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1. RESUMO

Neoplasias malignas podem ser tratadas utilizando varias terapéuticas, dentre
elas a radioterapia (RT), que se baseia na incidéncia de raios ionizantes sobre o DNA
das células tumorais a fim de destrui-las. Entretanto, apesar de benéfico no tratamento
antineoplasico, a RT na regido de cabeca e pesco¢o pode causar efeitos deletérios as
estruturas saudaveis dessa regido. Varios estudos tem investigado o efeito da RT
sobre as estruturas dentais e os danos gerados na cavidade oral. Para isso, a
simulacao da radioterapia in vitro se torna necessaria. No entanto, a duvida a respeito
do protocolo aplicado seria a dosagem de Gy em forma unica ou de forma a simular o
que se faz clinicamente, ou seja, doses fracionadas diarias. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar as propriedades quimicas do esmalte dental submetido a diferentes
protocolos de radiacdo in vitro. Para isso, 56 terceiros molares foram coletados e
divididos em sete grupos (n=8): nao irradiado/controle; irradiado em dose uUnica de 30
Gy; irradiado em dose Unica de 50 Gy; irradiado em dose Unica de 70 Gy; irradiado em
doses fracionadas até o total de 30 Gy; irradiado em doses fracionadas até o total de
50 Gy; irradiado em doses fracionadas até o total de 70 Gy. Em cada grupo, a
composicao quimica foi avaliada por meio de Espectroscopia Infravermelha
Transformada de Fourier (FTIR), pela técnica de Reflexdo Total Atenuada (ATR).
Foram analisados a raz&o matriz organica/matriz mineral (M:M) e o conteudo relativo
de carbonato (CRC). Para a razdo M:M, One-way ANOVA revelou diferenca
significativa entre os grupos (p<0,001), sendo que o teste de Dunnett detectou
diferenga entre os grupos controle e irradiado em dose unica de 70 Gy (p=0,0034) e
entre o controle e o irradiado em doses fracionadas até o total de 70 Gy (p=0,039).
Excluindo-se o grupo controle, Two-way ANOVA constatou diferenga estatistica para
fracionamento (p=0,002) e para interagao fracionamento X dose (p<0,001), dentro da
razao M:M. Para o CRC, One-way ANOVA nao detectou diferenga estatistica entre os
grupos (p=0,063) e, excluindo-se o grupo controle, Two-way ANOVA também nao
revelou diferengca para os fatores dose (p=0,246) e fracionamento (p=0,082) e nem
para a interagao entre eles (p=0,075). Dessa forma, conclui-se que as doses de 70 Gy
alteraram a composi¢do quimica do esmalte dental humano, independentemente do
fracionamento ou ndo da dose. A radiagao ionizante teve efeito maior sobre a razédo
M:M, alterando o conteudo organico das amostras e ndo produzindo alteragées no
CRC.

Palavras-chave: Esmalte Dentario; Espectroscopia de Infravermelho com

Transformada de Fourier; Radioterapia.



2. ABSTRACT

Malignant neoplasms can be treated using various therapies, including
radiotherapy (RT), which is based on the incidence of ionizing rays on tumor cell DNA
in order to destroy them. However, although beneficial in antineoplastic treatment, RT
in the head and neck region can have deleterious effects on healthy structures in this
region. Several studies have investigated the effect of RT on dental structures and
damage to the oral cavity. For this, the simulation of in vitro radiotherapy becomes
necessary. However, the doubt about the applied protocol would be the dosage of Gy
in a single form or in order to simulate what is done clinically, ie fractional daily doses.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the chemical properties of dental
enamel submitted to different in vitro radiation protocols. For this, 56 third molars were
collected and divided into seven groups (n=8): non-irradiated / control; irradiated in a
single 30 Gy dose; irradiated in a single dose of 50 Gy; irradiated in a single dose of 70
Gy; irradiated in fractional doses up to a total of 30 Gy; irradiated in fractional doses up
to a total of 50 Gy; irradiated in fractional doses up to a total of 70 Gy. In each group,
the chemical composition was evaluated by Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR), by the Attenuated Total Reflection (ATR) technique. The organic matrix/mineral
matrix ratio (M:M) and the relative carbonate content (CRC) were analyzed. For the
M:M ratio, One-way ANOVA revealed a significant difference between the groups
(p<0.001), and the Dunnett test detected a difference between the control and single-
dose irradiated groups of 70 Gy (p=0.0034) and between control and irradiated at
fractional doses up to a total of 70 Gy (p=0.039). Excluding the control group, Two-way
ANOVA found statistical difference for fractionation (p=0.002) and for fractionation X
dose interaction (p<0.001), within the M: M ratio. For CRC, One-way ANOVA did not
detect statistical difference between the groups (p=0.063) and, excluding the control
group, Two-way ANOVA also did not reveal difference for dose (p=0.246) and
fractionation (p=0.082) nor for their interaction (p=0.075). Thus, it can be concluded
that the doses of 70 Gy altered the chemical composition of human dental enamel,
regardless of the fractionation or not of the dose. lonizing radiation had a greater effect
on the M:M ratio, changing the organic content of the samples and not producing

changes in CRC.

Key-Words: Enamel, Fourier Transform Infrared Spectroscopy, Radiotherapy



3. INTRODUGAO

O numero de casos de cancer tem aumentado de forma consideravel em
todo o mundo, configurando-se na atualidade como um dos mais importantes
problemas de saude publica (Roy e Saiekia, 2016). Aproximadamente 14
milhdes de novos casos de cancer sdo detectados por ano mundialmente. No
Brasil, a estimativa é de 600 mil novos casos por ano no biénio 2018/2019
(INCA, 2017). Dentre os tipos existentes, as neoplasias de cabeca e pescogo
ocupam o sexto lugar em numero de incidéncia (Kumar et al., 2016).

As modalidades de tratamento antineoplasico mais utilizadas sao
radioterapia, quimioterapia e cirurgia (Jawad et al., 2015). Apesar de pouco
invasivo e altamente eficaz, a radiacéo ionizante possui efeitos deletérios aos
tecidos saudaveis circundantes ao tumor, isso porque as estruturas presentes
no complexo cranio-cervical sdo altamente radio sensiveis (Kielbassa et al.,
2006). Assim, o paciente diagnosticado com neoplasia maligna na regido de
cabeca e pescoco lidara com sequelas que afetardo suas capacidades de
interagéo social e habilidades vitais como comer, beber e respirar (Jawad et al.,
2015). Os efeitos adversos da radioterapia na cavidade oral compreendem
mucosite, dor intensa, disfagia, disgeusia, candidiase, trismo, xerostomia,
osteorradionecrose e carie relacionada a radiacdo (Jawad et al., 2015;
Carneiro-Neto et al., 2017; Villa e Akintoye, 2018).

A dose de radiacdo possui uma unidade internacional para mensuragao
chamada Gray (Gy), que expressa a dose de radiacdao que o material ou tecido
humano ira absorver. A maior parte dos planos de tratamento para pacientes
oncologicos consiste em doses variando entre 50 e 70 Gy, fracionadas em
doses de 1,8 a 2 Gy diarios, 5 dias na semana, num periodo entre 5 e 7
semanas (Freitas et al., 2011; Qing et al., 2016). Contudo, metodologicamente
nao existe uma padronizagdo no modelo de radiacdo in vitro de amostras
dentais para realizagdo de pesquisas. Alguns estudos aplicam a radiagao
ionizante de forma fracionada, simulando a forma que é aplicada nos pacientes
oncologicos clinicamente, enquanto outros aplicam a radiagcdo total em uma
unica dose (Cunha et al., 2016; Cunha et al., 2017; Rodrigues et al., 2018;
Miranda et al., 2018).



Essas diferengcas no processo de irradiagdo resultam em achados
conflituosos na literatura. Trabalho utilizando dosagem unica ndo encontrou
diferengcas na resisténcia de unido de sistemas adesivos aos substratos
dentarios (Cunha et al., 2016) e na micromorfologia de dentes irradiados
(Cunha et al.,, 2017), ao mesmo tempo que outros estudos usando doses
fracionadas encontraram alteragdes quimicas e mecanicas no esmalte e na
dentina (Gongalves et al., 2014; Qing et al., 2015; Reed et al., 2015; Novais et
al., 2016; Qing et al., 2016; Rodrigues et al., 2018; Miranda et al., 2018; Campi
et al., 2019; Lu et al., 2019). Focando no esmalte, a radiagédo ionizante causa
alteragbes na sua composi¢cdo quimica, na microdureza, no modulo de
elasticidade e no padrao de desgaste desse tecido, tornando-o mais suscetivel
a carie (Qing et al, 2015, Reed et al., 2015; Lopes et al., 2018;
Seyedmahmoued et al., 2018).

Desse modo, ndao ha respostas homogéneas a respeito dos danos
diretos nos dentes causados pela radiagdo ionizante em estudos
experimentais, uma vez que alguns estudos aplicam a dose total de radiagao
de uma unica vez, enquanto outras pesquisas usam a dose total aplicada de
maneira fracionada, simulando o modo como se faz na pratica clinica. Portanto,
simular estas variacbes das técnicas e dosagens faz-se necessario para
compreender a que nivel as alteracbes ocorrem nos tecidos dentais frente a
radioterapia. A hipotese nula é que diferentes doses e protocolos de radiacao

nao produzem alteragdes na composigao quimica do esmalte.

4. REVISAO DE LITERATURA

Soares et al., 2010, estudaram a influéncia da irradiagcdo gama sobre a
resisténcia a tracdo do esmalte e da dentina, em relacdo a orientacdo dos
prismas, dos tubulos dentinarios e da sua localizagdo. Quarenta terceiros
molares humanos higidos foram divididos em dois grupos (n=20): n&o irradiado
e irradiado. O grupo irradiado recebeu dose total de 60 Gy, sendo exposto
diariamente a 2 Gy até atingir o total. Restauragdes de resina composta foram
realizadas na superficie oclusal e, em seguida, as coroas e as raizes foram
seccionadas no sentido vertical na diregao vestibulo-lingual a fim de obter fatias

de 1,0 mm. Foram obtidas fatias com corte paralelo ao posicionamento dos
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primas, transversal a orientacdo dos primas, transversal a orientacdo dos
tubulos dentinarios na dentina coronaria, paralela a orientagédo dos tubulos na
dentina coronaria, paralela a orientagdo dos tubulos na dentina radicular e
transversal a dentina coronaria. As amostras foram submetidas ao teste de
tracao a 0,5 mm/min até que ocorresse a fratura e analisadas em microscopia
eletrébnica de varredura. A analise estatistica foi realizada com teste Two-way
ANOVA. A radiagdo ionizante diminuiu significativamente os valores de
resisténcia a tracdo na dentina coronaria e radicular e no esmalte. Com ou sem
irradiagcdo, o esmalte foi significantemente mais resistente quando testado
paralelamente a sua orientagao prismatica. Com relagéo a dentina coronaria e
radicular das amostras nao irradiadas, verificou-se maiores valores de
resisténcia a tracdo com testes perpendiculares a orientacdo dos tubulos.
Entretanto, com a exposi¢cao a radiacido ionizante, a influéncia da orientagao
dos tubulos dentinarios foi indiferente, demostrando que a irradiacédo € mais
danosa aos componentes organicos do que aos inorganicos.

Em 2011, Soares et al. pesquisaram a influéncia do uso de clorexidina e
colutério com fluor sobre as propriedades mecanicas dos tecidos dentarios
submetidos a radiacdo gama. Foram coletados 120 terceiros molares humanos
higidos e, dessa forma, divididos em dois grupos (n=60): irradiado e nao
irradiado. Apds isso, cada grupo foi subdividido em trés subgrupos (n=20), de
acordo com a solucao a ser imersa durante a radiagao: colutério com 0,05% de
fluoreto de sddio, enxaguante bucal com clorexidina a 0,12% e grupo controle
nao imerso em nenhuma solugdo. Os dentes receberam doses de 60 Gy,
fracionadas em 2 Gy diarios, 5 dias por semana, totalizando 6 semanas. Os
dentes foram restaurados e seccionados para obter-se 6 fatias de 1,0 mm para
cada porgao da coroa e da raiz. Para o teste de microtracao, foi utilizada uma
velocidade de 0,5mm/min até que ocorresse a fratura. Apos teste Two-way
ANOVA e teste de Tukey (p<0,05), observou-se que a radiagdo reduziu
significativamente a resisténcia a tracdo do esmalte e da dentina coronaria e
radicular. Com relacdo as solugdes, o estudo concluiu que a solugdo de
clorexidina a 0,12% reduziu parcialmente os danos referentes as propriedades
mecanicas da dentina coronaria irradiada. Ja no esmalte, a imersdo em fluoreto
de sédio a 0,05% apresentou similaridade no teste de resisténcia a tracéo tanto

para o esmalte irradiado quanto o nio irradiado.
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Naves et al., 2012, avaliaram o efeito da radiacdo gama sobre a
resisténcia de uniao de restauragdes de resina composta ao esmalte e dentina
humanos, antes e apds a radioterapia. Trinta terceiros molares foram
seccionados no sentido mésio-distal e divididos aleatoriamente em trés grupos:
controle (ndo irradiado), irradiado antes do procedimento restaurador e
irradiado apds o procedimento restaurador. As doses recebidas foram de 60 Gy
totais, com aplicagao diaria de 2 Gy durante 5 dias por semana, totalizando 6
semanas ao final. Os espécimes foram seccionados e submetidos ao teste de
microtragdo, seguido de microscopia Optica e microscopia eletrénica de
varredura. Os dados foram submetidos a ANOVA de dois fatores, seguido pelo
teste de Tukey (p<0,05). A radioterapia reduziu significativamente a resisténcia
de unido tanto para esmalte quanto para dentina, quando a restauracao foi
realizada apoés a irradiacdo. Além disso, os resultados mostraram um aumento
na ocorréncia de falhas coesivas dentro do substrato dental para o grupo
restaurado apds a radioterapia. Assim, 0 momento da restauragao apresenta-
se como fator determinante na resisténcia de unido do substrato dentario
irradiado com o material restaurador.

Yadav e Yadav, 2013, avaliaram o efeito da radiacéo ionizante sobre a
interface resina-dentina em termos de adaptacéao e resisténcia de unido, apds
termociclagem e carregamento mecanico. Foram utilizados 40 terceiros
molares inferiores divididos em quatros grupos: GRI (n&o irradiado e restaurado
com resina composta), GRII (irradiado e restaurado posteriormente), GRIII
(restaurado e posteriormente irradiado) e GRIV (amostras restauradas
concomitantemente a irradiagdo). Os espécimes passaram por ciclagem
térmica e mecanica. As fatias de resina-dentina foram preparadas em formato
de halteres e a resisténcia a microtracdo foi mensurada. As amostras foram
submetidas a falha numa velocidade de 0,5 mm/min. Os dados de resisténcia
de uniao foram analisados por ANOVA One-way. Ao final, pode-se concluir que
a radioterapia pode afetar a resisténcia a microtracdo das restauracdes de
resina se as restauracoes forem feitas apds a radioterapia.

Gongalves et al., 2014, objetivaram analisar os efeitos da radiacao
ionizante sobre as caracteristicas mecanicas e micromorfolégicas do esmalte e
da dentina humanos. Apés hemiseccado dos dentes, a microdureza dos tecidos

dentais foi avaliada em trés profundidades (superficial, média e profunda) antes
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e apos cada dose de radiacédo de 10 Gy, totalizando 60 Gy ao final. A
microdureza longitudinal foi utilizada como padrédo de avaliagdo. Os dados
foram analisados utilizando os testes de Kruskal-Wallis e Dunn ou Fisher a um
nivel de significancia de 5%. Quanto ao esmalte, ndo houve alteracdo na
microdureza como um todo, sendo observado apenas um aumento na
microdureza do esmalte superficial. Ao analisar microscopicamente nao foi
notada alteracao estrutural, entretanto as estruturas interprismaticas tornaram-
se mais evidentes. Ja na dentina, a microdureza diminuiu apos cada dose
comparada com a dentina nao irradiada, especialmente na profundidade média
das amostras. A analise microscopica revelou fissuras na estrutura dentinaria,
bem como a obliteragao dos tubulos dentinarios e, apds doses de 30 e 60 Gy,
verificou-se uma fragmentagao das fibras de colageno.

Em 2014, Mellara et al. investigaram os efeitos da radioterapia em
dentes deciduos. A microdureza do esmalte e da dentina foi avaliada em trés
profundidades antes e apods as diferentes doses da irradiagdo. As amostras
receberam doses de 10 em 10 Gy até a dose total de 60 Gy. Foi utilizada a
microscopia eletronica de varredura para analise morfologica. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) de dois fatores e teste de Tukey.
Apos a dose de 60 Gy, a microdureza do esmalte aumentou no geral,
principalmente na sua superficie. Em relacdo a dentina, houve diferenga
significativa nos valores de microdureza entre a dentina n&o irradiada e a
irradiada com 10, 20, 30 e 40 Gy. Em geral, os maiores valores encontrados de
microdureza foram para a dentina de profundidade média. Quanto as doses de
30 e 60 Gy, as maiores alteragcbes foram encontradas na superficie das
amostras, em comparagdo com 0s grupos nao irradiados. Além disso, uma
ruptura progressiva da morfologia do esmalte e da dentina foi encontrada a
medida que a dose de radiagao aumentou.

Qing et al., 2015, avaliaram o efeito da radiagdo gama no
comportamento de desgaste do esmalte dentario humano em relagdo a
orientagdo dos prismas. Para isso, utilizou-se testes de nano desgaste,
perfilometria de superficie e microscopia eletrénica de varredura, para avaliar o
comportamento de desgaste das camadas de esmalte antes e depois da
radioterapia. Além disso, diferentes métodos foram usados para analisar as

mudancas estruturais e quimicas dos cristais do esmalte quando irradiado. A
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microdureza superficial também foi avaliada. Os dentes receberam 60 Gy de
radiacdo total, fracionados em 2 Gy diarios, 5 dias por semana, durante 6
semanas. Apos as analises, os resultados mostraram uma pequena quantidade
de resisténcia ao nano desgaste, independente da orientagdo prismatica. Além
disso, a variagdo no comportamento de desgaste foi intimamente relacionada
com mudangas na cristalografia, composi¢gdo quimica e microdureza do
esmalte. Assim, verificou-se que a irradiacdo teve efeitos diretos no
comportamento de desgaste do esmalte dentario humano.

Reed et al.,, 2015, investigaram as propriedades nanomecanicas e a
composi¢cao quimica dos tecidos dentarios (esmalte e dentina) antes e depois
da irradiagao. Terceiros molares higidos foram expostos a 2 Gy diarios de
radiagdo, 5 dias por semana, 7 semanas, até o total de 70 Gy. Avaliou-se o
modulo de elasticidade e as proporcdes de proteina/mineral, carbonato/fosfato
e o pico de fosfato. O modulo de elasticidade do esmalte e da dentina sofreram
aumento significativo apds radiagdo. Quimicamente, constatou-se uma
significativa diminuigdo na proporcao de proteina/mineral. A irradiagédo causou
um aumento na dureza em esmalte proximo a juncdo amelodentinaria,
provavelmente devido a uma diminuigdo do conteudo proteico, sendo seu
percentual muito menor em esmalte. Tais mudangas nas propriedades
mecanicas e composicdo quimica contribuiriam para a falha biomecanica que
leva a delaminacdo de esmalte na area da jungdo, que € observada
clinicamente apos a radioterapia nos pacientes.

Santin et al., 2015, avaliaram se a radioterapia alteraria a resisténcia do
esmalte de dentes irradiados apds a colagem e descolagem de braquetes
metalicos e ceramicos. Dez molares permanentes foram cortados em
fragmentos de 1 mm? de esmalte e divididos em um grupo irradiado (dose total
de 60 Gy) e um grupo néao irradiado. Além disso, 90 pré-molares foram
divididos em 6 grupos e subgrupos (n=15): Grupo 1 - nao irradiado e néo
envelhecido; Grupo 2 - ndo irradiado e envelhecido (ciclagem térmica); Grupo 3
- irradiado e envelhecido e cada grupo foi dividido em 2 subgrupos: braquetes
metalicos e ceramicos. Depois dos ciclos térmicos e radiacdo, os braquetes
foram colados sobre os espécimes com Transbond XT (3M Unitek, Monrovia,
Califérnia). Apds 24 horas, as amostras foram submetidas ao ensaio de

microcisalhamento. Imagens das superficies de esmalte foram classificadas
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usando o indice de remanescente do adesivo. A interface resina-esmalte
também foi avaliada. Concluiu-se que a radiagdo diminuiu a resisténcia do
esmalte, sendo que os espécimes tratados com radioterapia apresentaram as
maiores frequéncias de falha adesiva entre o suporte e a resina composta, bem
como tags de resina mais extensos.

Da Cunha et al., 2016, investigaram o efeito de trés doses diferentes de
radiacdo na resisténcia de unido de dois sistemas adesivos em esmalte e
dentina. Oitenta terceiros molares foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos, sendo um controle e outros trés com diferentes doses de radiagao (20,
40 e 70 Gy). Os substratos foram divididos em grupos de esmalte e dentina e,
em seguida, subdivididos em dois subgrupos de 10 cada, de acordo com o
sistema adesivo utilizado. Dessa forma, foram realizadas restauragbes em
cada amostra usando o adesivo Adper Single Bonde 2 (3M ESPE) ou sistema
adesivo universal Single Bond (3M ESPE) e resina composta Filtek Z350 XT
(3M ESPE). Apdés o procedimento restaurador, foi realizado o teste de
microcisalhamento. Para analise dos dados, ANOVA de dois fatores foi
utilizado juntamente com teste de Tukey e os modos de falha foram
examinados com lupa estereoscopica. Ao final, concluiu-se que a radioterapia
nao afetou a resisténcia de unido tanto em esmalte quanto em dentina. O
sistema adesivo universal Single Bond apresentou maiores valores de
resisténcia a dentina em relacdo ao Adper Single Bond. Em esmalte, houve
falhas adesivas em todas as doses e com os dois sistemas adesivos.

Ferreira et al., 2016, estudaram as consequéncias da radioterapia na
constituicdo do esmalte de dentes deciduos usando fluorescéncia de raios-X e
espectroscopia Raman antes e apds o processo de ciclagem de pH. Para o
estudo, foram utilizados dez molares deciduos e estes foram divididos em dois
grupos: controle e irradiado. O grupo irradiado recebeu a dose total de 54 Gy,
sendo 2 Gy por dia, durante 5 semanas. O grupo irradiado foi avaliado antes da
radioterapia, pds-radioterapia e pos-radioterapia junto com a ciclagem. O grupo
controle foi avaliado apenas antes e apos a ciclagem de pH. Quanto a
composicao, foi avaliada a porcentagem em peso dos elementos Calcio (Ca),
Fosforo (P) e os componentes da matriz organica. Além disso, foram
investigadas a razédo Ca/P e a area integrada das bandas Raman em relagcao

ao conteudo organico, carbonato e fosfato. Em suma, as amostras de dentes
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deciduos que passaram pelas doses de radioterapia tiveram uma reducédo no
seu conteudo organico.

Liang et al.,, 2016, analisaram os danos topograficos na superficie
dentaria, as alteragdes no comportamento de friccdo e nas propriedades
nanomecanicas (moédulo de elasticidade, coeficiente de fricgdo e nanodureza)
de dentes apds radioterapia. Amostras de esmalte e dentina foram obtidas a
partir de cinquenta terceiros molares humanos e distribuidas aleatoriamente em
quatro grupos testes e um controle. Os grupos testes foram expostos a
radiacdo de 2 Gy diarios, durante 5 dias na semana, por 5 dias (grupo de 10
Gy), 15 dias (grupo de 30Gy), 25 dias (grupo de 50 Gy) e 35 dias (grupo de 70
Gy). As propriedades nanomecanicas dos dois substratos evidenciaram
importante relagdo dose-resposta. Entre 30 e 50 Gy, a nanodureza e o modulo
de elasticidade se mostraram mais variaveis. Ja o coeficiente de friccao teve
maior variacao entre 0-10 Gy para dentina e 30-50 Gy em esmalte. As doses
mais importantes foram de 30-50 Gy e os pontos-chave do tempo ocorreram do
15° ao 25° dia de tratamento, que é quando devem ser aplicadas medidas para
prevencao de caries relacionadas a radiacao.

Em 2016, Novais et al. avaliaram o efeito da radiagdo gama em dentes
tratamentos endodonticamente, em relagcdo a microdureza e a resisténcia a
flexdao da dentina de dentes humanos e bovinos. Foram utilizados quarenta
dentes unirradiculares e quarenta incisivos bovinos. Os dentes foram divididos
em quatro grupos (n=10) decorrentes da associacdo dos dois fatores de
estudo: tratamento endodéntico (2 niveis) e radioterapia (com ou sem). As
doses foram fracionadas em 2 Gy por dia, 5 dias por semana, até 60 Gy. Os
dentes foram divididos em dois fragmentos longitudinais. Uma metade foi
analisada sobre o teste de flexao de trés pontos e a outra metade foi utilizada
para o teste de dureza Knoop. Os dados foram analisados por Three-way
ANOVA e teste Tukey (0=0,05). Nenhuma diferenga significativa foi encontrada
para valores de resisténcia a flexdo. A dentina humana apresentou
microdureza significativamente maior que a bovina. O tratamento endodéntico
e a radioterapia resultaram em microdureza significativamente menor,
independentemente do tipo de dente. Os resultados indicaram que a
radioterapia teve efeitos deletérios sobre a microdureza da dentina humana e

bovina e este efeito € aumentado pela interacdo com a terapia endodéntica.
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Qing et al., 2016, estudaram os efeitos da radiagdo gama sobre o
comportamento de desgaste da dentina humana. Dezenove pré-molares
humanos foram coletados para obter-se a diregdo perpendicular ou paralela
dos tubulos dentinarios nos espécimes. As amostras foram irradiadas com 60
Gy, com doses diarias de 2 Gy. Testes de nanocratch foram realizados e os
arranhdes analisados por meio de microscopio eletrénico e perfilometria de
superficie. A difragdo de raios-X e a espectroscopia infravermelha transformada
de Fourier (FTIR) foram aplicadas para analise da mudanga no padrédo da
cristalografia e composi¢céo quimica da dentina apds a radiag&o. A alteragao da
microdureza superficial também foi avaliada. Constatou-se que o coeficiente de
friccdo da dentina irradiada foi maior e que a profundidade e tamanho do
desgaste também. Além disso, notou-se uma formagéo de cristais maiores na
dentina irradiada. A microdureza foi significativamente inferior na dentina apos
receber a radiagdo. Os principais achados microscopicos foram delaminacao e
quebra em ambos substratos, cortados perpendicularmente ou paralelamente
aos tubulos dentinarios apds a irradiagao.

Da Cunha et al., 2017, analisaram os efeitos de trés doses diferentes de
radiacdo (20, 40 e 70 Gy) na microdureza, morfologia superficial e conteudo
mineral (com base nos valores de Ca e P) de trés diferentes profundidades de
esmalte (cervical, médio e oclusal). No total, 34 terceiros molares foram
seccionados, separados e preparados. As amostras de microdureza foram
incluidas em resina acrilica e polidas para delimitagdo das profundidades.
Amostras de esmalte cervical, médio e oclusal foram submetidas ao teste com
50 g durante 30 segundos antes e apos a radiagdo. Amostras também foram
analisadas no microscopio eletrdbnico de varredura (n=4), além de
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) (n=12). Para analise dos
resultados, utilizou-se ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). A microscopia
eletrdbnica de varredura e EDS foram utilizadas na analise qualitativa das
amostras. Por fim, independentemente da dose observou-se uma diminuicao
na microdureza do esmalte cervical, sem muitas alteracbes nas demais
regides. Nao foram evidenciadas alteragdbes na morfologia € nem na
composi¢ao das amostras.

Abdalla et al., 2018, avaliaram a deteccdo de desmineralizacdo do

esmalte e do cemento através da densitometria radiografica em dentes
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irradiados e nao irradiados. Sessenta dentes foram divididos em dois grupos
(n=30): irradiado (com dose unica de 60 Gy) e nao irradiado, e apds isso,
ambos o0s grupos foram submetidos ao processo de ciclagem de
desmineralizagao-remineralizagdo. O processo de ciclagem se deu a 37°C,
onde a amostra esteve imersa durante 3 horas numa solugdo desmineralizante
de pH 4,3, seguida de 21 horas em solugao remineralizante de pH 7,0.
Radiografias foram realizadas antes e apdés o ciclo de pH, buscando
padronizacdo da incidéncia do feixe de raio X, através da técnica do
paralelismo. A radiodensidade foi mensura no inicio do estudo, sem o processo
de ciclagem, e apds o experimento, levando em consideragao determinados
pontos. Através da anadlise densitométrica, foi possivel perceber que o
processo de ciclagem reduziu significativamente os valores de cinza dos
tecidos dentarios em estudo nos dois grupos, representando a redugéo mineral
tecidual. O valor médio do nivel de cinza nas radiografias evidencia o grau de
desmineralizagao, onde no esmalte irradiado a reducéao foi de cerca de 53 e no
esmalte ndo irradiado 40.

Lopes et al., 2018, buscaram entender o efeito do fluor tépico durante a
irradiacdo sobre a composicao quimica, propriedades mecanicas e morfologia
do esmalte apds ciclagem de pH in vitro. Trinta terceiros molares foram
divididos aleatoriamente em trés grupos (n=10): ndo irradiado (NI); irradiado em
umidade relativa (IU) e irradiado em fluor gel neutro (IF). E cada grupo foi ainda
subdividido em dois subgrupos (n=5) de acordo com a presencga de ciclagem
de pH: com e sem ciclagem. Os dentes dos grupos IU e IF foram submetidos a
um protocolo de irradiacdo de 2 Gy diarios, 5 dias por semana, durante 7
semanas, totalizando 70 Gy. Altera¢des quimicas foram quantificadas por meio
de Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier (FTIR). Os
parametros avaliados foram: razao matriz:mineral (M:M), conteudo relativo de
carbono (CRC) e cristalinidade. Também foi realizada avaliacdo da
microdureza (VHN) e do mdédulo de elasticidade (E) do esmalte em trés
profundidades (superficial, médio e profundo). A morfologia do esmalte foi
avaliada por meio de microscopio eletrénico de varredura (MEV) (n=3). M:M,
CRC e cristalinidade foram analisados por meio de ANOVA em dois fatores e
os dados de VHN e E foram analisados por meio de ANOVA em trés fatores

seguido pelo teste de Tukey (p<0,05). Conclui-se que a radioterapia altera o

17



modulo de elasticidade do esmalte. A ciclagem de pH aumenta a cristalinidade
e o conteudo de fosfato do esmalte e também aumenta as propriedades
mecanicas. No entanto, diminui o conteudo de carbonato. O fluoreto associado
a radioterapia reduz a exposi¢do da matriz orgénica e ajuda a manter a
morfologia externa do esmalte irradiado.

Rodrigues et al., 2018, avaliaram as propriedades biomecanicas da
dentina e a resisténcia a microtragao realizada antes ou apds a radioterapia.
Amostras de dentina irradiada e n&o irradiada (n=5) foram avaliadas com os
seguintes métodos: espectroscopia infravermelha transformada de Fourier
(FTIR), microscopia eletrbnica de varredura e teste de dureza e modulo de
elasticidade. As doses totais aplicadas foram de 72 Gy, sendo 1,8 Gy por dia
durante 5 semanas, totalizando 8 semanas, com a amostra imersa em agua
destilada. Trés grupos (n=10) foram avaliados para resisténcia a microtragéo:
grupo controle (ndo irradiado), irradiado antes da restauragao e irradiado apos
a restauragdo. Foram obtidas amostras de resina-dentina com espessura de
1,0mm? e, dessa forma, submetidas ao teste de microtragcdo. A analise da
interface de unido foi feita por microscopia confocal. Apds a radioterapia, o
calculo da razao percentual entre as areas das bandas analisadas demostrou
um aumento da absor¢do em todas as bandas. Houve um aumento da
microdureza e diminuicdo do moédulo de elasticidade, evidenciando uma
desorganizagao na dentina. A resisténcia de unido foi afetada pela radioterapia
e pelo momento da restauracdo (antes ou depois a irradiacdo). Dessa forma,
concluiu-se que a radioterapia provoca alteracbes que contribuem para o
aumento do risco de carie dentaria e que tratamentos restauradores
preferencialmente devem ser realizados antes do protocolo de irradiagao,
aumentando as propriedades adesivas dos materiais.

Santin et al., 2018, avaliaram a resisténcia ao cisalhamento e forca de
adesdo de braquetes ortodonticos de metal aderidos ao dente submetido a
irradiagdo, com cimento de iondmero de vidro convencional e resina composta
modificada com iondbmero de vidro. Noventa pré-molares humanos foram
divididos em 6 grupos (n=15) de acordo com o material utilizado para colar o
braquete ortoddntico e o uso ou nao da radiacdo. Os grupos determinados
foram: CR (Resina Composta Transbond XT), RMGIC (Cimento de iondmero

de vidro convencional Fuji Ortho LC), GIC (Cimento de iondbmero de vidro
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modificado por resina KEtac CEm Easymix) e, além disso, irradiado e nao
irradiado. Para o processo de irradiagado ionizante, foram utilizadas doses
fracionadas em 2 Gy diarios, 5 dias por semana, totalizando 6 semanas. A
colagem dos braquetes foi realizada em uma area do dente previamente
definida, no tamanho de 5 mm de didametro. A colagem do braquete foi
realizada utilizando o protocolo proposto para cada tipo de material. Os testes
de cisalhamento foram realizados 24 horas apds o protocolo de colagem,
posicionando a ponta ativa da maquina entre o braquete e o esmalte, aplicando
uma forga de 20 kgf com uma velocidade de 0,5 mm/min. Dessa forma, apods a
retirada do braquete, o esmalte foi analisado em lupa estereoscoépica, seguindo
a sequinte classificagdo: 0- nenhum adesivo deixado no esmalte, 1- menos da
metade do adesivo deixado no esmalte, 2- mais da metade do adesivo deixado
no esmalte, 3- toda o material resinoso aderido ao esmalte. Pode-se perceber
que comparando os subgrupos (irradiado ou nao), ndo houve diferenca
estatistica significante entre eles. De acordo com a classificacdo utilizada, o
subgrupo irradiado e colado com resina composta apresentou maior retengcéo
do compdsito a amostra, enquanto os outros grupos apresentaram maior
frequéncia de falha do tipo 0.

Seyedmahmoud et al., 2018, tiveram como objetivo determinar os efeitos
in vitro e in vivo de altas doses radioterapicas na microdureza e na morfologia
do padrao de indentagdao associada ao esmalte. Foram utilizados para esse
estudo trés grupos (n= 6): grupo controle (ndo irradiado), irradiado in vitro e
irradiado in vivo. O grupo irradiado in vitro foi submetido ao protocolo de
radioterapia recebendo 2 Gy diarios, durante 5 dias, totalizando 7 semanas e a
dose total de 70 Gy. Em contrapartida, o grupo irradiado in vivo foi obtido a
partir de dentes com indicagdo de exodontia em pacientes oncologicos que
receberam radiagdo ionizante na regido de cabeca e pescog¢o. Os dentes
tiveram as suas raizes seccionadas em aproximadamente 5 a 6 mm abaixo da
jungcdo cemento-esmalte. Além disso, a amostra foi repartida no sentido
vestibulo-lingual e mésio-distal. Para o teste de microindentacao, foi utilizada a
microdureza Vickers, aplicando uma forca de 500 gf durante 12 segundos, em
3 regides diferentes das amostras: superficie, no meio do esmalte e na porgao
mais interna. Os valores de microdureza mostraram que as regides médias e

superficiais do esmalte irradiado in vivo e in vitro apresentaram uma reducao
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significativa em relagdo ao grupo controle. Foram analisados dois padrées de
indentagao: A) presenga de microfissuras ao redor da indentagao e B) periferia
limpa. A porcentagem de padrao B foi maior nos grupos irradiados comparados
ao controle, sendo que foi mais observado o padrdao B no grupo irradiado in
vivo. Assim, pode-se perceber que a irradiagdo in vitro e in vivo alteraram a
microdureza do esmalte dentario, bem como o padrdo de indentagao,
sugerindo maior fragilidade apds a exposicao a radiagao ionizante.

Velo et al.,, 2018, buscando uma melhor compreensido dos fatores
associados as lesdes cariosas que aparecem apos radioterapia, analisaram as
propriedades da dentina radicular de 20 terceiros molares utilizando os
métodos de dureza superficial, espectroscopia de energia dispersiva de raios X
(EDS) e difracéo de raios-X. Além disso, outros seis dentes foram preparados e
analisados por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Apés aleatorizagéo,
os dentes foram divididos em 2 grupos de 13 para serem submetidos a
radiacdo de 55 Gy ou 70 Gy utilizando um acelerador linear. As porcentagens
do EDX e a dureza superficial foram determinadas com base em medi¢des
antes e depois da irradiacdo. Os espécimes foram também analisados apds
irradiacao por MEV e difracédo de raios-X. A relagao de peso Ca/P foi calculada.
Os resultados apresentados pela MEV mostraram desidratagcdo da dentina e
diminuicdo da relacdo Ca/P apds radiacdo. A perda da dureza superficial foi
maior no grupo irradiado com 70 Gy do que com 55 Gy, sendo que mesmo em
dosagem menor também foi observado alteragdes na dentina radicular. Assim,
foi possivel notar que a exposi¢cao a radiagao altera a composicao e estrutura
da dentina radicular humana, afetando negativamente sua dureza.

Arid et al., 2019, estudaram os efeitos da radiacdo ionizante na
morfologia da superficie do esmalte e da dentina para determinar o melhor
sistema adesivo e 0 melhor momento para restauragcao de dentes em pacientes
com cancer de cabega e pescog¢o. Foram obtidos 120 fragmentos de esmalte e
120 fragmentos de dentina, divididos em quatro grupos (n=30): G1 equivalente
ao controle (ndo irradiado e restaurado); G2 restaurado imediatamente antes
da radioterapia; G3 restaurado imediatamente apdés a radioterapia e G4
restaurado 6 meses apds a radioterapia. Além disso, os grupos foram
subdivididos em 2 subgrupos de acordo com o sistema adesivo: Adper Single

Bond (SB) e Clearfil SE Bond (CL). Para a inser¢cédo do compaosito foi utilizada
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uma matriz de teflon a fim de padronizar os incrementos, utilizando as
instrucdes dos fabricantes de cada adesivo. As amostras foram submetidas a
radiacéo ionizante, recebendo 2 Gy diarios durante 5 dias, total de 6 semanas
e uma dose acumulativa de 60 Gy. Apos o procedimento restaurador e
radioterapico, as amostras foram submetidas a microscopia confocal para
analise morfoldgica, sendo realizada antes da radioterapia e apds cada 10 Gy
até a dose final de 60 Gy. Apds 24 horas do recebimento da dose total de
radiacao, as amostras foram submetidas ao teste de resisténcia de unidao, onde
foi aplicada uma forga de 20 kgf a uma velocidade de 0,5 mm. Apds a falha das
restauracoes, as amostras foram levadas para analise na microscopia confocal,
onde foram determinadas as seguintes classificagdes: fratura adesiva, fratura
coesiva restrita ao substrato dentinario, fratura coesiva restrita ao adesivo e/ou
compdésito resinoso e fratura mista envolvendo adesivo e/u compdsito resinoso
e/ou estrutura dental. As alteragbes morfolégicas foram observadas apés a
totalizacdo de 40 Gy e em ambos os substratos. O grupo CL apresentou os
maiores valores de unido em ambos os substratos e G2 os menores valores
para esmalte e dentina. Com relacdo a fratura, as falhas adesivas foram mais
predominantes em todos os grupos. Porém, G3 do subgrupo CL evidenciou alta
prevaléncia de fratura coesiva restrita ao adesivo e/ou resina composta. A
radioterapia modificou consideravelmente a morfologia superficial do esmalte e
da dentina, alterando a forca de ades&o aos materiais restauradores. O sistema
Clearfil SE Bond apresentou melhores valores comparados ao Adper Single
Bond e os procedimentos restauradores antes da radioterapia resultaram em
piores resultados em ambos os substratos.

Campi et al.,, 2019, analisaram as alteracbes quimicas na dentina
radicular causadas pela radiacdo ionizante. Para tal, foram usados 20 pré-
molares homologos divididos em 2 grupos (n=10): irradiado e nao irradiado. Os
dentes foram irradiados utilizando um regime fracionario de 2 Gy, por 5 dias
consecutivos, com 30 ciclos, durante 6 semanas, totalizando 60 Gy. Os
espécimes foram submetidos a analise de fosfato (v1 PO4>; v2 PO43; v4 PO43),
carbonato (v3 COs?), amida I, CH2, amida Ill e razdo amida /Il por
espectroscopia confocal Raman. Os resultados demonstraram mudancgas
estatisticamente significantes no grupo irradiado na dentina radicular intracanal

para razao amida I/lll, v4 PQO4%, carbonato e principalmente amida Ill, que
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apresentou redugédo significativa. Para a dentina média, os valores de fosfato
do grupo irradiado foram inferiores aos do grupo nao irradiado. Ja no cemento
nao houve alteragcdes estatisticamente relevantes. Portanto, a radioterapia foi
capaz de causar alteragbes nos picos de v4 PQO4%, carbonato e amida lll da
dentina radicular.

Lu et al., 2019, avaliaram os efeitos diretos induzidos pela radiagdo nos
tecidos dentais duros e investigar o seu papel na formacdo da carie apos
radioterapia. Foram usados 60 terceiros molares divididos em 3 grupos (n=20),
0s quais seriam expostos a radiagao de 0 Gy, 30 Gy e 60 Gy, respectivamente.
Apo0s a irradiagao, a microdureza e o modulo de elasticidade foram medidos em
quatro profundidades por meio de um microdurdémetro Vickers e microscopia de
forca atébmica (AFM). A microestrutura foi observada por microscopia eletrénica
de varredura (MEV). A difratometria de raios-X e a microespectroscopia Raman
foram usadas para determinar as propriedades cristalinas e as relagdes
proteina/mineral (2931/960 cm'). Uma redugdo significativa nos valores de
microdureza e modulo de elasticidade a 50 um da jungdo amelodentonaria no
esmalte foi revelada nos grupos de 30 Gy e 60 Gy. Com o aumento da dose,
destruicdo da estrutura interprismatica e fissuras na regido adjacente a juncao
foram encontradas. Uma maior reducdo da cristalinidade foi revelada no
esmalte em comparagao com a dentina. A espectroscopia Raman mostrou um
leve aumento da relagdo proteina/mineral para o esmalte apds a radiagao,
enquanto essa relagdo para a dentina reduziu. Dessa forma, a radiagao foi
capaz de alterar diretamente as propriedades mecanicas, a micromorfologia, as

propriedades cristalinas e a composicao quimica dos tecidos dentais duros.

5. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é avaliar as alteragdes quimicas no esmalte
dentario humano quando submetido a diferentes doses de radiagao, aplicadas

em dose Unica ou fracionada.

6. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A) Unidade experimental: Terceiros molares humanos.
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B) Fatores em estudo: Irradiagdo em trés niveis (ndo irradiado, irradiado em
dose unica e irradiado em doses fracionadas); Dose de radiagdo em trés niveis
(30 Gy, 50 Gy e 70 Gy).

C) Variavel resposta: Composicdo quimica (Fosfato, Amida |, Carbonato,
Razao matriz organica/matriz mineral (M:M) e Conteudo relativo de carbonato
(CRQ)).

D) Método de analise: Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier
(FTIR) pela técnica de Reflexdo Total Atenuada (ATR).

E) Métodos estatisticos: Utilizou-se teste paramétrico One-way ANOVA
(a=0,05) e, nos dados que apresentaram diferencas significativas, seguiu-se
com o teste de Dunnett. Excluindo-se o grupo controle, um teste Two-way
ANOVA foi realizado para verificar diferengas entre os fatores em estudo
(fracionamento e dose) e, nos casos em que estas foram detectadas, seguiu-se

com o teste de Tukey.

7. MATERIAL E METODOS

a) Obtencao, sele¢cdo e armazenamento dos dentes

Apo6s a aprovacdo no comité de ética em pesquisa da Universidade
Federal de Uberlandia (parecer numero 2.910.276), 56 terceiros molares
humanos foram coletados. Os dentes foram obtidos nas clinicas de cirurgia da
Faculdade de Odontologia de UFU. Todos os dentes possuiam indicagao
clinica de exodontia e foram utilizados na pesquisa apés assinatura do termo
de consentimento livre e esclarecido pelos pacientes. Os dentes foram
armazenados em agua deionizada a temperatura de 4°C por até 3 meses.
Posteriormente, foram avaliados quanto a preservacao da estrutura e auséncia
de caries e outros defeitos. Apds certificada a viabilidade do uso dos dentes,
estes foram devidamente limpos através de curetagem para deixa-los livres de
calculos e restos organicos (Figura 1). Em seguida, a profilaxia foi realizada
com pedra-pomes (SS White, RJ, Brasil) e agua destilada com o auxilio de

escova tipo Robson (KG Sorensen, SP, Brasil) montada em micromotor.
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Figura 1: Terceiros molares limpos e selecionados para um dos grupos.

b) Irradiacdo dos dentes

Os dentes irradiados in vitro foram fixados em placas de cera utilidade
(NewWax, Technew, Rio de Janeiro, Brasil) e submetidos ao protocolo
radioterapico no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Tridngulo
Mineiro a partir do equipamento acelerador linear (Clinac 600C Varian®, feixe
de 6 MV) (Figura 2). Os dentes foram divididos em sete grupos experimentais
(n=8): nao irradiado (Controle); irradiado em dose unica de 30Gy (DU 30Gy);
dose Unica de 50 Gy (DU 50Gy); dose unica de 70 Gy (DU 70Gy); doses
fracionadas até 30 Gy (DF 30Gy); doses fracionadas até 50 Gy (DF 50Gy);
doses fracionadas até 70 Gy (DF 70Gy). Os grupos de dose unica receberam a
irradiacdo em uma unica sessao, conforme a dose total estabelecida para o
grupo. Ja os grupos de doses fracionadas receberam 2 Gy diarios, 5 dias por
semana, até atingirem a dose total de 30, 50 ou 70 Gy. Durante o processo de
irradiagdo, os dentes foram mantidos imersos em agua deionizada. O grupo
nao irradiado foi armazenado em agua deionizada a 4°C até que os outros

grupos completassem a irradiagao.
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Figura 2: Irradiagdo das amostras com o acelerador linear Clinac 600C

Varian®.

c) Preparo das amostras

Para analise das propriedades quimicas, 8 dentes de cada grupo foram
fixados em placa de acrilico com cera pegajosa (Kerr Corporation, CA, EUA) e
seccionados com disco diamantado de dupla face (Isomet, série 15HC
diamante; Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA) montado em cortadeira de preciséo
(lIsomet 1000, Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) sob refrigeragédo, 1 mm abaixo da
jungdo amelocementaria para remogao das raizes (Figura 3). Em seguida, cada
coroa foi seccionada no sentido mésio-distal, obtendo-se duas metades
(vestibular e lingual). Estas metades foram novamente seccionadas no sentido
vestibulo-lingual, obtendo-se quatro hemisecgbes. As hemisecgdes
vestibulares mesiais foram destinadas a analise por meio de Espectroscopia
Infravermelha Transformada de Fourier (FTIR) (Figura 4).
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Figura 3: Remogé&o das raizes utilizando disco montado em cortadeira de

preciséo.

Figura 4: Esquema ilustrativo do preparo das amostras.

d) Espectroscopia Infravermelha Transformada de Fourier (FTIR)

A composicdo quimica das amostras foi determinada utilizando
Espectrédmetro Infravermelho com Transformada de Fourier (Vertex 70, Bruker,
Ettlingen, Alemanha) por meio da técnica de Reflexdo Total Atenuada (ATR)
(Figura 5). A superficie do esmalte testada foi posicionada em contato com o
cristal de diamante da unidade ATR (Figura 6). Assim, os espectros foram
registrados no intervalo de 400 a 4000 cm™', com uma resolugdo de 4 cm™.
Cada amostra foi escaneada 32 vezes e o espectro final obtido foi a média de
todas essas leituras. Os espectros foram registrados e analisados com o
software OPUS 6,5 (Bruker, Ettlingen, Alemanha).

Apos corregao da linha de base e normalizagdo pela banda do fosfato
(702-1190 cm') dos espectros, os seguintes parédmetros quimicos foram
analisados: razao matriz/mineral (M:M) e o conteudo relativo de carbonato
(CRC). A M:M ¢é dada pela razdo entre as areas integradas das bandas de

amida | (1653 cm') e de fosfato v3,1 no modo de alongamento (960 cm-'e 1040
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cm™). Ja o CRC é representado pela razdo entre a area integrada dos dois
picos mais fortes de carbonato vs3 (1460 cm™ e 1415 cm™) e a area dos dois

picos de fosfato v4 (602 cm™' e 568 cm™) (Lopes et al., 2018).

Figura 5: Espectrémetro FTIR com dispositivo ATR (Vertex 70, Bruker).

Figura 6: Superficie do esmalte posicionada sobre o cristal do equipamento.

e) Analise estatistica
Apos os testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e igualdade de variancia
(Levene), os dados foram analisados com teste paramétrico One-way ANOVA
com nivel de significancia igual a 5% e, em seguida, submetidos ao teste de
Dunnett. Excluindo-se o grupo controle, um teste Two-way ANOVA foi feito
para verificar diferencas nos fatores fracionamento e dose de radiagao e, uma
vez detectada diferenga, prosseguiu-se com o teste de Tukey. Para as analises

utilizou-se o pacote estatistico Sigma Plot (versao 12.0, Systat Software, Inc.,
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San José, CA, EUA) e considerou-se que um valor de p inferior a 0,05 era

estatisticamente significativo.

8. RESULTADOS

One-way ANOVA mostrou diferenca estatistica significativa entre os
grupos para todos os componentes quimicos isolados (Amida | p<0,001;
Fosfato vs1 p<0,001; Carbonato vs p=0,011; Fosfato vs4 p<0,001). Assim,
procedeu-se um teste de comparagdo de médias (teste de Dunnett) que
revelou diferencas entre os grupos controle e DF 70Gy na Amida | (p=0,021),
controle e DU 70Gy no Fosfato vs,1 (p<0,001), controle e DU 30Gy no Fosfato
v4 (p=0,005) e controle e DU 50Gy no Fosfato v4 (p=0,004), conforme pode ser

observado na Tabela 1.

Tabela 1. Média e desvio-padrao (DP) da area integrada de cada

componente quimico nos grupos experimentais.

Amida | Fosfato v3,1 Carbonato v  Fosfato vs
Controle 0,23 (0,14) 11,46 (0,63) 1,90 (0,30) 5,28 (0,57)
DU 30Gy 0,24 (0,07) 12,09 (0,36) 2,17 (0,44) 6,38 (0,41)*
DU 50Gy 0,17 (0,06) 11,67 (0,88) 1,65 (0,51) 6,40 (0,35)*
DU 70Gy 0,32 (0,14) 9,57 (1,30)* 1,53 (0,40) 4,62 (0,95)
DF 30Gy 0,22 (0,07) 11,21 (0,62) 1,86 (0,19) 4,71 (0,48)
DF 50Gy 0,16 (0,07) 11,08 (1,01) 1,73 (0,45) 5,04 (0,90)
DF 70Gy 0,12 (0,06)* 11,07 (0,34) 1,49 (0,22) 5,39 (0,48)

*Diferenca estatistica significativa em relagédo ao grupo controle (p<0,05).

Ja para a razado matriz organica/matriz mineral (M:M), One-way ANOVA

mostrou diferenga estatistica significativa entre os grupos (p<0,001). Assim,

procedeu-se um teste de comparagdo de médias (teste de Dunnett) que
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detectou diferengas entre os grupos controle e DU 70Gy (p=0,034) e entre os

grupos controle e DF 70Gy (p=0,039), conforme pode ser visto na Tabela 2.

Tabela 2. Média e desvio-padrao (DP) da razdo M:M nos grupos

experimentais, incluindo o grupo controle.

Média (DP) Valor de p

Controle 0,020 (0,011) -

DU30Gy 0,020 (0,006) p=0,999

DU50Gy 0,014 (0,004) p=0,640

DU70Gy 0,035 (0,018)* p=0,034

DF 30Gy 0,020 (0,0086) p=0,999

DF 50Gy 0,015 (0,006) p=0,623

DF 70Gy 0,011 (0,005)* p=0,039

*Diferencga estatistica significativa em relagédo ao grupo controle (p<0,05).

Excluindo-se o grupo controle, um teste Two-way ANOVA foi feito para a
razdo M:M considerando os dois fatores em estudo (fracionamento e dose de
radiacdo). Assim, ndo houve diferenca estatistica para o fator dose isolado
(p=0,057), mas houve para o fator fracionamento (p=0,002) e para a interagcao
fracionamento X dose (p<0,001). Dentro dos grupos de dose unica, teste de
Tukey mostrou que a razdo M:M foi maior no grupo de 70 Gy do que nos outros
dois, sendo estatisticamente significante. Ja para os grupos irradiados em dose
fracionada, Tukey revelou diferenca significativa somente entre os grupos de
30 Gy e 70 Gy, sendo que neste ultimo a razdo M:M foi menor. Em relagcéo ao
fracionamento ou ndo da radiagédo percebeu-se diferenga significativa somente
entre os grupos de 70 Gy, sendo que o grupo de dose Unica apresentou uma
média maior para a razdo M:M do que o grupo de dose fracionada, conforme

pode ser observado na Tabela 3.
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Tabela 3. Média e desvio-padrao (DP) da razdo M:M nos grupos

experimentais, sem o grupo controle.

Fracionamento da dose

Unica Fracionada
Dose 30Gy 0,020 (0,006)Aa 0,020 (0,006) Aa
de 50Gy 0,014 (0,004)Aa 0,015 (0,006) ABa

radiacdo 70 Gy 0,035 (0,018) Bb 0,011 (0,005) Ba

Diferentes letras maiusculas representam diferenga estatisticamente significante nas
colunas e diferentes letras minusculas nas linhas (p<0,05).

Para o conteudo relativo de carbonato (CRC), One-way ANOVA nao

revelou diferenca estatistica significativa entre os grupos (p=0,063). Dessa

forma, todos os grupos experimentais apresentaram valores semelhantes para

a razao CRC, incluindo o grupo controle (Tabela 4).

Tabela 4. Média e desvio-padrao (DP) da razao CRC nos grupos

experimentais, incluindo o grupo controle.

Média (DP)
Controle 0,36 (0,08)
DU 30Gy 0,34 (0,08)
DU 50Gy 0,26 (0,08)
DU 70Gy 0,35 (0,13)
DF 30Gy 0,40 (0,07)
DF 50Gy 0,36 (0,13)
DF 70Gy 0,28 (0,06)

Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos (p>0,05).
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Ainda para a razdo CRC, excluiu-se o grupo controle e realizou-se um
teste Two-way ANOVA, considerando os dois fatores em estudo
(fracionamento e dose de radiagdo). Assim, verificou-se que nao houve
diferenga estatistica para os fatores dose (p=0,246) e fracionamento (p=0,082)
isolados e nem para a interagao fracionamento X dose (p=0,075), conforme

pode ser visto na Tabela 5.

Tabela 5. Média e desvio-padrao (DP) da razao CRC nos grupos

experimentais, sem o grupo controle.

Fracionamento da dose

Unica Fracionada
Dose 30 Gy 0,34 (0,08) Aa 0,40 (0,07) Aa
de 50 Gy 0,26 (0,08) Aa 0,36 (0,13) Aa
radiagao 70 Gy 0,35 (0,13) Aa 0,28 (0,06) Aa

Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos (p>0,05).

9. DISCUSSAO

A hipotese nula foi rejeitada, uma vez que diferentes doses e protocolos
de radiacdo produziram alteragcbes na composicdo quimica do esmalte. Isto
provavelmente ocorreu devido a uma interacdo da radiacdo com os
componentes quimicos da estrutura dentaria, sendo capaz de altera-los.

O esmalte dentario é derivado de células epiteliais e exerce fungao
protetora para a coroa dos dentes. Em quase toda sua totalidade € constituido
em 96% por matriz inorganica, na forma de cristais de apatita e o restante de
matriz organica, sendo 3,5% de agua e 0,5% material proteico. Dessa forma, o
esmalte é caracterizado como o tecido mais mineralizado do corpo humano
(Nanci, 2013; Junqueira & Carneiro, 2017). Assim, a metodologia escolhida

para este estudo foi a espectroscopia FTIR, ja que ela fornece informagdes
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sobre a composicao quimica das amostras por meio de vibragbes moleculares
(Lopes et al., 2018). Como vantagens desta técnica podem ser citadas a
obtencdo de uma boa relagdo sinal/ruido, conseguindo espectros de 6tima
qualidade em um curto periodo de tempo e a possibilidade de analisar
materiais em suas formas naturais, sem necessidade de preparos especificos
(Pereira, 2003).

A razdo M:M avalia a quantidade de matriz organica em relagado a matriz
inorganica (Lopes et al., 2018). A matriz organica influencia a quantidade, a
qualidade e a distribuicdo dos cristais minerais, podendo alterar a arquitetura
hierarquica do esmalte e afetar suas propriedades mecanicas (Sa et al., 2014).
No presente estudo, as alteracbes na matriz organica foram verificadas por
meio da avaliacdo da amida |, que corresponde a banda de absor¢cao mais
intensa do colageno (Miranda et al., 2019 Rodrigues et al., 2018). Ambos os
grupos irradiados com 70 Gy mostraram diferencas na razdo M:M quando
comparados ao grupo controle, sendo que o grupo fracionado mostrou maiores
alteracbes relacionadas a amida |. Esses achados s&o corroborados por
estudos prévios que afirmam que a radioterapia altera a matriz organica dos
tecidos dentais (Soares et al., 2010; Lieshout e Bots, 2014; McGuire et al.,
2014; Miranda et al., 2019; Rodrigues et al., 2018).

CRC indica o conteudo de carbonato de uma determinada amostra. O
carbonato, impureza que confere maior solubilidade e instabilidade ao esmalte,
representa 3% do peso seco do esmalte (Xu et al., 2012). Os diferentes
protocolos de radiagao nao alteraram o CRC e é provavel que isso seja devido
ao fato de que o estudo buscava avaliar puramente os efeitos da dose e do
fracionamento da radiacdo sobre o esmalte dental, ndo armazenando as
amostras em meios com pH acido ou utilizando protocolos de desmineralizagao
que fossem capazes de causar a sua dissolugao, deixando o carbonato mais
soluvel ou alterando-o (Xu et al, 2012; Lopes et al, 2018).

Em relagédo a dose, os grupos com 70 Gy (independentemente se dose
unica ou fracionada) tiveram alteragdes na matriz M:M em relagdo aqueles de
30 Gy e 50 Gy. Esses resultados condizem com os achados de Walker et al.
(2011), Reed et al. (2015) e Ferreira et al. (2016), uma vez que o aumento da
dose é diretamente proporcional as alteracées encontradas no tecido dentario,

porém contrapde os resultados encontrados por Liang et al. (2016), que afirma
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que as doses de radiagdo de 30 e 50 Gy sdo capazes de alterar a estrutura
dentaria. Cabe ressaltar que, na maioria dos pacientes, os protocolos
radioterapicos antineoplasicos na regiao de cabeca e pescogo se baseiam em
padrées preestabelecidos em doses fracionadas de 1,8 a 2 Gy que podem
variar de 60 a 70 Gy a depender do estado de diagnostico do tumor (Quing et
al., 2016; Zhao et al., 2018). Nos casos mais graves, é preconizado a aplicagéao
de doses terapéuticas diarias até que se obtenha valores iguais ou superiores a
70 Gy para que se possa obter resultados favoraveis quanto a regressdo do
tumor (Rades et al., 2016; Blanchard et al., 2019).

Altas doses de radiacao no presente estudo (70 Gy) foram capazes de
induzir alteragbes tanto na amida | quanto no fosfato vs,1, podendo tornar o
esmalte mais susceptivel a acidos (Lopes et al., 2018). Portanto, essas
alteragdes quimicas na estrutura do esmalte podem justificar a maior
susceptibilidade a carie nos pacientes submetidos a radioterapia na regido de
cabega e pescog¢o, uma vez que os protocolos preconizados nos centros de
tratamento utilizam doses fracionadas de 60 a 70 Gy e estas faciltam o
processo de desmineralizagdo por meio de uma desorganizagado quimica da
estrutura dentaria. Mais estudos sdo necessarios, avaliando ainda outras
propriedades, como propriedades morfolégicas e mecanicas.

Diante do exposto, o trabalho mostou que a alteragcao da estrutura a
nivel de alteragdes moleculares, pode ser detectada quando altas doses de
radiacdo foram aplicadas. Além disso, a aplicacao de forma unica e fracionada
faz com que o comportamento das amostras seja diferente. Portanto, apesar de
a aplicacao na forma de dose unica facilitar os estudos laboratoriais, uma vez
que diminui o tempo da pesquisa e o uso do equipamneto, a dose fracionada
reproduz melhor o que é feito clinicamente nos pacientes, quando se tratando

de estrutura dentaria.

10. CONCLUSAO

» Dentro das limitacbes desse estudo, as doses de radiacdo de 70 Gy
apresentaram valores alterados da razao M:M em relagcdo ao grupo controle e,
dessa forma, foram capazes de produzir alteracbes na composi¢cao quimica do

esmalte dentario humano, independentemente do fracionamento ou nio.
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* Doses de 30 e 50 Gy apresentaram valores semelhantes quanto a
composi¢cao quimica, ndo sendo capazes de produzir alteragdes significativas
na razédo M:M e no CRC.

* A radiagao ionizante se comportou de forma diferente nos grupos de
dose unica e dose fracionada, sendo possivel observar que a aplicacdo da
radiacdo de forma fracionada até 70 Gy exerceu efeito deletério na razdo M:M,

apesar de nao produzir o mesmo efeito sobre o CRC.
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