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RESUMO

Introducdo: A radioterapia clinica é de fundamental importancia para o tratamento de lesdes
malignas localizadas na regido de cabeca e pescoco, contudo, a exposicao a irradiagdo ionizante,
pode levar a complicacdes sistémicas ou locais durante e apds o tratamento radioterdpico. Dentre
estas complicacdes locais imediatas, destaca-se na cavidade oral a xerostomia e a consequente cérie
de radiacdo. A respeito das complicacbes tardias produzidas pela radioterapia, salientam-se a
mucosite e a osteorradionecrose, lesdes dose dependentes, com alto nivel de incidéncia nas ultimas
décadas (1-30%) e de dificil manejo, embora estas se apresentem apos término do tratamento e sob
influéncia de fatores locais. Metodologia: A metodologia proposta no presente estudo visa analisar o
efeito da radiacdo gama apos irradiacdo das amostras, utilizando-se a taxa de dose empregada em
pacientes acometidos com céancer de cabeca e pescoco. As amostras foram obtidas a partir de
esmalte dentario e dentina radicular humana; e, osso mandibular suino, as quais foram previamente
polidas, e em seguida realizou-se a analise da Microdureza de Superficie Inicial de todos os grupos.
Posteriormente, as amostras foram irradiadas sob uma taxa de dose de dois Gy por dia, completando
uma dose total de setenta e dois Gy. Finalmente, as amostras serdo submetidas a andlise da
Microdureza de Superficie apos irradiacdo, e a andlise morfolégica no MEV. Resultados e
discusséo: Os dados obtidos serdo analisados estatisticamente, com um nivel de significancia de
95% (p<0,05%). Conclusé@o: A partir dos resultados preliminares da Microdureza de Superficie das
amostras analisadas, encontrou-se uma acentuada perda de dureza na dentina radicular, corpo

mandibular e regido retro molar.
ABSTRACT

Introduction: Clinical Radiotherapy is extremely important for the treatment of malignant lesions of
the head and neck region, however, exposure to ionizing radiation can lead to systemic or local
complications during and after radiation treatment. Among these immediate local complications, it
stands out in the oral cavity xerostomia and the consequent decay of radiation. Regarding late
complications produced by radiation, oral mucositis and osteoradionecrosis are included, which are
considered dose-dependent lesions, with high incidence in recent decades (1-30%) and unwieldy,
although these are presented after completion of treatment and under the influence of local factors.
Methodology: The methodology proposed in this study is to analyze the effect of gamma radiation

after irradiation of the samples, using the dose rate used in patients suffering with head and neck
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cancer. The samples were obtained from human enamel and root dentin; and swine mandibular bone,
which were previously polished, and then submitted to the analysis of the initial surface microhardness
of all groups. Subsequently, the samples were irradiated in a dose rate of 2 Gy per day, completing a
total dose of 72 Gy. Finally, the samples were submitted to analysis of surface microhardness after
irradiation, and the morphological analysis on the SEM. Results and discussion: The data were
analyzed statistically with a significance level of 95% (p <0.05%). Conclusion: From the preliminary
results of the surface microhardness of the samples, it was founded a marked loss of hardness in the

root dentin , mandibular body and retro-molar region .
Apoio: Comissao Nacional de Energia Nuclear — CNEN / Sdo Paulo Brasil

Palavras- chave: esmalte dentério, radioterapia, osteorradionecrose.

Introducéo

A estimativa do céncer para o Brasil, biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de 600 mil novos casos
de cancer. Excetuando-se o cancer de pele hdo melanoma (aproximadamente 180 mil casos novos),
ocorrerdo cerca de 420 mil novos casos de cancer. O perfil epidemiolégico observado assemelha-se
ao da América Latina e do Caribe, onde os canceres de préstata (61 mil) em homens e mama (58 mil)
em mulheres serdo os mais frequentes. Sem contar os casos de cancer de pele ndo melanoma, os
tipos mais frequentes em homens serdo préstata (28,6%), pulmao (8,1 %), intestino (7,8 %),
estdmago (6,0 %) e cavidade oral (5,2 %). Nas mulheres, os canceres de mama (28,1%), intestino

(8,6%), colo do utero (7,0 %), pulmao (5,3 %) e estomago (3,7 %) figurardo entre os principaisl.

O céancer constituiu-se em um problema de saude publica, por isso, seu controle e prevencdo devem
ser priorizados no pais. Os canceres se desenvolvem com multiplas etapas ao longo dos anos, dessa
forma, alguns tipos podem ser evitados pela eliminacdo da exposicdo aos fatores determinantes. Se o
potencial de malignidade for detectado antes das células tornarem-se malignas, numa fase inicial da
doenca, o tratamento pode ser muito eficaz e com altas probabilidades de cura®. Dentre os
tratamentos comumente usados no tratamento do céncer, encontra-se a radioterapia, usada
amplamente como terapia definitiva ou coadjuvante do procedimento cirargico, principalmente, em
canceres da regido de cabeca e pescoco’. No entanto, altas doses de radioterapia em areas de
amplas dimensdes, tais como a cavidade oral, maxilar superior, mandibula e glandulas salivares
podem resultar em efeitos indesejaveis, de aparecimento imediato ou tardio, onde a

osteorradionecrose (ORN) é considerada provavelmente a pior4.

A ORN é uma das mais severas e sérias complicacBes orais do tratamento radioterdpico do cancer
da cabeca e pescoco. Alguns autores afirmam que, apesar da melhora nos cuidados orais realizados
antes da radioterapia, a incidéncia de ORN ndo diminuiu significativamente nos ultimos anos tendo,
ao contrario, aumentado entre 1% a 30%°.
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A ORN é definida como o osso necrotico irradiado exposto, o qual ndo cicatriza, sobre um periodo de
trés meses a mais, sem a presenga de remanescente tumoral ou recorréncia do tumor. Esta entidade
patologica pode ser encontrada tanto na regido do maxilar superior, quanto na regido mandibular,
com uma alta taxa de incidéncia na regido do corpo mandibular e regido retro molar documentada
nos ultimos anos*’. A sintomatologia classica da ORN consiste em uma dor intoleravel, fratura
patoloégica do osso comprometido, sequestros de osso desvitalizado, processos fistulosos, o que
produz incapacidade para os pacientes se alimentarem normalmente. A causa de aparecimento da
ORN em um tempo menos de dois anos ap0ds a radioterapia deve-se as altas doses de radiagdo de
mais de 70 Gy que receberam 0s pacientes acometidos por cancer de cabe¢a e pescoco, e
concomitantemente a realizacdo de algum procedimento cirlrgico apés o tratamento com a radiacéo
ionizante. A radioterapia reduz a proliferacdo da medula éssea, do tecido periosteal e das células

endoteliais quanto a producdo dos componentes da matriz extracelular tais como o colégenos.

A patogénese da ORN ainda permanece ndo esclarecida. InUmeras teorias baseiam-se nos
postulados de Marx, que afirma que esta doenca deveria ser considerada como um ferimento no osso
que nao cicatriza por questfes metabdlicas e distirbios homeostaticos. Outros autores consideram
gue a ORN resulta de um o0sso que se torna hipoxico, hipovascular e hipocelular por afec¢do dos
vasos sanguineos, cujo processo é conhecido como a endarterite, e consequentemente obtém-se um
tecido desorganizado e friavel, que nédo cicatriza. Atualmente, os autores apontam para uma nova
hipotese a respeito da patogénese da ORN, propondo um mecanismo de fibro-atrofia do tecido 6sseo
induzido pela radiacdo ionizante, incluindo a formacdo de radicais livres, disfungdo endotelial,
inflamacéo, trombose microvascular, fiborose e remodelacdo. Como consequéncia, a progressao da
ORN deve-se a ativacdo e nado regulacéo da atividade fibroblastica que torna o tecido atrofiado dentro

da area previamente irradiada.

Dentro dos fatores de risco para o desenvolvimento da ORN, uma dos principais considerados pelos
autores é a radiacdo ionizante, cujas diferentes modalidades incluem: a dose total, a quantidade de
energia por féton, a braquiterapia, o campo de irradiagdo e o fracionamento da dose. Embora, tenha-
se desenvolvido novas modalidades de radioterapia, tais como a Radioterapia de Intensidade
Modulada (IMRT), na qual pequenos volumes do maxilar superior e da mandibula recebem altas
doses de radiacdo, ainda apresentam-se casos de ORN nos pacientes submetidos a estas
modalidades terapéuticas pelo qual surge a necessidade de mais estudos para o esclarecimento da
patogénese da ORN, especificamente, da acéo direta da radiacéo ionizante sobre os tecidos duros da
cavidade oral, e posteriormente, estabelecer futuras modalidades no tratamento e prevencdo deste

efeito deletério da radioterapia“.

De acordo com estudos®* , a ORN é improvavel de aparecer quando a dose de radiagdo € menor de
70 Gy; porém outros estudos referem-se a um acréscimo na incidéncia da ORN em pacientes quem

receberam doses entre 65 a 70 Gy, tendo como dose média 66 Gys.

Diante da alta incidéncia (1-30%)%* da osteorradionecrose que acomete os pacientes submetidos a

radioterapia de cabeca e pescoco para o tratamento do céncer, acredita-se que o presente estudo
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podera acrescentar dados ainda inéditos na literatura. A osteorradionecrose é uma complicacdo que
diminui a sobrevida do paciente irradiado na medida em que pode causar processos infecciosos,
locais e sistémicos, que se ndo aumentando a morbidade, diminui consideravelmente a qualidade de
vida do paciente irradiado. Adicionalmente a osteorradionecrose pode necessitar de tratamento
cirdrgico mutilante. Tendo em vista o supracitado, propde-se esse estudo para melhor entender o
mecanismo de desenvolvimento desta complicacao por efeito da radiacao ionizante, envolvendo-se
todos os tecidos duros da cavidade oral, com a finalidade de determinar in vitro, as acfes diretas
exercidas da radiacdo gama, como um fator isolado de risco para o desenvolvimento dos efeitos
indesejaveis da radioterapia propriamente dita, o que podera futuramente beneficiar, ap6s novos
estudos, 0 manejo destas complicacdes do tratamento radioterapico em pacientes acometidos com

cancer de cabeca e pescoco.

Embora estudo recente® do Laboratério de Biofoténica do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares — IPEN (S&o Paulo — Brasil) demonstre que, isoladamente, o esmalte submetido a radiacao
ionizante pode ndo ser mais susceptivel a desmineralizacdo do que o esmalte ndo irradiado, isto
apenas se observa in vitro. No caso da dentina radicular, a qual apresenta maior conteddo orgéanico
do que o esmalte; é a mais afetada pela radiacdo gama em comparagdo com a dentina corondria, a
qual apresenta maior composi¢cdo mineral, como demonstrado na literatura®®. No paciente irradiado é
extremamente importante que haja uma adequa¢é@o do meio bucal antes do tratamento radioterapico
e que se mantenha alimentacdo e condi¢cdes de higienizacdo adequadas durante e ap6s o protocolo
de terapia com radiacdo ionizante. Contudo, a dificuldade de higienizacdo da cavidade oral ocorre
nos individuos submetidos a radioterapia principalmente pela incidéncia de mucosite, rigidez
muscular ou trismos, e no caso do tecido alveolar, a presenca da osteorradionecrose como efeito
deletério dose dependente, que podem ocorrer tanto durante e quanto apO6s o tratamento

radioterapico®*.

Ainda que alguns estudos®® relatem resultados desfavoraveis nos tecidos da cavidade bucal com
maior contedido organico apds tratamento radioterapico; todavia € necesséario analisar a quantidade
de perda mineral que ocorre nos tecidos duros submetidos a irradiacdo gama. Considerando que é
indispensavel investigar estratégias de prevencdo que atuem de uma forma mais prolongada nos
tecidos irradiados e que estes estudos sdo inviaveis de realizagdo em um paciente submetido a
radioterapia sob o ponto de vista ético, surge a necessidade de desenvolver um protocolo in

vitro'* 23%7,

A determinacdo dos efeitos causados pela radiacdo ionizante, utilizando-se a dose empregada em
pacientes acometidos com cancer de cabeca e pescoco, em termos de alteracdo na composicdo e
Microdureza dos tecidos duros, fard com que no futuro as possiveis complicagbes inerentes da
radiacdo sejam diminuidas ou erradicadas, mediante protocolos de fracionamento da dose ou

procedimentos preventivos, com dados obtidos em estudos in vitro®>3,
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Desta maneira, este estudo visa determinar, mediante avaliacdo qualitativa e quantitativa, o efeito
direto da radiagdo gama sobre os tecidos duros da cavidade bucal através da Microscopia Eletronica

de Varredura e a Microdureza de Superficie.

1. Metodologia
1.1 - Obtencgéo e preparo das amostras de esmalte e dentina humana
1.1.1 - Corte e obtencao de blocos de esmalte dentario e dentina radicular

No presente estudo foram selecionados 50 terceiros molares humanos higidos provenientes do
Banco de dentes da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (USP), os quais foram
mantidos em solucéo de Timol (concentragdo 1 g/ L) por 48 horas e refrigerados a 4°C. Apds a
descontaminacao inicial dos dentes, estes foram colocados num recipiente com agua destilada e
deionizada para dar inicio a separagéo das coroas e raizes, com a finalidade de obter os blocos de
esmalte dentdrio e dentina radicular. Utilizou-se um instrumento de alta rotacdo com ponta
diamantada, realizando-se cortes no nivel do limite amelocementario (UAC). Posteriormente, 0s
blocos foram despolpados, ou seja, foi removido todo o tecido organico remanescente, empregando-
se curetas para raspagem e alisamento radicular (Millenium 13 MC e 34 retas, 35 curva; Millenium 28
biativa de ponta fina, Sao Paulo, Brasil). Em seguida, estes foram submetidos a limpeza em
ultrassom (Lavadora Ultra S6nica Unique — Thomton, Unique Ind. E Com. Ltda., S&o Paulo, Brasil)
por um periodo de 30 minutos divididos em dois ciclos de 15 minutos para eliminagdo de restos
organicos nao removidos completamente. Os blocos foram colocados em béqueres de 200 ml de
volume, com agua destilada e deionizada e posicionados no centro da cuba da lavadora, previamente
abastecida com agua, e apés o primeiro ciclo de lavagem de 15 minutos, foi feito o descarte da dgua
e realizou-se a troca dos recipientes para o inicio do segundo ciclo de lavagem. Apds o0 segundo ciclo
de lavagem, a agua dos recipientes foi novamente desprezada, verteu-se finalmente 20 ml de agua
destilada e os béqueres foram cobertos com papel aluminio e armazenados sob refrigeracdo a 4 °C

para serem posteriormente analisados macroscopicamente.

Logo depois, os blocos foram submetidos a profilaxia e raspagem rigorosa para eliminar os detritos e
o0 tartaro remanescentes na superficie coronaria e radicular, utilizou - se pasta profilatica composta de
pedra pomes e agua destilada, de uso odontoldgico. Para a profilaxia foi utilizado um micro motor e
um contra angulo de utilidade odontoldgica (Dabi Atlante, Sdo Paulo, Brasil), e em seguida, as raizes
foram submetidas a raspagem com curetas para alisamento radicular. Imediatamente depois, as
coroas e raizes,foram submetidas a limpeza em ultrassom , por um periodo de 30 minutos divididos
em dois ciclos de 15 minutos como descrito anteriormente, para eliminacdo de possiveis tecidos
organicos ou da pasta de pedra pomes utilizada na profilaxia. Posteriormente, os blocos foram secos
com papel absorvente durante 5 minutos a temperatura ambiente para avaliacdo macroscopica

mediante lupa estereoscépica.
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Para a andlise macroscopica dos blocos obtidos, estabeleceram-se critérios de incluséo e excluséo,
0s quais incluiram as coroas e raizes isentas de defeitos visiveis e manchas brancas de ambos

tecidos duros, excluindo-se os blocos que ndo cumpriram com as caracteristicas supracitadas.

No que diz respeito ao corte e obtengédo dos blocos de esmalte dentario e dentina radicular,
realizou-se a fixagdo das coroas e raizes selecionadas em uma lamina de acrilico de
aproximadamente 4 cm de largura por 5 cm de didmetro, na qual utilizou - se cera pegajosa amarela
colocada em uma lamparina e aquecida até ela se derreter e foi transportada a lamina de acrilico
mediante um gotejador de metal. Foi colocado um pingo de cera para 0 posicionamento paralelo de
uma das bordas da coroa a borda lateral da l[amina e por dltimo realizou-se a fixag¢éo das laterais da
coroa. Uma vez fixa a coroa a lamina, efetuou-se o corte dela em sentido transversal e horizontal na
cortadeira manual (IsoMet., Buehler, Sdo Paulo, Brasil), com disco diamantado de aluminio de grédo
fino (Struers, Séo Paulo, Brasil). A coroa a ser cortada foi posicionada quase paralela ao brago maior
do equipamento e direcionou-se o disco para o seccionamento da coroa em sentido transversal, com
uma distancia de 3 mm x 3 mm aproximadamente entre corte e corte até atingir a parte basal da
coroa, obtendo - se o0s blocos de

esmalte dental.

Fig. 1 Corte com disco de aluminio de gréo fino para obtencao de blocos de esmalte dentario

Para o corte das raizes, foi realizado o procedimento semelhante ao do esmalte descrito
anteriormente, com fixacdo prévia da raiz e subdividindo - se em trés linhas imaginarias a face frontal
dela em direcado transversal e horizontal. Obtiveram - se, os blocos de dentina radicular de

aproximadamente 3 mm x 3 mm.
1.1.2 - Polimento dos blocos de esmalte dentario e dentina radicular
1.1.2. 1 - Polimento dos blocos de esmalte dentéario

Uma vez obtidos os blocos de esmalte e dentina radicular, estes foram submetidos ao polimento
manual para analise da Microdureza inicial de superficie. Os blocos foram montados na lamina de

acrilico, fixados com cera pegajosa como descrito anteriormente. Para o caso dos blocos de esmalte
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dentario, foi fixada a lamina de acrilico, em um primeiro momento, a superficie de esmalte para assim
fazer o polimento da dentina remanescente e obter-se uma superficie plana e totalmente paralela as
arestas da lamina em uso. Em seguida, os blocos foram polidos na Politriz, no qual foram usados
discos de lixa de gramatura de diferentes graos: iniciou-se com um disco de 400-800 de grédo grosso
sob refrigeracédo durante 15 segundos com uma velocidade de giro de 100 rpm, e a seguir, um disco
de 600-1200 sob refrigeracdo durante 10 segundos com uma velocidade de giro de 100 rpm.
Posteriormente, foram usados os discos de 2500 durante 10 segundos e com uma velocidade de 100
rpm, e para finalizar usou-se um disco de gréo fino de 4000 durante o tempo e a velocidade
anteriormente descritos. O polimento foi completado com o ultra polimento dos blocos com solucéo
diamantada de 1 pm (Buehler, Sdo Paulo, Brasil) sem refrigeracdo, vertida no disco de feltro e

executada com uma velocidade de 300 rpm durante 1 minuto.

O procedimento descrito anteriormente foi realizado para a superficie de esmalte dentério, o qual foi
virado pra cima e consequentemente a dentina previamente polida foi virada pra lamina de acrilico,
fixando-a com cera pegajosa nas bordas laterais com a precaucdo de evitar contato entre a cera e 0

bloco.

Ao finalizar o polimento dos blocos, as amostras obtidas de esmalte dentario foram submetidas a
lavagem em ultrassom durante 40 minutos subdivididos em 5 ciclos de 8 minutos cada, e se
descartou a agua destilada em cada ciclo. Os béqueres com amostras foram cheios de &gua
destilada e deionizada e armazenados durante 24 horas para posterior fixacdo das amostras na

lamina de acrilico.
1. 1.2.2 - Polimento dos blocos de dentina radicular

Os blocos de dentina radicular foram polidos com a metodologia empregada para os blocos de
esmalte como descrito anteriormente. Ambas as superficies da dentina radicular foram polidas até
obter um superficie plana de aproximadamente 3 mm x 3 mm, realizado na Politriz e com os discos
de lixa de gramatura de 400-800, 600-1200, 2500 e 4000 conforme protocolo executado
anteriormente. Finalmente, estes foram submetidos ao ultra-polimento com solugédo diamantada de

1 um, sem refrigeracéo , com uma velocidade de 300 rpm durante 1 minuto.

Ao finalizar o polimento dos blocos, as amostras obtidas de dentina radicular foram submetidas a

lavagem em ultrassom, como descrito para o caso anterior.
1. 2.- Obtencao e preparo de amostras de osso mandibular suino

Foram selecionadas mandibulas suinas de 15 cm de comprimento por 10 cm de largura, fornecidas
pela Frigorifica Raia (Carapicuiba, S&o Paulo, Brasil). As mandibulas foram lavadas com abundante
agua destilada e deionizada, em seguida, foram armazenadas em recipientes estéreis no freezer,
para manutencéo dos tecidos biolégicos ndo removidos enquanto nao utilizados, sob temperatura de
-88 °C.
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Foi realizado o processo de remocgédo do tecido mole remanescente no Laboratério de Preparo de

amostras biolégicas do Centro de Lasers e Aplicacdes, tais como fascias musculares, musculos e
ligamentos pertencentes a estrutura tecidual do animal. Usou-se uma folha de bisturi N° 15, um cabo
de bisturi N° 3, ademais de uma pin¢a sem dentes para o prensado do tecido e exérese definitiva. Foi
realizada uma abundante lavagem com &gua destilada e deionizada ap6s remoc¢édo completa dos
tecidos remanescentes, obtendo-se uma peca cirlrgica limpa e homogénea superficialmente. Apds
cada procedimento cirdrgico, as mandibulas foram envolvidas em um envelope plastico de
fechamento hermético e armazenadas sob temperatura de -88 °C para preservacao das pecas

cirdrgicas.

Fig2. Esqueletizacdo da mandibula suina Fig3. Remocdo do bloco de corpo
naregido do corpo mandibular mandibular para obtencao dos blocos de
3x3x1.2mm

As pecas cirtrgicas foram subdivididas em duas metades para melhor manejo das hemimandibulas
de ambos os lados, direito e esquerdo. Foram obtidos os blocos da regido do corpo mandibular,
através de corte manual com motor de baixa rotacdo, com disco diamantado de aluminio e disco de
carburundum metélico, pelo qual foi realizada a irrigacdo abundante com &agua destilada até a
obtencgdo do bloco final, para assim diminuir o efeito térmico apds o corte. No caso dos blocos da

regido do Trigono retro molar, foi efetivado o procedimento anteriormente descrito.

Apébs a obtencao dos blocos de ambos os grupos, estes foram submetidos a lavagem em ultrassom
para remoc¢ao dos tecidos organicos remanescentes. Colocaram-se os blocos em béqueres estéreis
com éagua destilada e deionizada, seguindo-se a lavagem durante 5 ciclos de 8 minutos cada, e

finalmente foram armazenados sob temperatura de -88 °C até serem posteriormente analisados.
1. 2. 1.- Preparo e polimento de amostras de corpo mandibular suino

Os blocos de corpo mandibular suino obtidos foram submetidos ao corte vertical e transversal na
Cortadeira Manual (IsoMet, Buehler, Sdo Paulo, Brasil) para obtencao de blocos menores de 3 mm x
3 mm x 1.2 mm. Foram fixados a lamina de acrilico com cera pegajosa, com as bordas do 0sso
paralelas as arestas da lamina. O corte iniciou-se na borda mais externa do bloco e continuou-se até
a borda interna, tendo-se como distanciamento entre corte e corte 3 mm x 3 mm x 1.2 mm. Em
seguida, os blocos obtidos foram submetidos a lavagem em ultrassom durante dois ciclos de 15

minutos, e completou-se 30 minutos de lavagem.
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Posteriormente, os blocos foram fixados novamente a lamina de acrilico com cera pegajosa e foi
realizado o polimento manual dos mesmos na Politriz. Iniciou-se o polimento com discos de lixa de
gramatura de 800, 1200, 2500 e 4000, durante 15 segundos para o primeiro caso e 10 segundos para
0s subsequentes discos, com uma velocidade de 100 rpm. Finalmente, se realizou o ultra polimento
com solucao diamantada de 1 um e disco de feltro seco, sem refrigeracdo, com uma velocidade de
300 rpm durante 1 minuto. Consequentemente, foi realizada a lavagem em ultrassom para remoc¢ao
dos restos da solugdo diamantada. Os blocos foram armazenados em um béquer com agua destilada

e deionizada, tampado hermeticamente e sob refrigeracédo de 4 °C durante 24 horas.
1. 2.2.- Preparo e polimento de amostras da regido do Trigono retro molar suino

Os blocos da regido do Trigono retro molar obtidos, foram submetidos ao corte vertical e transversal
na Cortadeira Manual (Isomet., Buehler, Sdo Paulo Brasil) para obtencdo de blocos menores de
aproximadamente 3 mm x 3 mm x 1.2 mm. Realizou-se previamente um desgaste e ajustamento dos
blocos, devido & anatomia irregular da regido e com a finalidade de facilitarmos a fixagdo deste na
lamina de acrilico. O desgaste foi feito com discos diamantados de aluminio sob refrigeracéo
montados no motor de baixa rotacdo de uso odontoldgico. Logo depois, foi realizada a fixacdo dos
blocos na lamina de acrilico com cera pegajosa quente. Os blocos foram submetidos ao corte vertical
e transversal, com distanciamento entre os cortes de 3 mm x 3 mm com uso de disco diamantado de
aluminio de gréo fino (Struers, Sdo Paulo, Brasil) e sob refrigeragdo manual com agua destilada e
deionizada. Posteriormente, estes foram submetidos a lavagem em ultrassom como anteriormente
descrito. Em seguida, foi feito o polimento manual na Politriz de ambas as superficies, segundo o
protocolo descrito anteriormente. Logo mais, as amostras foram armazenadas em béquer estéril com
agua destilada e deionizada, tampado hermeticamente, durante 24 horas. Finalmente, as amostras

foram fixas na lamina de acrilico para analise da Microdureza de superficie inicial (baseline).
1. 3 - Analise de Microdureza de Superficie Inicial (Baseline)

As amostras obtidas dos quatro grupos de estudo e fixadas na lamina de acrilico foram submetidas a
andlise de Microdureza de Superficie Inicial (MDS) com a finalidade de obter-se uma avaliagdo
quantitativa da homogeneidade nas superficies das amostras apds o polimento. Assim, para analise
de MDS (Baseline), foi utilizado um microdurdmetro (Shimadzu HMV-200, Jap&o) provido de
indentador Knoop que foi programado para aplicar uma carga de 245,2 mN (HK0,025) ) durante 10
segundos (s) para o caso das amostras de esmalte dentario, e uma carga de 98,4 mN(HKO0,01)
durante 15 segundos (s) para as amostras de dentina radicular, trigono retro molar e corpo

mandibular.
1. 3.1 - Analise de Microdureza de Superficie Inicial (Baseline)

Cada amostra de cada grupo foi posicionada no microdurébmetro e mantida sem movimentagéo
durante toda a andlise. Para cada amostra foram realizadas 15 endentacdes subdivididas em trés
filas de 5 endentac¢fes, as quais foram separadas em distancias de 100 um a partir de uma borda

regular, a qual foi previamente selecionada e marcada para futura referéncia. A distancia entre fila e
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fila foi de 200 um. ApOs estas endentacdes de baseline, foi calculada a média e desvio padréo das 15
endentacdes de cada amostra para verificar se 0 mesmo era homogéneo com a finalidade de critério
de inclusdo. Foram realizados graficos de dispersdo no Microsoft Excel (Microsoft Office, 2010) para

cada grupo, desta conseguiu-se realizar uma selecdo acurada das amostras a serem irradiadas.

Fig4. Analise de Microdureza de Superficie no Microdurémetro através de indentador Knoop. A amostra fica
centralizada perpendicular ao indentador

1. 4 - Irradiacdo das amostras

As amostras foram submetidas a irradiacdo gama no Irradiador de Cobalto-60 (GammacCell, Co®®) no
Centro de Tecnologia das Radia¢fes (CTR) do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN
- CNEN/Séao Paulo, Brasil) segundo protocolo de radioterapia convencional utilizado nos pacientes
acometidos por cancer de cabeca e pescoco. As amostras foram colocadas em placas de Petri de
material resinoso para cultivo, e em seguida, estas foram submersas em campos de algodao
umidificados com uma solucao de Timol diluido em &gua destilada (0.641 g / 1litro de 4gua destila),

com a finalidade de manter o ambiente Umido e evitar a proliferacéo de fungos.
1. 4.1 - Estudo piloto para determinac¢éo da taxa de dose

Para determinar a taxa de dose a ser empregada no estudo foi realizado um estudo piloto com
amostras de dentina radicular, conformando-se dois grupos de 5 amostras cada, as quais foram
submetidas a duas taxas de dose diferentes no Irradiador Co®® com uma taxa de dose do
equipamento (Outubro 2015) de 956 Gy/h e uma dose de transito (Outubro 2015) de 0,81 Gy:

1.- ) O primeiro grupo foi submetido a uma taxa de dose de 10 Gy /2,2 segundos, como dose Unica.
Em seguida, realizou-se a irrigagdo do campo com a solucdo de Timol e 4gua destilada, e foi

armazenada sob refrigeracdo 4 °C;

2.-) O segundo grupo foi submetido a uma taxa de dose fracionada de 2 Gy/ 4,4 segundos durante 5
dias consecutivos até completar uma dose total de 10 Gy. ApGs cada irradiacdo as amostras foram

irrigadas com a solugéo descrita anteriormente e armazenadas sob refrigeracdo de 4 °C.
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Ambos os grupos foram submetidos a analise de MDS ap0s irradiacdo. Realizou-se o calculo de
média e o0 desvio padrdo das 15 endentagbes realizadas, e posteriormente calculou-se a
percentagem de perda mineral de cada amostra. Segundo os resultados obtidos nos graficos de
disperséo e a plotagem, o estudo piloto indiciou uma grande variacao dos resultados iniciais e finais
de MDS com a taxa de dose 10 Gy, conforme a desvio padréo obtido, pelo qual se resolveu usar a

taxa de dose fracionada de 2 Gy/4,4 segundos para todos 0s grupos em estudo.
1.4.2 Irradiac@o das amostras de esmalte dentario

As amostras de esmalte dentario foram colocadas em Placas de Petri submersas em algodao
umidificado com a solucédo de Timol e agua destilada como descrito anteriormente no estudo piloto.

Estas foram distribuidas em 5 amostras por cada placa de Petri.

Em seguida, deu-se inicio ao protocolo de irradiacdo no Irradiador de Cobalto-60 (Fonte GammacCell ,
Coeo) com uma taxa de dose do equipamento para o més de marc¢o de 2016 de 903 Gy/h, uma dose
de transito de 0,76 Gy e , finalmente, uma taxa de dose de 2 Gy/ 4,94 segundos. Foi realizada a
irradiacdo duas vezes por dia (4 Gy por dia) com um intervalo de 8 horas para cada irradiacao,
durante 5 dias até completar uma dose semanal de 20 Gy. Apés a segunda irradiacdo do dia, as
amostras foram submetidas a irrigacdo com a solugdo de Timo e agua destilada e posteriormente

foram armazenadas sob refrigeracéo 4 °C.
1. 4.3 Irradiag8o das amostras de dentina radicular

As amostras de dentina radicular foram submersas em algodao, umidificado com a solu¢do de Timol
e 4gua destilada e colocadas nas placas de Petri. Estas foram submetidas & irradiacdo gama no
Irradiador de Cobalto-60 (Fonte Gammacell, Coeo) com as caracteristicas anteriormente descritas. As
amostras receberam uma taxa de dose fracionada de 2 Gy / 4,94 s duas vezes nos dia, completando
semanalmente uma dose de 20 Gy . A dose total de irradiacédo foi de 72 Gy. Foi realizada a

reidratagdo das amostras apos o segundo tempo de irradiacdo no dia.
1. 4.4 -Irradiacdo das amostras de trigono retro molar

Para o caso das amostras de trigono retro molar foi realizado o procedimento previamente descrito
para a dentina radicular e o esmalte dentario. Estas foram acondicionadas nas placas de Petri
umidificadas com a solucéo de Timol e de 4gua destilada para manter um ambiente Umido e livre de
crescimento de fungos. Os blocos foram submetidos & irradiac@o didria com uma taxa de dose de
2 Gy / 4,94 s duas vezes no dia até completar uma dose semanal de 20 Gy. ApGs o segundo tempo
de irradiacdo, a qual foi realizada em um intervalo de aproximadamente 8 horas realizou-se a
reidratacdo das amostras e estas finalmente foram armazenadas sob refrigeracéo de 4 °C para as

proximas irradiagées.

1. 4.5 -Irradiacdo das amostras de corpo mandibular
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O grupo de amostras de corpo mandibular suino foi colocado em placas de Petri distribuidas em
subgrupos de 5 amostras por cada placa, as quais foram submersas em algoddo umidificado para
manutencdo do ambiente Umido e inibicdo de crescimento flngico. Estas foram submetidas a
irradiacdo gama na Fonte Cobalto-60 (Gammacell, Co60) com uma taxa de dose fracionada de 2
Gy/4,94 s duas vezes por dia, até completar uma dose semanal de 20 Gy, e uma dose total de 72 Gy.
Apés o segundo tempo de irradiacdo, as placas de Petri foram reidratadas e armazenadas sob

refrigeracdo de 4 °C.
1. 5- Analise por Microscopia Eletronica de Varredura

Duas amostras de cada grupo foram submetidas a andlise por MEV. As amostras foram transferidas
para tubos eppendorf e imersas a desidratacdo progressiva com solu¢cdes de concentragdes
crescentes de &lcool (10%, 30%, 50%, 70%, 90%, 96% e 100%), onde foram submersas por 15
minutos em cada solugcdo. Apés a desidratacao progressiva, as amostras foram secas em dissecador
por, no minimo, 24 horas antes de serem submetidas ao inicio da metalizagdo. Até o momento da
obtenc¢do das imagens, as amostras foram mantidas em dissecador com silica para evitar alteracéo
da superficie preparada. Os grupos foram codificados por cores para evitar identificagcdo nas andlises,
mantendo o delineamento cego de estudo. Foi utilizado o microscépio TM 3000 Tabletop
Microscope(Hitachi) do Centro de Lasers e Aplicacdes — IPEN/CNEN- SP, com tensdo de 5 kV. As
amostras serdo analisadas de maneira que os Grupos previamente codificados serdo intercalados
sucessivamente para “padronizagao” de possiveis alteragdes dos equipamentos de MEV ou viés do
operador, conforme protocolo de randomizacdo de analise. Para cada amostra analisada foram
obtidas, no minimo, quatro imagens em diferentes aumentos pré-determinados: a primeira imagem foi
realizada com a magnificacdo de 50 X para verificacdo da superficie da amostra, seguida por
imagens de 700 X, 2000 X e 4000 X de aumento ou mais.

1. 6 - Andlise de % de perda de dureza de superficie

Realizou-se matematicamente o calculo de percentagem de perda de dureza de superficie dos quatro
grupos amostrais, aplicando-se uma féormula previamente estabelecida, a qual visa determinar

aproximadamente a quantidade de perda mineral das superficies atingida pela irradiacdo gama.

% Variacdo de Dureza de Superficie = MDS Inicial — MDS Pés-tratamento x 100/ MDS Inicial

2. Resultados e Discussao

ApOs as avaliagbes da Microdureza de Superficie dos tecidos antes e depois de serem submetidos a
irradiacdo gama simulando um modelo in vitro de um paciente acometido por cancer de cabeca e
pescoco, os resultados preliminares mostram, em linhas gerais, uma ampla diminuicdo da dureza da
dentina radicular e do osso mandibular principalmente, em concordancia com estudios prévios, e no
caso do esmalte dentario, o qual apresentou uma leve diminuicdo dos valores iniciais de dureza, e em

alguns casos, apresentou um aumento da mesma como valores mais altos do que os iniciais,
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14,16,17,18

correspondente aos resultados obtidos por outros estudos . Os resultados foram agrupados e

realizaram-se testes de normalidade, homogeneidade e independéncia dos mesmos para estabelecer
posteriormente os modelos estatisticos a serem usados, e realizar-se uma andlise comparativa dos

mesmos com um nivel de significancia de 95 %.
3. Conclusdes

A partir dos resultados preliminares pdde-se estabelecer uma concluséo inicial do presente estudo,
salientando-se o efeito direto da radiacao ionizante, no caso, a irradiagcdo como fator determinante e
contribuinte a perda das propriedades mecanicas e morfoldgicas dos tecidos duros submetidos a
radioterapia convencional, a partir de um modelo in vitro, dos pacientes acometidos por cancer de
cabeca e pescoco, o que favorece de fato o aparecimento dos efeitos indesejaveis desta modalidade

terapéutica, independente dos fatores contribuintes locais ou sistémicos.
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