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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da radioterapia na composi¢cédo
quimica e propriedades mecanicas da dentina humana com foco na regiao
cervical. Para isso, foram utilizados dez dentes terceiros molares higidos que
foram submetidos a radioterapia in vitro de acordo com o seguinte protocolo
radioterapico: 2 Gy diarios, 5 dias por semana por 7 semanas, totalizando 70
Gy. Os dentes foram divididos de acordo com os grupos experimentais (n=>5):
Grupo nao irradiado (NR) e Grupo Irradiado (IR). Para cada grupo foi avaliada
a dentina da regido cervical. Foi feita avaliagdo da composi¢ao quimica por
meio de Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier (FTIR) e
Espectroscopia Raman avaliando o0s seguintes parametros: razao
mineral/matriz (M:M), razdo carbonato/mineral (C:M), razdo amida l/amida Ill e
razao amida I/CH2. E avaliagdo das propriedades mecanicas por meio de
ensaio de Nanodureza e Mdédulo de Elasticidade. Teste T foi feito para analise
estatistica em cada parametro avaliado comparando grupo NR e IR. Para a
razao M:M, apenas o Raman detectou diferenca estatistica entre os grupos
(p<0,001). Ja para a C:M, houve diferenga significante na avaliagao feita pelo
FTIR (p=0,004). Para a razdo amida l/amida Il houve diferenga para FTIR e
Raman (p=0,007 e p<0,001, respectivamente). E para razdo amida I/CH2
houve diferenca estatistica apenas para o Raman (p<0,001). Para avaliagao
mecanica Teste T mostrou diferenga entre os grupos apenas para nanodureza
(p=0,03). Pode-se concluir que a radioterapia alterou a composigéo quimica e a
nanodureza da dentina cervical. O Raman e o FTIR apresentam-se como

metodologias complementares para avaliar alteragdes na composigao quimica.

Palavras chaves: Dentina, Propriedades Biomecanicas, Radioterapia.
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ABSTRACT

The objetive of this study was to evaluate the effect of radiotherapy on the
chemical composition and mechanical properties of human dentine focused on
the cervical region. For this, healthy third ten molar teeth were used, which were
submitted to radiotherapy in vitro according to the following radiotherapy
protocol: 2 Gy per day, 5 days per Week for 7 weeks, totaling 70 Gy. The teeth
were divided according to the experimental groups (n = 5): Non-irradiated group
(NR) and Irradiated group (IR). For each group the dentin of the cervical region
was evaluated. It was evaluated the chemical composition by Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR) and Raman Spectroscopy using the following
parameters: mineral / matrix ratio (M: M), carbonate / mineral ratio (C: M),
amide | / amide ratio lll and amide ratio | / CH2. And evaluation of the
mechanical properties by means of Nanohardness test and Elastic Modulus. T-
test was done for statistical analysis in each parameter evaluated comparing
group NR and IR. For the M: M, only the Raman detected statistical difference
between the groups (p <0.001). As for the C: M, there was a significant
difference in the FTIR evaluation (p = 0.004). For the amide | / amide lll ratio
there was difference for FTIR and Raman (p = 0.007 and p <0.001,
respectively). And for amide | / CH2 ratio there was statistical difference only for
Raman (p <0.001). For mechanical evaluation T test showed difference
between the groups only for nanohardness (p = 0.03). It can be concluded that
radiotherapy altered the chemical composition and nanohardness of cervical
dentin. Raman and FTIR are presented as complementary methodologies to

evaluate changes in chemical composition.

Keywords: Dentin, Biomechanical properties, Radiotherapy.
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INTRODUGAO E REFERENCIAL TEORICO

Com o avango das tecnologias medicinais e melhora na qualidade de
vida, o envelhecimento da populagdo se tornou algo comum (Jansma et al.,
1993; Vissink et al., 2003). Houve um grande aumento dos cuidados com a
saude, dentre eles, com a saude bucal. Com isso, espera-se que cada vez
mais pacientes sejam diagnosticados precocemente com cancer de cabeca e
pescoco (Andrews e Griffiths, 2001). A estimativa de novos casos de cancer de
cabeca e pescogo no Brasil para o ano de 2016 era de 15.490, segundo o
Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2015). Esse tipo de cancer acomete
principalmente a cavidade oral (maxila e mandibula), estruturas periorais,
faringe e laringe (Jemal et al., 2008). Sdo responsaveis por 900 mil novos
casos por ano no mundo (Silveira et al., 2012), sendo a sexta causa de morte

por cancer (Ruiz et al., 2006).

Atualmente, a medicina dispde de alguns tipos de tratamento de cancer
de cabega e pescogo, como por exemplo, cirurgia e tratamentos a base de
irradiacao (radioterapia) e/ou quimioterapia (Beumer, Curtis e Marunick, 1996).
A radioterapia € um método eficiente de destruir células tumorais através de
feixes de radiacdes ionizantes, onde uma dose pré-determinada de radiacao é
aplicada, por um certo periodo de tempo, a um volume de tecido onde o tumor
se encontra, para assim eliminar as células tumorais e manter, 0 maximo
possivel, as células sadias do tecido envolvido (INCA, Radioterapia, 1993). Os
tratamentos sao feitos basicamente pelo que se denomina como
“fracionamento ideal’. Neste tratamento uma dose total de 65 a 72 Gy de
radiacdo de alta energia de raios x é aplicada, em frac¢des diarias de 1,8 a 2
Gy, durante aproximadamente 7 semanas, 5 dias por semana (Beumer, Curtis
e Marunick, 1996; Seikaly et al., 2004; Jham et al., 2006; Kielbassa et al., 2006;
Nutting et al., 2011).

Varias complicagdes induzidas por radiagdo ocorrem apos o tratamento
por radioterapia na regido de cabega e pescocgo (Kielbassa et al., 2006). Estas
complicagbes afetam principalmente estruturas importantes como as glandulas

salivares, dentes, mucosas orais, 0ssos e papilas gustativas (Andrews e
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Griffiths, 2001). Os danos causados na denticdo comegam a ocorrer no
primeiro ano apdés o tratamento radioterapico e tornam-se mais graves ao longo
dos anos (Karmiol et al., 1975). Como consequéncia pode-se citar: a perda do
paladar, sensibilidade ou dor dos tecidos moles, infecgdes por fungos e
mucosite e a hiposalivagao que pode causar a xerostomia, sensagao de secura
da boca (Anneroth et al., 1985; Beumer, Curtis e Marunick, 1996; Lee et al.,
2002; Jham & Freire, 2006; Kielbassa et al., 2006; Osailan et al., 2011).

Ainda por conta da dor decorrente da mucosite e da associagdo com a
perda de paladar, comum aos pacientes irradiados, ocorrem modificagées na
dieta, normalmente com aumento do consumo de alimentos menos fibrosos e
mais ricos em carboidratos, e consequentemente mais cariogénicos (Pankhurst
et al.,, 1996; Kielbassa et al., 2006; Sciubba e Goldenberg, 2006). Também
pode gerar problemas mais sérios como: musculos atrofiados na regido da
mandibula, trismo, mudancas da microflora bacteriana e de proteinas e a
osteorradionecrose da mandibula (Beumer, Curtis e Marunick, 1996; Jham &
Freire, 2006; Kielbassa et al., 2006).

Mas, além de causar danos as estruturas que envolvem a cabeca e
pescogo, a radioterapia pode acarretar mudangas fisicas e quimicas nos
dentes. Como modificagcdo das propriedades mecanicas, pode-se citar a
alteragdo da microdureza superficial (Kielbassa et al., 1997; Franzel et al.,
2006), resisténcia a tracdo e resisténcia a fratura (Aoba et al., 1981; Baker,
1982; Soares et al., 2010).

Sobre os efeitos que sao causados diretamente na composi¢ao quimica
dos dentes, ha uma redugédo da interagdo entre os componentes organicos e 0s
cristais de hidroxiapatita do esmalte e da dentina, o que também justifica a
fragilidade do dente frente ao acometimento das caries de irradiagao (Lieshout
& Bots, 2014). Estudos demonstram que a imunorreatividade do colageno tipo
IV dentro da matriz orgénica do esmalte é reduzida apos doses elevadas de
radiacdo in vivo. Assim, a diminuicdo do colageno tipo IV em dentes
submetidos a radioterapia pode representar um mecanismo de instabilidade da
jungao amelodentinaria (McGuire et. al., 2014). Além disso, a medida que se

aumenta a dose de irradiacdo, ha também o aumento das alteracdes
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morfoldgicas na regido interprismatica do esmalte, enquanto que na dentina ha
uma fragmentagao das fibrilas coldgenas, acompanhada pela presenca de

fissuras e obliteragcédo dos tubulos dentinarios (Gongalves et al., 2014).

Dessa forma, o conhecimento sobre a composi¢ao quimica da dentina é
importante para melhor compreender os efeitos da radioterapia sobre os
tecidos dentais duros. A dentina € um tecido de origem mesenquimal, constitui
o corpo do dente e tem como fungdes principais proteger a polpa e dar suporte
para o0 esmalte sobrejacente. A dentina madura € composta de
aproximadamente 70% mineral, 20% matriz organica e 10% de agua. Seu
componente inorganico consiste em hidroxiapatita e a parte orgénica é
fundamentalmente colageno, que proporciona a resiliéncia necessaria para a
coroa suportar o ato mastigatério. As estruturas organizacionais da dentina séo
os tubulos dentinarios, que abrigam os prolongamentos citoplasmaticos dos
odontoblastos e sdo responsaveis pela transmissao dos estimulos a polpa
(Avery, 2005; Nanci, 2013).

Assim, por apresentar um maior teor de agua a dentina é mais
vulneravel aos efeitos da radiagdo do que o esmalte (Gongalves et al., 2014),
pois a radiagao afeta as moléculas de agua nela presentes, formando radicais
livres reativos, como oxigénio e perdxido de hidrogénio, que interagem com
biomoléculas e causam danos celulares (Fang et al., 2002). Este processo
pode causar desnaturagdo dos componentes organicos das estruturas
dentarias (Pioch et al., 1992).

O desenvolvimento de lesbes de carie ocorre com uma grande
frequéncia nos dentes de pacientes submetidos a radioterapia (Silva et al.,
2009). A mudanga provocada na microbiota bucal onde a placa bacteriana
torna-se altamente acidogénica, leva a um aumento progressivo de
Streptococcus mutans, Lactobacillus e Candida sp. (Matos et al., 1995). Estes
microrganismos, mergulhados em um meio com baixo pH e fluxo salivar,
devido ao dano causado pela radiagdo as glandulas salivares, causam uma
desmineralizacdo da estrutura dental. Esta desmineralizacdo ocorre
inicialmente em esmalte. Com a manutencio das condicbes ambientais para a

doenga, as lesdes progridem, levando a desmineralizagao do tecido dentinario.
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Além disso, na porgao de dentina, ha uma perda de matriz organica causada
pelas bactérias e enzimas proteoliticas bacterianas (Thylstrup & Fejerskov,
2001). Porém, em pacientes submetidos a tratamento radioterapico, as lesdes
cariosas se desenvolvem de forma mais severa e possui caracteristicas

particulares (Kielbassa et al.,1997; Kielbassa et al., 2002; Soares et al., 2010).

E muito comum o desenvolvimento da carie de radiacdo. Este tipo de
carie é mais predominante no tergco cervical do dente (jungéo
amelocementaria), iniciando pela face vestibular e posteriormente pela lingual,
progredindo entdo ao redor do dente, como uma les&o anelar, que pode levar a
perda da coroa (Garone et al., 1990). Esta modificacdo esta intimamente ligada
as mudangas que ocorrem na composi¢gao quimica e propriedades mecanicas
dos dentes, tais como: a desorganizagao ou perda de estruturas minerais e
gradual desnaturacao das fibrilas de colageno; redugdo da microdureza de
superficie e resisténcia a tracdo e a fratura (Kielbassa et al., 1997; Franzel et
al., 2006; Fejerskov et al., 2008; Soares et al., 2010).

Neste contexto, torna-se importante avaliar a composicao quimica e
propriedades mecanicas da dentina cervical irradiada. A hipétese deste estudo
€ que a radioterapia ira influenciar na composi¢cao quimica e propriedades

mecanicas da dentina humana cervical.
PROPOSIC}AO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da radioterapia na

composigao quimica e propriedades mecanicas da dentina humana, variando:
. Irradiagcao
a. Grupo Controle - no irradiado (NR).

b. Grupo irradiado (IR).
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MATERIAIS E METODOS
(1) Delineamento experimental
Unidade experimental: terceiros molares humanos extraidos.
Fator em estudo: Irradiacdo em dois niveis (n&o irradiado e irradiado).

Variavel resposta: razao mineral/matriz (M:M), razdo carbonato/mineral (C:M),
razdo amida l/amida Ill, razdo amida I/CH2, nanadureza e modulo de

elasticidade.

Método de analise: Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier
(FTIR), Espectroscopia Raman, e avaliacgdo da Nanodureza e Moddulo de

Elasticidade (E) por meio de nanodurémetro.

Método estatistico. Os dados foram analisados primeiramente quanto a
possibilidade de realizacdo de analise paramétrica. Como todos apresentaram
normalidade e homogeneidade utililizou-se Teste T para comparagao entre os

grupos Irradiado e Nao Irradiado para cada metodologia utlizada.
(2) Selecao, limpeza e armazenagem dos dentes

Apods ter sido aprovado no comité de ética em pesquisa com seres
humanos da Universidade Federal de Uberlandia, sob registro na Plataforma
Brasil dado por CAAE 49206815.7.0000.5152, foram coletados e selecionados
10 dentes terceiros molares humanos integros com indicacdo clinica de
exodontia. Os dentes foram coletados nas Clinicas de Cirurgia da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal de Uberlandia. Posteriormente, foram
limpos com curetas periodontais e submetidos a profilaxia com pedra-pomes e
agua, sendo entdo armazenados em agua deionizada e destilada a
temperatura de 4°C e trocada semanalmente (Figuras 1 e 2). Os dentes foram
limpos e examinados sob microscopio estereoscépico (Leica MS5,
LeicaMicroscopy Systems Ltd, Heerbrugg, Suica) para evidéncia de carie e

outros defeitos estruturais.



D db o S R

4

==y - —P ~

Figura 1 — Dentes armazenados em

agua deionizada e destilada.

(3) Grupos experimentais
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Figura 2 — Dentes terceiros molares

higidos coletados.

Os 10 dentes selecionados foram divididos em 2 grupos experimentais

para realizagdo das metodologias propostas (Figura 3).

ATR-FTIR

Dentina cervical
n=5

r

Espectroscopia

Raman

Controle (NR)
n=>=
Grupos experimentais
Irradiado (IR)
n=>5

-

Nanodureza e E

w

ATR-FTIR

Dentina cervical
n=>5

-~

Espectroscopia
Raman

-

Nanodureza e E

Figura 3 — Grupos experimentais e metodologias propostas.

(4) Irradiagao dos dentes

Os dentes

irradiados foram submetidos ao mesmo protocolo

radioterapico utilizado pelos pacientes do Hospital do Cancer da Universidade
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Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), com acelerador linear (Clinac 600C
Varian® - Feixe de 6 MV) (Figura 4), 2 Gy diarios, 5 dias por semana durante
35 dias, totalizando 70 Gy. Durante o momento irradiacdo os dentes ficaram
em umidade relativa. E apods, foram mantidos imersos em agua deionizada e

destilada, trocada semanalmente.

Figura 4 — Acelerador linear para

Radioterapia.

(5) Preparo dos dentes

Os dentes foram fixados em placa de acrilico com godiva em bastdes
(Kerr Corporation, CA, USA) (Figura 6) e seccionados com disco diamantado
de dupla face (Extec, EUA), montado em cortadeira de precisédo (Isomet 1000;
Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), sob refrigeragéo (Figura 7). O primeiro corte foi
feito na juncdo amelocementaria e em seguinda foi feito um corte 2,5 mm
abaixo da jungao (Figura 8), obtendo uma porg¢ao do dente correspondente a
regido cervical (Figura 9). Posteriormente, outro corte foi realizado para
remocao de esmalte, mantendo assim a porcdo de dentina em analise no
estudo. E, por fim, foram feitos cortes nas por¢des de dentina, de modo a obter
amostras de mesmas dimensdes (4x4x3 mm) (Figura 10) para avaliagdo por
meio das metodologias propostas (Figura 11). As analises metodolégicas foram
realizadas na superficie de dentina na regido da juncédo, onde os tubulos
dentinario estdo perpendiculares. Todos os testes foram feitos na mesma
amostra, sendo realizado o FTIR e o Raman primeiro por serem nao

destrutivos e posteriormente a nanodureza. Para isso, foram feitas marcacgoes



19

com verniz nessa superficie para padronizagdo. O preparo das amostras e

metodologias propostas estdo resumidos em esquema (Figura 12).

-
Figura 6 — Dente posicionado na Figura 7 — Dente posicionado na
placa de acrilico preso com godiva.  cortadeira de precisao.
Figura 8 — Corte na porcéo radicular a Figura 9 — Porgao de dente corres-

2,5 mm abaixo da jungao. pondente a regido cervical.

Figura 10 — Amostras de dentina

apos remogao de esmalte.
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Figura 12 — Preparo das amostras e metodologias propostas.

(6) FTIR

A composi¢cado quimica dos grupos avaliados foi realizada por meio de
Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier (FTIR, Vertex 70 -
Bruker, Ettlingen, Alemanha) com reflectancia total atenuada (ATR). As
superficies de teste foram posicionadas contra o cristal de diamante da unidade
ATR / FTIR e pressionadas com uma prensa/garra a uma pressao constante
para facilitar o contato evitando variagées ao longo da superficie (Figura 13).
Cada amostra foi escaneada 32 vezes em cada medida FTIR, e o espectro
adquirido é a média de todas essas varreduras ao longo de um intervalo de
comprimento de onda de 4.000 a 400 cm™ com uma resolucédo de 4 cm™. As
bandas consideradas para este estudo correspondem a constituigdo organica e
inorganica da dentina e foram analisadas: amida | (1815 cm™ - 1590 cm™" / pico
1655 cm™), amida Il (1351 cm™ - 1180 cm™ / pico 1235 cm™), CH, (1420 cm™ -
1480 cm™ / pico 1450 cm™), fosfato (1181 cm™ - 886 cm™ / pico 1035 cm™) e
carbonato (920 cm™ — 820 cm™/ pico 872 cm™) (Bachmann et al., 2005; Boskey
et al.,, 2007; Botta et al.,, 2012). As intensidades das bandas foram
determinadas apds a realizacdo de baseline correction e normalizagdo. As
posi¢cdes dos centros e das larguras das bandas foram obtidas e as areas
foram calculadas de acordo com os seguintes parametros: (1) relacédo mineral /

matriz (M: M), atribuido a vibragédo v3 do ion fosfato e ao alongamento C = O
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da amida de colageno tipo |, respectivamente; (2) relagao carbonato / mineral
(C: M); (3) relacdo amida | / amida lll; e (4) relagdo amida | / CH2, atribuido ao
alongamento C = O da amida de colageno tipo | e aos anéis de prolina e
hidroxiprolina, respectivamente (T.Jiang et al., 2007; Y.Liu et al., 2014). Os
espectros foram analisados pelo software OPUS 6.5 (Bruker, Ettlingen,
Alemanha) (Figura 14).

Figura 13 — Analise do FTIR no Espectrofotometro.
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Figura 14 — Exemplo de espectro obtido por meio do soffware OPUS 6,5 para

a dentina do grupo controle.



22

(7) Espectroscopia RAMAN

Para esta metodologia, contamos com o apoio do Instituto de Fisica da
Universidade Federal de Uberlandia, onde foi utilizado um espectrémetro
LabRam HR Evolution Raman (HoribaLabRam, Villeneuve d'Ascq, Franca)
(Figura 15), operando com um poder de excitagcdo de 20 mW com radiagéo
emitida por um laser He-Ne (632,8 nm). O sinal Raman foi adquirido usando
uma grade de 600 linhas / mm centrada entre 300 e 3.100 cm™ com um orificio
confocal de 400 um. Foram obtidos cinco espectros Raman em cada amostra
para evitar a possibilidade de erro, e posteriormente foi feito média entre os
espectros. Um monitor de alta resolucdo permitiu a identificacdo visual da
posicdo em que os espectros Raman foram coletados sob uma objetiva de
100x (Figura 16).

Foi utilizado o software OriginPro 7.5 (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, EUA) para analisar os dados adquiridos. Os espectros foram
ajustados por corregdo de linha de base de ponto multiplo manual. O pico
vibracional v1 do fosfato a 960 cm™ foi selecionado como padr&o interno para a
normalizagdo. O pico a 1.070 cm™ é atribuido & vibragdo v1 do grupo carbonato
e o0 pico a 960 cm™ é atribuido & vibracao v1 do grupo fosfato na hidroxiapatita.
Os picos 1.246 / 1.270, 1.450 e 1.655 / 1.667 cm™' correspondem & amida Ill,
CH2 e amida |, respectivamente (M.Jastrzebska et al., 2003; C.Xu et al., 2011)
(Figura 17).

Com base nos dados espectrais Raman, a proporgao de fosfato v1 para
amida | foi calculada para analisar as diferengas na relagédo mineral / matriz (M:
M) dos espécimes. A proporgéo de carbonato a 1.070 cm™ a fosfato a 960 cm’”’
foi obtida para analisar diferengas na composi¢gdo mineral (C: M). Para
determinar a natureza do colageno nos espécimes, foram calculados os
seguintes indices: (1) amida | / amida Il que diz respeito a organizagdo do
colageno; e (2) amida | / CH2 indica alteracdo da qualidade do colageno
(Salehi et al., 2013; Toledano et al., 2015).
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Figura 15 - Espectdmetro Raman (LabRam HR Evolution Raman, Horiba).

Figura 16 - Imagem da superficie de dentina

observada no Raman.
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Figura 17 - Exemplo do espectro Raman obtido com o software OriginPro 7.5

para a dentina do grupo controle.
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(8) Nanodureza e Médulo de Elasticidade

Para a realizacdo dos padroes de nanodureza e modulo de elasticidade,
contamos com o poio do Instituto de Fisica da Universidade Estadual de Ponta
Grossa — PR, onde foi utiizado o aparelho nanodurbmetro ASMEC -
Advanced Surface Mechanics GmbH (Grupo Zwick Roell, Oliver & Pharr, 2004,
Alemanha), com um indicador piramidal de base triangular de ponta de

diamante Berkovich (Figuras 18 e 19).

Previamente ao ensaio, as amostras foram incluidas em uma placa de
acrilico e cera para posterior polimento (Figura 20). A inclusdo foi feita
seguindo um mapeamento esquematizado para padronizacdo das amostras
(Figura 21). O polimento foi realizado primeiramente com lixa d’agua n° 800
(Norton S/A, Campinas, SP, Brasil), durante 3 minutos e irrigagéo constante.
Em seguida com lixas d’agua n°® 1200 e 1500 (Norton S/A, Campinas, SP,
Brasil), durante 5 minutos e irrigacdo constante. E por fim, lixa d’agua n° 2000
(Norton S/A, Campinas, SP, Brasil) com pastas diamantadas metalograficas 1 e
Ya (Arotec, Sao Paulo, SP, Brasil), durante 5 minutos com cada pasta (Figuras
22, 23 e 24). Ap6s cada sessdo de polimento, as amostras foram imersas em
agua em Ultra-Som para remocgao de residuos durante 5 minutos (Figuras 25 e
26).

Um ciclo completo de aplicagdo de forga com cargas e descargas
variando entre 0,3 e 15 mN foi realizado. Para se ter um conjunto
representativo, foram feitas 12 indentagdes por amostra separadas 50 um entre
si. As cargas lineares comegaram a operar com forga de 0,3 mN, atingindo
15mN em aproximadamente 130 segunds, apdés 50 um, seguindo a diregao da
ponta (Figura 27). As penetracbes da ponta foram monitorados antes, durante
e depois do zero. Os perfis de carregamento e a recuperacao elastica que
ocorreram durante as indentacbes foram determinadas, tendo em conta a

topografia de superficie original.

As amostras foram entdo incluidas com cera em placas de aco e em
uma esteira de corrimento para leitura no aparelho (Figura 28). Um monitor de

alta resolugcao permitiu a identificagdo visual da posicdo em que as imagens
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Raman foram coletadas sob uma objetiva de 100x. Os 12 pontos foram
selecionados em uma regidao onde nao havia tubulos dentinarios, para assim,
nao influenciar os valores de dureza, ha uma distancia de 50 um entre si
(Figuras 29 e 30). As mensuragdes foram realizadas por um software do

préprio aparelho conforme os valores padronizados para dentina.

Com base nos valores obtidos, o préprio programa efetua a média entre
as 12 indentagdes, excluindo aquelas que tiveram valores muito discrepantes
da maioria, dando assim os valores de dureza e mddulo de elasticidade em

uma escala nanométrica (Figura 31).

Figuras 18 e 19 - Aparelho nanodurémetro ASMEC — Advanced Surface
Mechanics GmbH (Grupo Zwick Roell, Oliver & Pharr, 2004, Alemanha)

L AmaEtre ¥

Marcacioda
posiglio das
amosiras

Figura 20 — Amostras incluidas Figura 21 — Mapeamento esquematizado

em cera de abelha. para padronizagao das amostras.



26

Figura 22 — Lixas D’agua. Figura 23 — Polimento.
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Figura 25 — Aparelho Ultra-som. Figura 26 — Amostras em Ultra-som

para remocao de residuos.
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Figura 27 — Valores padronizados para aplicagao de carga.

Figura 28 — Amostras incluidas para leitura no

nanodurémetro.
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Figura 29 — Imagem da superficie de dentina observada no nanodurémetro e
os pontos de indentagdo demarcados.

Figura 30 — Exemplo de uma indentacao.
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L]

Figura 31 — Exemplo de um grafico de aplicagao de forga x tempo para
determinagao da dureza e mdodulo de elasticidade.

(9) Analises Estatisticas

Os dados foram avaliados quanto a distribuigdo normal (Shapiro-Wilk, p
> 0,05) e teste de igualdade de variancias (teste de Levene, p > 0,05), seguido
do teste estatistico paramétrico Teste T, comparando grupo Irradiado e N&o
Irradiado. Empregou-se um nivel de significancia de a=0,05. Foi utilizado o
programa estatistico Sigma Plot versao 12.0 (Systat Software, Inc., San Jose,
CA 95110 EUA).
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RESULTADOS
(1) Analise Quimica

FTIR

As médias das areas individuais de cada banda avaliada no FTIR estédo
apresentadas na Tabela 1. Observa-se que o grupo irradiado apresentou
valores maiores das areas, com exce¢ao da banda do carbonato.

Médias e desvio padrdao para as razdes avaliadas no FTIR séao
apresentados na Tabela 2. Nao houve diferenca estatistica para a razao M: M
(p = 0,255) e nem para a razdo amida I/CH2 (p=0,918). Para a razdo C:M,
houve diferenca estatistica (p = 0,004), bem como a razdo Amida I/amida Il (p
= 0,007). Observou-se que o grupo irradiado apresentou valores mais baixos
das razdes em relagao ao grupo controle, independentemente da significancia

estatistica.

Tabela 1. Médias das areas integradas de cada componente quimico avaliado
pelo FTIR

Amida I Amida III CH2 Fosfato Carbonato
Controle 1,43 0,19 0,15 13,35 0,37
Irradiado 1,62 0,25 0,17 13,62 0,31

Tabela 2. Médias (desvio padréo) para as razdes dos parametros avaliados
pelo FTIR

- Razao
Razao Fosfato/ Razio Razao Amida
Carbonato/ Amida I/
Amida I I/CH,
Fosfato Amida III

Controle 9,54 (1,78) A 0,028 (0,001) A 7,35 (0,46) A 9,59 (1,06) A

Irradiado 8,43 (0,95)A 0,022 (0,002) B 6,03 (0,66) B 9,50 (1,54) A

Letras diferentes mostram diferenca estatistica na vertical
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RAMAN

As médias das areas individuais de cada banda avaliada no Raman
estdo apresentadas na Tabela 3. Observa-se que o grupo irradiado apresentou
maiores valores para os componentes organicos e uma estabilidade em
comparagao com o grupo controle para os componentes inorganicos.

Média e desvio padrdao para as razdoes avaliadas no Raman estéo
apresentadas na Tabela 4. A razdo M:M mostrou diferenga estatistica (p
<0,001), enquanto que a razdo C:M nao mostrou diferenca estatistica (p =
0,987). As razdes Amida I/Amida Ill e Amida I/CH;, apresentaram significancia
estatistica (p <0,001).

Tabela 3. Médias das areas integradas de cada componente quimico avaliado

pelo Raman
Amida I Amida III CH2 Fosfato Carbonato
Controle 0,07 0,05 0,07 1 0,17
Irradiado 0,12 0,07 0,06 1 0,17

Tabela 4. Média (desvio padrao) para as razdes dos parametros avaliados pelo

Raman
Razao ~ Razao
Razio Razio Amida
Fosfato/ Carbonato/ Amida I/
I/CH,
Amida I Fosfato Amida III

Controle 1422 (1,38) A 0,175 (0,004) A 128 (0,10)B 0,91 (0,014) B

Irradiado 8,14 (0,63) B 0,175(0,009) A 1,71 (0,16) A 2,15(0,12) A

Letras diferentes mostram diferenca estatistica na vertical



32

(2) Analise Mecanica
NANODUREZA E MODULO DE ELASTICIDADE

Médias e desvio padrdao para os parametros mecanicos obtidos pelos
ensaios de nanodureza e médulo de elasticidade sdo mostrados na Tabela 5.
Houve diferenga estatistica para nanodureza (p = 0,03), no qual o grupo
irradiado apresentou valores mais baixos. No entanto, ndo houve diferenca

estatistica para o médulo de elasticidade (p = 0,213).

Tabela 5. Média e desvio padrao para as analises de Nanodureza e Mdodulo de

Elasticidade
Nanodureza Modulo de Elasticidade
Controle 0,59 (0,02) A 19,94 (1,75) A
Irradiado 0,55 (0,02) B 18,40 (1,85) A

Letras diferentes mostram diferenga estatistica na vertical

DISCUSSAO

A hipotese do presente estudo foi aceita, uma vez que a irradiacao foi
capaz de alterar a composicdo quimica das amostras de dentina da regiao
cervical e isso comprometeu seu comportamento mecéanico. A carie
relacionada a radiagao ocorre de forma a circundar a area cervical dos dentes,
0 que leva a crer que esta area € mais susceptivel a sua formagao (Walker et
al., 2011). Apos a realizacao de radioterapia, € possivel observar alteragées na
translucidez e na cor dos dentes, por meio de pigmentagdo marrom das
superficies cervicais do esmalte e da dentina e um aumento da friabilidade,
com consequente perda de estrutura dentaria na mesma regido (Kielbassaet
al., 1997; Kielbassaet al., 1999; Kielbassa et al., 2006). A literatura mostra que
mudangas induzidas pela radiagdo na estrutura colagena pode potencialmente
impactar a estabilidade da jungdo amelocementaria, levando a delaminagéao do
esmalte apdés o tratamento (Reed et al., 2015). Além disso, ha perda de

colageno tipo IV em dentes submetidos a radioterapia, e este representa um
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mecanismo de instabilidade da jungdo amelocementaria (McGuire et. al.,
2014).Todas essas alteragdes tornam os dentes irradiados mais susceptiveis
ao acometimento de carie na regido cervical (regido de jungao), e por isso a

importancia de estudar o comportamento da dentina neste local especifico.

As metodologias empregadas, FTIR e Raman, sao metodologias
capazes de avaliar a composicdo quimica, organica e inorganica de um
material (Bistey et al., 2007). Ja a Nanodureza e Mddulo de Elasticidade avalia
o comportamento mecanico (Franzel et al., 2009). Assim, os métodos s&o
complementares de forma a nos fornece informagdes importantes para se

compreender melhor o que acontece no tecido dentinario.

A Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier (FTIR) é a
medida da intensidade da absorcao de luz infravermelha e por uma amostra
dada em determinado comprimento de onda. A luz infravermelha tem energia
suficiente para alterar a vibracdo das moléculas a niveis de energia mais
elevados (Tolstoy et al.,, 2003). Especificamente em solidos, esses efeitos -
cujas energias estdo na regido do infravermelho - influem diretamente nas
condutividades elétrica e térmica do material, além de nos fornecerem valiosas
informacdes sobre as condi¢gdes estruturais e composicionais do objeto de
estudo. Tipicamente, os modos vibracionais Opticos de um sodlido estdo
localizadas na faixa do espectro eletromagnético correspondente a radiagcéo
infravermelha. Dai a justificativa para a utilizagdo desse tipo de radiagdo em
experimentos de espectroscopia de absorgdo Optica que objetivem obter

informacgdes sobre os modos vibracionais de materiais (Martin, 1980).

Ja o chamado Espalhamento Raman acontece quando uma onda
eletromagnética atinge a superficie de um meio e uma fragao da luz é refletida
enquanto que o resto é transmitido para dentro do material. Da parcela da
radiagcao transmitida através da superficie, uma fracdo desta é absorvida na
forma de calor e a outra é retransmitida na forma de luz espalhada. A luz
emergente apresenta em seu bojo uma pequena parcela composta de
frequéncias diferentes daquela incidente. Com o Raman, € possivel tragar um
grafico que relaciona as intensidades relativas dos picos dos espectros com

cada energia da radiagdo com a qual a amostra foi excitada. O maximo dessa



34

curva mostrara qual energia de excitagdo produz a maior intensidade de
espalhamento, fornecendo, portanto, a diferenga de energia entre dois estados
possiveis. Como consequéncia, essa curva de ressonancia confere a
espectroscopia Raman uma possibilidade de se determinar as energias das
transicbes eletrbnicas de materiais a partir de seus espectros vibracionais
(Long, 1977).

Como é possivel notar, os processos fisicos envolvidos sdo diferentes
entre estas duas metodologias (Zieba-Palus et al., 2006). Apesar de serem
baseadas em processos de interacdo entre radiacdo e matéria, cada uma
dessas técnicas € fundamentada em um fenémeno fisico diferente. Apesar das
duas metodologias abrangerem comprimentos de onde iguais, ha uma
diferenca na interagdo com a matéria, fazendo com que esses métodos de
analise sejam complementares quando da analise quimica mais aprofundada

das amostras (Qing et al., 2016).

A Nanoindentagdo € um termo usado para designar experiéncias de
indentacdo onde cargas muito baixas sdo usadas para pressionar uma
superficie dura de maneira controlada. Como caracteristicas importantes do
processo, a carga aplicada, o deslocamento do indentador e o tempo sé&o
registrados continuamente durante a experiéncia. Devido a sua versatilidade, a
nanoindentacdo €& um dos métodos mais importantes para obter as
propriedades mecanicas nas regides proximas da superficie e pode ser
aplicado a praticamente todos os tipos de materiais solidos. Esta técnica,
possibilita a afericdo de profundidade e resolugao de carga, o que é muito util
para correlacionar o comportamento mecanico em nanoescala com a estrutura

do material (Lepienski et al., 2003).

Os testes convencionais de Vickers e Brinnel usam a imagem de
indicacdo para medir a area de contato necessaria para calcular a dureza. Ao
contrario disso, em nanoindentacdo, a area de contato é obtida a partir dos
dados de carga e deslocamento registrados em um ciclo de carga-descarga
completo, sem a necessidade de métodos de imagem. Se forem realizadas

analises mais elaboradas, outras propriedades mecanicas, como o modulo de
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elasticidade, tensdes residuais na superficie, deformagao, entre outros, podem

também ser determinadas (Lepienski et al., 2003).

No presente trabalho foram utilizados dentes irradiados in vitro, uma vez
que ao sofrer radiagao direta, € possivel avaliar de forma isolada os efeitos
causados na composigao quimica e comportamento mecanico da dentina, sem
interferéncias como pH, xerostomia e dieta dos pacientes (Lieshout & Bots,
2014; Jawad et al., 2015). Todos os dentes selecionados receberam 70 Gy no
total da radiacao, fraccionados em 2,0 Gy diarios. Esse protocolo é o utilizado
para tratamento de pacientes com cancer na regidao de cabega e pescogo, em
varios centros de tratamento. A partir de 30 Gy, o dano a estrutura dentaria é
irreversivel, sendo que a medida que aumenta a dose de radiagdo, aumentam-
se também as sequelas orais da radioterapia (Gongalves et al., 2014; Mellara
et al., 2014; Liang et al., 2016).

Durante todo o estudo, as amostras foram mantidas em agua
deionizada, trocada semanalmente, a fim de evitar a incorporacdo de novos
ions e componentes quimicos as mesmas. Em pesquisas com espectroscopias
FTIR e Raman a &gua deionizada parece ser o melhor meio de
armazenamento, ja que ela passa por um processo de purificagdo no qual é
feita a remocao total de ions e eliminam-se minerais, metais e outros
contaminantes (Jiang et al., 2007; Ferreira et al., 2016). Além disso, estudos
anteriores também indicaram que a matriz organica da dentina pode
permanecer quimica e mecanicamente estavel, mesmo apos longos periodos
de armazenagem em agua deionizada (Carvalho et al., 2000; Carrilho et al.,
2005).

Ao avaliar os resultados das analises quimicas, pode-se observar que
ambas as metodologias mostraram diferengas nos valores das areas
individuais ao observar grupo irradiado e grupo controle. Observam-se valores
maiores para as areas dos grupos irradiados para os componentes organicos,
tanto para FTIR como Raman, com excecdo do CH; na analise Raman. Isso
acontece porque a radioterapia provoca a quebra das moléculas de agua,
formandos radicais livres reativos, como oxigénio e peroxido de hidrogénio, que

ao interagirem com as biomoléculas, causam danos celulares (Fang et al.,
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2002). Este processo pode levar a uma desnaturagdo dos componentes
organicos das estruturas dentinarias (Pioch et al., 1992). Assim a porgéo
organica € mais propensa a apresentar alteragdes frente a radioterapia. Ocorre
uma reorganizagdo molecular e os radicais livres se ligam e formam novas

moléculas organizadas (Gongalves et al., 2014).

Em relagdo as razbes avaliadas, observam-se algumas semelhangas
entre os resultados do Raman e FTIR. A area da Amida | apresentou-se maior
para o grupo irradiado. A amida | € a banda de absor¢gdo mais intensa nas
proteinas e participa de quase todas as razbes avaliadas. Em ambos os
métodos, a razdo amida l/amida lll, que avalia alteracbes em relagdo a
organizag&o do colageno, apresentou diferenga estatistica e mostrou que com
a radioterapia, houve uma desorganizagao da estrutura (Toledano et al., 2015).
Ja as alteragdes na razdo amida I/CH2 indicam se ha uma alteracdo na
qualidade de colageno (Salehi et al., 2013; Toledano et al., 2015). Como o
colageno € a proteina mais abundante da dentina (90%), sua degradacéo tem
um impacto significativo na integridade estrutural deste tecido, o que pode ser
observado em elementos dentarios afetados por carie que se tornam
mecanicamente e funcionalmente comprometidos. Para esta razdo, a
metodologia Raman apresentou maior sensibilidade ao detectar diferencas

entre os grupos, ja na analise por FTIR n&do houve diferencga significativa.

Em relagdo as razdes que envolvem componentes inorganicos, observa-
se uma diminuigdo da razado fosfato/amida |, que esta relacionada com a
variagcao do valor de amida |, ja que o fosfato manteve-se estavel para ambas
as analises. No FTIR observou-se valores mais baixos do carbonato e uma
diferenga significativa para a razdo carbonato/fosfato, que se relaciona ao
conteudo mineral, apresentando diminuigdo com a radioterapia. Diante dessas
alteragcbes pode-se sugerir que a radiagcdo induz alteragbes quimicas na
dentina, componentes orgéanicos e inorganicos se reestruturam aumentando a
percepcao de determinadas bandas e diminuindo de outras. Ainda é dificil
explicar como essas alteragdes ocorrem, mas os resultados desse trabalho e a
literatura comprova que elas existem (Reed et al., 2015; Qing et al., 2016). Ja

foi mosrado na literatura que pode ocorrer um descarboxilagédo das ligagoes
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laterais do colageno e isso justificaria as altragdes na estrutura da dentina
(Pioch et. al., 1998). Além disso, a conformagao de tripla hélice do colageno
super enrolada € sensivel a diferentes niveis de radiacédo (Moscovich et al.,
1999). Por isso, altas doses de energia, como a radiagdo, pode induzir

alteragéo na estrutura do colageno.

Como reflexo das alteragdes quimicas, a estrutura dentinaria também
apresentou alteragdo na propriedade mecanica, diminuindo a nanodureza.
Muitos trabalhos mostram uma diminuicdo da dureza frente a radioterapia
(Gongalves et al., 2014; Lieshout & Bots, 2014; Qing et al., 2016). No entanto
ainda n&o ha um consenso na literatura devido as diferentes metodologias e
condi¢cdes de ensaio (Lieshout & Bots, 2014). O colageno contido na dentina é
reforcado por depdsitos minerais intrafibrilares, enquanto cada fibrila € cercada
por depdsitos minerais extrafibrilares (Hubner et al., 2005). Os minerais
intrafibrilares que endurecem as fibrilas de coldgeno dominam o
comportamento elastico da dentina em condigdes normais de carga (Hubner et
al.,, 2005). A irradiagdo com alta energia pode destruir os minerais
intrafibrilares, e essa destruicdo pode tornar-se mais severa com o aumento da
dose de radiacdo. Essa destruicdo e a alteracdo estrutural que ocorre na

estrutura do colageno estao relacionadas com a diminui¢do da nanodureza.

Ja com relacédo ao modulo de elasticidade (E), ele representa a rigidez
de um material (Zhang et al., 2014). Quanto menor o médulo de elasticidade,
menos rigido sera o material e maior € a sua capacidade de recuperagao
elastica (Kinney et al.,, 2003). Os resultados do presente estudo para esta
propriedade n&o mostraram alteragcdo significativa apds a radioterapia. A
dentina € um material ndo muito rigido pois apresenta muito material organico
na sua composicdo. Apesar da alteracdo mostrada na estrutura organica, esta

nao foi capaz de alterar a rigidez da dentina.

Apos a radioterapia, houve alteracbes na estrutura quimica e na
propriedade mecanica de nanodureza da dentina. Esse dado deve sempre
intrigar pesquisadores e clinicos que trabalham com esses pacientes, para que
assim, cada vez mais, busquem meios que minimizem esses efeitos deletérios

da radiacdo e criem alternativas preventivas e restauradoras que sejam
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eficientes para reabilitar esses pacientes. Estudos clinicos de
acompanhamento longitudinal sdo necessarios para demonstrar melhor os
riscos dessas complicagdes juntamente com os fatores externos relacionados

as alteracdes da dieta dos pacientes, pH bucal e hipossalivacéao.

Todos esses fatores contribuem para o acometimento de carie nesses
pacientes, e a alteragdo da estrutura potencializa o desenvolvimento da
doencga, causando uma destruicdo severa dos dentes pela carie de radiacédo. A
prevengao e o tratamento continuo apos a radioterapia se tornam uma questao
prioritaria para as préximas pesquisas, buscando devolver qualidade de vida

aos pacientes com cancer de cabecga e pescogo.
CONCLUSAO
Com a realizagao deste trabalho pode-se concluir:

e A radioterapia foi capaz de alterar a organizacdo e qualidade do

colageno.

¢ Raman e FTIR apresentaram-se como metodologias complementares

para avaliar composi¢ao quimica da dentina cervical,

¢ A radioterapia alterou a propriedade mecanica de nanodureza da dentina

cervical.
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DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 1.766.494

Apresentagéio do Projeto:

Trata-se de um estudo laboratorial no qual serfo avaliadas propriedades quimicas, mecénicas € composic&o
de dentes humanos irradiados in vitro.

De acordo com o descrito no projeto, a patogénese da céarie de radia¢&o ainda € pouco estudada, ainda que
seja uma lesé@o de natureza multifatorial. Em adigido aos danos indiretos da radiacédo aos dentes,
principalmente & participacéo das alteragtes quantitativas e qualitativas da saliva na patogénese da carie
de radiacé&o, é necessario

também consider os efeitos diretos da radiacgao sobre o esmalte, dentina e polpa como fatores importantes
para a patogénese da carie de radiag&o. Neste contexto, torna-se importante avaliar as propriedades fisicas
e quimicas de dentes irradiados em diferentes momentos, assim como avaliar se o tempo pods iradiacéo, ira
influenciar na mudanga das propriedades dentinarias. E importante avaliar também possiveis alteragfes da
morfologia, organizagéo e composi¢&o do colageno da dentina de dentes irradiados.

O estudo sera feito em duas etapas distintas e sequenciais. Também seréo avaliadas alteracéo da
morfologia, organizagéo e composigéo do colageno da dentina de dentes irradiados.

Seré&o utilizados dentes terceiros molares higidos, extraidos por indicac&o clinica, independente da
pesquisa. Os dentes dos grupos irradiados serdo submetidos ao protocolo radioterapico utilizado
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pelos pacientes do Hospital do Cancer da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro a partir do
equipamento acelerador linear (Acelerador Linear - Clinac 600C Yarian® - Feixe de 6 MV), sendo os dentes
irradiados com 2 Gy diarios, 5 dias por semana durante 7 semanas, totalizando 70 Gy. No primeiro objetivo
sera avaliado o efeito do tempo pos radioterapia nas propriedades de dentes irradiados em diferentes
momentos. Para isso dentes ndo irradiados (30), dentes irradiados imediatamente apds o término da
irradiagdo (n=20), dentes iradiados ha 6 meses (n=30) e dentes irradiados ha 18 meses (n=30) serdo
avaliados por meio de Microdureza Knoop, Espectroscopia Infravermelha Transformada de Founer (FTIR),
Espectroscopia Raman e Microscopia de Forga Atdmica. No segundo objetivo, sera avaliada a alteragdo da
morfologia e composicio do colageno em fung3o da radicterapia. Para isso 80 dentes serdo coletados e
divididos aleatoriamente entre grupo irradiado e ndo irradiado (n=40). Em cada grupo serdo feitas as
seguintes avaliagdes: Quantificagio da hidroxiprolina do colageno; FTIR; Microscopia Eletrdnica de
Transmissdo (MET); microscopia Confocal e Zimografia.

HIPOTESE: A primeira hipotese & que a radiagdo proveniente do acelerador linear e o tempo pés-
radioterapia podem influenciar as propnedades mecanicas e composigio quimica da dentina. A segunda
hipotese & que a radioterapia altera a estrutura do colagenc da dentina irradiada.

Critério de INCLUSAO: Dentes terceiros molares higidos de pacientes com mais de 18 anos de idade.
Critérios de EXCLUSAQ: Dentes que ndo sejam terceiros molares e dentes terceiros molares com presenca
de caries, restauracdes elou defeitos estruturais; Dentes de pacientes menores de idade.

Desfecho Primario: Avaliar o efeito do tempo pods-radioterapia nas propriedades da dentina humana
irradiada e, a alteracdo da morfologia, organizacio e composi¢do do colageno da dentina de dentina
irradiada in vitro.

Objetivo da Pesquisa:

Segundo o projeto:

Avaliar o efeito do tempo pos-radioterapia nas propriedades da dentina humana e avaliar alteracio da
morfologia, organizacdo e composicio do colageno da dentina de dentes irradiados.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Segundo os pesquisadores:

RISCOS: A coleta dos dentes sera realizada pela pesquisadora-doutoranda apos o atendimento clinico dos
pacientes atendidos na FOUFU. Anteriormente a doacdo do dente, havera o desconforto do procedimento
cirirgico de exodontia, para o qual serd necessaria anestesia e utilizag3o de
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instrumental previamente esterilizado. Havera o risco de detecgio de complicages biologicas, como dor e
sangramento, porém o parficipante sera informado sobre a possivel ocomréncia e orientado a comparecer
nos locais especificos de atendimento para que o tratamento seja instituido. O Onico risco € a identificacdo
do participante de pesquisa no momento da coleta do dente, o que contraria a Resolugio 466112, porém a
equipe executora se compromete em n3o revelar em nenhum momento da pesquisa a identidade dos
participantas. Os dentes utilizados serdo dentes com indicac3o clinica de exodontia e os participantes que
concordarem fardo a doag8o destes dentes por escrito aoc assinarem o TCLE.

BENEFICIOS: Através deste trabalho, os pesquisadores buscam informagdes que podem vir a melhorar a
condic3o de salde dos pacientes que s3o submetidos 3 terapia de irradiacio em cincer de cabeca e
pescogo. Os resultados obtidos possibilitardo aos cirurgites dentistas compreendarem de maneira mais
aprofundada as alteraces que ocorrem nos tecidos dentais apos a radioterapia, e mostrar que o cuidado
deve ser permanente em um paciente que fez tratamento de radioterapia. Isso podera guiar os profissionais
quanto & melhor forma de tratar e restabelecer a sadde bucal dos mesmos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

- Foi apresentado o calcule amostral para se chegar ao total de 200 dentes.

- Foi insendo o Instrumento para registro dos dados contendo informagdes sobre o participante importantes
para o estudo, sem dados que permitam sua identificag3o.

- Foram apresentadas detalhadamente as etapas do estudo necessarias para atingir os objetivos.

- Foram apresentados os critérios para analise dos dados: Caso os dados das analises quantitativas
apresentem distribuic3o normal serd empregada ANOVA fatorial (=0,05) e caso ocorra diferenga, sera
empregado o Teste de Tukey. Caso ndo apresente distnbuicio normal, os dados serdo analisados com

teste ndo paramétrico de Krushkall Wallis. Sera feita a analise qualitativa das imagens.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Todos os Termos foram apresentados, inclusive a Declaragdo de Instituicio Co-Participante assinada pelo
Responsavel pelo Setor de Irradiagdo do Hospital do Cancer da Universidade

Federal do Triangulo Mineiro.

Recomendacgoes:
Considerando a metodologia do presente estudo, configura-se a criacio de BIORREPOSITORIO. Diante
disso o CEP/UFU solicita a submiss3o de uma NOTIFICACAQ para atender 4 Resolugio CNS
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441711, que o5 pesquisadores encontram no sitio:
http://conselho.saude . gov . br/resolucoes/2011/Resodd41 _pdf

Elaborar um documento, assinado pelos pesquisadores, que atenda a resolugio supracitada quanto a
criagcdo e gestdo de um Biorrepositério para esta pesquisa que atenda os itens referentes a
BIORREPOSITORIOS da Resolucdo CNS 441 de 2011.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

ATENGAQ PARA O ATENDIMENTO DO TOPICO "RECOMNEDAGOES” ACIMAI

O projeto tem relevancia académica e respeita os principios eticos da pesquisa com seres humanos.
Aprovado com RECOMENDACOES.

De acordo com as atribuic@es definidas na Resolug3o CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovacdo do
protocolo de pesquisa proposto.

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

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Data para entrega de Relatdrio Parcial ao CEP/UFU: agosto de 2017.
Data para entrega de Relatorio Final ao CEP/UFU: agosto de 2013.

OBS.: O CEP/UFU LEMBERA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AQ CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAO DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 466/12, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatorio da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo Participante da pesquisa.

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

©- a aprovagdo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a Resolugio

CMNS5 466/12, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Orientacdes ao pesquisador
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+ O Participante da pesqguisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de refirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12 ) e
deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre & Esclarecido, na integra, por ele assinado.
+ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS 466/12),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber nsco ou dano ndo previsto ao participante da pesquisa ou
quando constatar a superionidade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram agdo
imediata.

+ 0 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 ocorride (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a
Agéncia Macional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

+ Eventuais modificacfes 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 3 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
4 mesma, junto com o parecer aprobatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial {Res.251/97,
item [11.2.e).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacio
Informacdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 05/10/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 755789.pdf 19:06:38
Projeto Detalhado /| Projeto_de_Pesquisa.pdf 05/10/2016 | Renata Borges Aceito
Brochura 19:06:20 | Rodrigues
Investigador
TCLE/ Termos de | TCLE.pdf 03/10/2016 | Renata Borges Aceito
Assentimento / 15:20:04 |Rodrigues
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Folha_de_rosto. pdf 30/09/2016 | Renata Borges Aceito
12:00:50 | Rodngues

Cutros Declaracao_lrradiacao.pdf 20/09/2016 | Renata Borges Aceito
08:42:10 | Rodngues

Declaracio de Solicitacao_do_pesquisador_para_Ins 12/07/2016 |Veridiana Resende Aceito
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Instituicdo e tituicao_pdf 11:1757  [Movais Aceito

Infraestrutura

Outros Lattes_pesquisadores.pdf 12/07/2016 |Veridiana Resende Aceito
11:15:13 [ Movais

Declaracdo de Declaracao_pesquisadores pdf 12/07/2016 |Veridiana Resende Aceito

Pesquisadores 11:14:11 | Movais

Outros Instrumento_Coleta_de Dados pdf 12/07/2016 |Verdiana Resende Aceito
11:13:13  |Novais

Cutros Calculo_amostral pdf 12/07/2016 |Veridiana Resende Aceito
11:12:22 [ MNovais

Declaracdo de Declaracao_FOUFU pdf 12/07/2016 |Vendiana Resende Aceito

Instituicdo e 11:09:17  [MNovais

Infraestrutura

Situagédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

UBERLANDIA, 07 de Outubro de 2016

Assinado por:
Sandra Terezinha de Farias Furtado
{Coordenador)
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