminantes (Jiang et al., 2007).

A dentina apresenta caracteristicas diferentes apds o tratamento de
radioterapia, comparada a uma dentina n&o irradiada (Soares et al., 2010). Ao
observar a porgao inorganica da dentina pelo FTIR, s&o encontradas alteragdes
nas bandas de fosfato e carbonato promovidas pela céarie relacionada a
radiacdo, e consequentemente na razdo carbonato/mineral. Os menores
valores na concentracao dos ions fosfato e carbonato podem estar relacionados
por um maior numero de ions de carbonato substituindo os ions de fosfato na
estrutura da hidroxiapatita, alterando a estrutura cristalina da hidroxiapatira que
forma a dentina (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 posicdes dos
ions fosfato (Rey et al.,, 1989; Liu et al., 2014). Essa substituicdo causa
deformacgbes na rede cristalina e resulta em fases menos estaveis e mais
soluveis em acido, o que poderia justificar o padrao mais agressivo da carie

relacionada a radiagao em relagao a carie comum.

Entende-se que a baixa do pH salivar ocasiona dissolucédo dos cristais de
hidroxiapatita do esmalte e da dentina e transporte do calcio e fosfato para o
meio ambiente bucal (Pinto, 2000). Desta forma, é justificavel encontrar uma
menor razao para Ca/P para regides de dentina cariada em relagao a regides
de dentina sadia. E esse fendmeno so6 foi detectavel pelo EDS nos dentes
irradiados, mais uma vez justificando a forma mais agressiva da carie

relacionada a radiagao.
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Ao analisar a porgao organica, pode-se afirmar que a carie expds a
matriz orgénica da dentina, devido a desmineralizagcdo. Foram percebidos
maiores valores de amida | e consequentemente menores valores da razao
fosfato/amida | para ambos os grupos, irradiado e nao irradiado. A amida | é a
banda de absorgdo mais intensa nas proteinas e é regida primariamente pelas
vibracdes de estiramento dos grupos C=0 (70-85%) e C-N (10- 20%). A posicao
exata da banda € determinada pela conformacao da estrutura e pelo padrao de
ligacdo do hidrogénio (Xu & Wang, 2012). No grupo irradiado, tivemos ainda
maiores valores da razdo Amida I/Amida Ill, justificavel também por esses

maiores valores da amida I.

Com base nos resultados deste estudo, pode-se afirmar que a carie
altera a composigao quimica da dentina, contudo a carie relacionada a radiagcéo
se mostrou mais agressiva que a carie comum. E que esta nao é efeito apenas
das alteragdes na composigao salivar, dietética ou microbiolégica, mas também
devido as mudangas na estrutura dentaria dos pacientes irradiados na regiao de
cabega e pescocgo. As taxas de sobrevivéncia crescentes destes pacientes
mostram, portanto, que a prevencao e o tratamento dos efeitos colaterais da
radioterapia se tornam uma questdo prioritaria para as préximas pesquisas,

buscando devolver qualidade de vida a esses pacientes.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Neste estudo, foi possivel concluir que a carie altera a composi¢cao
quimica da dentina, sendo que a radiacédo faz com que essa mudanga aconteca
de forma mais acentudada. A carie relacionada a radiagdo modificou a troca de
ions fosfato-carbonato na hidroxiapatita, aumentou a detec¢cdo do componente
organico amida | na dentina e alterou o conteudo inorganico de calcio e fosfato.
Tais alteragdes caracterizam uma carie de dentina mais agressiva de pacientes

que realizam radioterapia na regidao de cabecga e pescoco.
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