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Guerrero GG. Influéncia de diferentes doses de radiacdo no desenvolvimento de
periodontite apical em ratos submetidos a radioterapia de cabeca e pescogo.
Dissertagdo. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2022.

RESUMO

A periodontite apical (PA) é uma patologia comum, entretanto, poucos estudos foram
realizados sobre a mesma apds a radioterapia (RT). Portanto, o presente estudo
avaliou a influéncia de diferentes doses de radiacdo no desenvolvimento de
periodontite apical em ratos submetidos a radioterapia de cabeca e pescogo. Para essa
avaliagéo, 54 ratos machos Wistar foram alocados em 6 grupos (n=9) de acordo com
a dose de irradiagdo: RT-7,5 (dose unica de 7,5 Gy); RT-10 (dose Unica de 10 Gy);
RT-15 (dose Unica de 15 Gy); RT-30 (dose Unica de 30 Gy); Controle-PA (sem RT e
inducdo de PA); Controle (sem RT e sem PA). Os animais foram irradiados na regido
da face direita e ap0s 7 dias da realizacdo da RT foi induzido a lesdo periapical. Para
inducéo de PA, as cavidades pulpares dos primeiros molares foram expostas ao meio
bucal por 21 dias. As amostras da regido apical dos primeiros molares foram
submetidas a analises: a) analise comportamental por meio do campo aberto e
labirinto; b) radiogréfica e por microtomografia computadorizada, para medir a area e
o volume da PA,; c)histologica, para medir o grau de inflamacdo periapical;
d)histomorfométrica para avaliar o nivel de reabsorcdo 6ssea periapical. Os dados
foram avaliados por testes estatisticos descritivos e inferenciais, conforme dados
obtidos, segundo sua normalidade, em testes paramétricos e ndo paramétricos.
Verificou-se que a dose de 30 Gy foi letal quando aplicada na regido de cabeca e
pescoco. Os animais tiveram menor ganho de peso quando submetidos a RT mas nao
houve diferenca estatistica em nenhum momento avaliado. Nas analises de campo
aberto e labirinto verificou-se menor mobilidade dos animais dos grupos RT tanto no
dia 7 como no final do experimento quando comparados aos controles (p<0,05). Na
analise microtomografica verificou-se que a PA foi maior nos grupos irradiados
sendo que o grupo RT-15 apresentou a maior PA quando comparado aos demais
(p<0,05). Conclui-se que a RT é um tratamento que induz um processo de estresse e
depressdo nos animais; quanto maior a dose utilizada, maior a PA desenvolvida
nesses animais. A dose de 30Gy é letal quando utilizada na regido de cabeca e
pescoco e a dose de 15Gy mostrou maior volume de lesdo periapical sendo a melhor
dosagem a ser utilizada para estudos na Endodontia.

Palavras-chave: periodontite periapical. radiacdo ionizante. radioterapia. rato.



Guerrero GG. Influence of different radiation doses on the development of
apical periodontitis in rats submitted to head and neck radiotherapy.
Dissertation. S&o José dos Campos (SP): S&o Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2022.

ABSTRACT

Apical periodontitis (AP) is a common pathology, although few studies have been
conducted on this one after radiotherapy (RT). Therefore, this project evaluates the
influence of different radiation doses on the development of apical periodontitis in
rats. For this evaluation, 54 male Wistar rats were allocated into 6 groups (n = 9)
according to the irradiation dose: RT-7.5 (single dose of 7.5 Gy); RT-10 (10 Gy single
dose); RT-15 (15 Gy single dose); RT-30 (30 Gy single dose); PA-Control (without
RT and PA induction); Control (without RT and without PA). The animals were
irradiated in the region of the right face and after 7 days of RT, a periapical lesion was
induced. For PA induction, the pulp cavities of the first molars were exposed to the
oral environment for 21 days. As the ones in the apical region of the first molars were
submitted to analyses: a) behavioral analysis through the open field and Y-maze b)
radiographic and computerized microtomography, to measure the area and the volume
of the PA; c) histological, to measure the degree of periapical inflammation; d)
histomorphometric to assess the level of periapical bone resorption. Data was obtained
by descriptive and inferential statistical tests, according to data obtained, according to
its normality, in parametric and non-parametric tests. It was found that the dose of 30
Gy was lethal when applied to the head and neck region. The animals had less weight
gain when subjected to RT but there was no statistical difference at any time
evaluated. In the open field and Y-maze analyses, lower mobility of animals in the RT
groups was found both on day 7 and at the end of the experiment when compared to
controls (p<0.05). The microtomographic analysis showed that the PA was higher in
the irradiated groups, and the RT-15 group had the highest PA when compared to the
others (p<0.05). It is concluded that RT is a treatment that induces a process of stress
and depression in animals; the higher the dose used, the higher the BP developed in
these animals. The 30Gy dose is lethal when used in the head and neck region and the
15Gy dose showed a greater volume of periapical lesion, being the best dose to be
used for studies in Endodontics.

Keyword: periapical periodontitis. ionizing radiation. radiotherapy. rat.
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1 INTRODUCAO

O diagndstico de cancer de cabeca e pescoco vem aumentando
consideravelmente; os dados de projecdo para cada ano do triénio 2020-2022
mostram que aproximadamente 48 mil novos casos seriam diagnosticados
somente no Brasil (INCA, 2019). Sendo assim, cada vez mais pessoas precisam
se submeter a tratamentos debilitantes como a radioterapia (RT) por ser um
tratamento de grande sucesso principalmente para tumores dessa regido:
cavidade oral, laringe, eso6fago e tireoide, sendo o primeiro mais incidente entre
0s homens brasileiros (INCA, 2019). A RT local ¢ uma opcao de tratamento
frequente, pois sua efetividade € alta independentemente do estagio de
desenvolvimento do tumor (Argiris et al., 2008; Ministério da Saude, 2015).

Embora necessaria para remissao das células cancerigenas, a RT produz
efeitos colaterais no tecido 6sseo que modificam a sua estrutura de forma,
muitas vezes, irreversivel. O tempo entre a primeira sessdo de RT e o inicio das
alteracbes, bem como a severidade dessas, é dose-dependente. Inicialmente, a
RT produz um rompimento no suprimento vascular 6sseo, aumentando a
permeabilidade vascular, com consequente aumento no edema perivascular,
hemorragia de pequenos vasos e oclusao vascular. (Pitk&dnen, Hopewell, 1983).

A osteoclastogénese no osso irradiado ocorre de forma alterada. O
aumento das citocinas pro-inflamatérias no tecido 6sseo submetido a RT
contribui para uma maior diferenciacdo das células osteoclasticas e diminuicéo
na expressdo de osteoblastos (Da Cruz Vegian et al., 2019; Godoi, 2018). Com
isso, a formacdo de uma nova matriz 6ssea € prejudicada, com consequente
reposicdo da medula 0ssea vermelha pela medula 6ssea amarela, a qual possui
pobre vascularizacdo (Ollivier et al., 2002).

Além disso, a carie de radiacdo tem evolucdo rapida, expondo o sistema
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de canais radiculares ao meio bucal em alguns meses (Hommez et al., 2012). A
evolucdo desse processo leva ao desenvolvimento de alteracGes pulpares cuja
progressdo gera necrose desse tecido e consequentemente inflamacéo
perirradicular com formacéo de leséo periapical (Kakehashi et al., 1965).

A invasdo microbiana no sistema de canais radiculares, diante da morte
do tecido pulpar, provoca uma reacdo imunoldgica no hospedeiro, a qual serve
como mecanismo de defesa e a0 mesmo tempo promove a destruicdo dos tecidos
perirradiculares (Marton, Kiss, 2000).

Os microrganismos provenientes do canal induzem as células do
ligamento periodontal a regularem positivamente mediadores inflamatorios, os
quais atraem as células inflamatdrias para o sitio atingido, iniciando o processo
reabsortivo (Jonsson et al., 2011; Luki¢ et al.,, 2006; Ohshima et al., 2008;
Takeichi et al., 2008).

Assim como nos demais sitios do organismo, a via RANK-RANKL ¢é
também responsavel pela reabsorcdo 0ssea nos tecidos periapicais (Marton et.
al.,, 2014), RANKL ¢é expressa por osteoblastos, no entanto estudos tém
mostrado que outras células também tém a capacidade de expressa-lo em lesdes
periapicais, como monacitos, fibroblastos, células endoteliais e epiteliais,
polimorfonucleares e linfécitos T ativados, o que contribui grandemente para o
desequilibrio entre o processo de remodelacédo e reabsorcdo 0ssea (Menezes et
al., 2006; Vernal et al.,, 2006; Zhang et. al., 2010). Adicionalmente, 0s
subprodutos gerados pelas bactérias envolvidas no processo de necrose pulpar
regulam positivamente a expressdo de citocinas osteoliticas ou agem
diretamente nas celulas do ligamento periodontal, induzindo a expressdo de
RANKL e OPG (Belibasakis et al., 2011; Kajiya et al., 2010; Wada et al., 2004).
No entanto, esses mecanismos podem estar alterados apés RT.

Individuos que sdo submetidos ao tratamento com RT sofrem alteracfes

comportamentais e nas estruturas de cabeca e pescoco e demandam um
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atendimento odontologico diferenciado em relacdo aos pacientes que ndo
passam por esse tratamento. Devido essa debilidade pés RT se faz necessario
que os estudos sejam conduzidos em animais afim de evitar o atendimento
destes pacientes sem antes ter-se protocolos que possam contribuir de forma
significante para o sucesso do tratamento nestes pacientes e consequentemente
melhorar da qualidade de vida dos mesmos.

Diferentes doses de radiacdo sdo utilizadas nos poucos estudos que
envolvem radiacdo de cabega e pescogo em animais. Portanto, observa-se que
ndo ha um protocolo bem determinado da dose de radiacdo para estudos em
animais bem como nenhum estudo avaliou essas doses no desenvolvimento de
PA. Assim, € necessario um avaliar o efeito dessas doses no organismo animal,
bem como sua associa¢cdo com a periodontite apical (Nagler et al., 2001; Cihan
et al., 2013; Elsaadany et al., 2020; Hsieh et al., 2013).

Pensando nisso, esse estudo prop0Os utilizagdo de ratos como modelo
animal para avaliar a influéncia de diferentes doses de radiacdo no
desenvolvimento da lesdo apical em animais submetidos a RT de cabeca e
pescoco. Aléem disso foram avaliados os mecanismos pelos quais a RT exerce
seus efeitos na PA por meio de anélises histologica, radiografica e
microtomografico, além de avaliar as alteracbes comportamentais desses
animais. Dessa forma, esse estudo servira como a definicdo do melhor protocolo
de RT equivalente em ratos para que possam ser realizados novos estudos nessa

mesma linha de pesquisa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O céncer de cabeca e pescoco se refere aos tumores que acometem as
regides da cavidade oral, laringe, esofago e tireoide. Este, compreendeu 5% de
todos os tipos de cancer incidentes em 2017, com uma mortalidade média de
60%; em geral, a taxa de mortalidade considerando todos os tipos de canceres
foi de 39% (Fitzmaurice et al., 2019).

No Brasil, estimativas apontam que para o triénio 2020-2022, 48 mil
novos casos serdo detectados na populacgéo brasileira (INCA, 2019). A cavidade
oral, de especial interesse para o cirurgido-dentista, figura como o principal sitio
acometido (INCA, 2019).

A etiologia das neoplasias de cabeca e pescoco €, em geral, multifatorial,
mas 0s principais fatores de risco sdo o consumo de alcool e tabaco; outros
fatores associados sdo sexo masculino, aumento da idade e pobre estado
nutricional (American Cancer Society, 2018). Mais recentemente, a infecgédo
pelo HPV tem sido apontada como outro possivel fator de risco para o
desenvolvimento de carcinomas orofaringeos (Agalliu et al., 2016).

Com altas taxas de mortalidade (Fitzmaurice et al., 2019), alguns fatores
podem aumentar a chance de sobrevida do individuo diagnosticado com esse
tipo de neoplasma. Pacientes mais jovens, com diagndstico da doenca em
estdgios menos avancados, que abandonaram o uso do cigarro e que foram
tratados com abordagens terapéuticas curativas tiveram uma chance maior de
sobreviver a longo prazo do que individuos mais velhos, com diagnostico tardio
da doenca, que continuaram com o habito de fumar e que foram submetidos a
abordagens mais paliativas de tratamento da doenca (Loganadane et al., 2019;
Smith et al., 2019; Talani et al., 2019).

A RT é uma opcéo de tratamento para neoplasias de cabeca e pescoco, a
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qual pode ser utilizada isoladamente ou em combinagdo com quimioterapia e/ou
resseccdo cirargica do tumor (Gregoire et al., 2010). A grande vantagem da
aplicacdo da RT esta na possibilidade de preservacdo da funcdo, uma vez que
com o tratamento cirdrgico isolado, tecidos adjacentes sadios sdo
inevitavelmente removidos. No entanto, a impossibilidade de isolamento da
massa tumoral durante a aplicacdo da RT, faz com que a toxicidade produzida
pela radiacdo afete ndo s as células tumorais, como também os tecidos sadios,
acarretando em efeitos deletérios indesejaveis (Khan, 2003).

Nas ultimas décadas, novas tecnologias de planejamento da RT,
conhecidas como radioterapia conformacional tridimensional (convencional
3D), tém aumentado a eficacia do tratamento e diminuido os efeitos nos tecidos
circunvizinhos por entregarem a dose de radiacdo mais diretamente na massa
tumoral (Khan, 2003). Mais recentemente, o emprego da metodologia de
planejamento de radioterapia de intensidade modulada (IMRT) tem trazido a
esperanca de uma menor toxicidade aos tecidos adjacentes, por conseguir
controlar de forma ainda maior a dose de radiacdo de acordo com o volume da
massa tumoral (Puri et. al., 2005; Zhong et. al., 2021). No entanto, evidéncias
clinicas que suportem a diminuicao dos efeitos colaterais traduzidos em aumento
na qualidade de vida dos individuos tratados com a técnica parecem nédo ser
suficientemente fortes para justificar a substituicdo da metodologia convencional
3D pela IMRT, principalmente no ambito da saude publica em paises com
escassez de recursos como o Brasil (Ministério da Saude, 2017), por tratar-se de
tecnologias mais onerosas.

Na vida adulta, o esqueleto sofre continuamente um processo simultaneo
de reabsorcdo e remodelamento 0sseo, 0s quais sdo regidos pelo trabalho em
conjunto entre celulas, horménios, proteinas e citocinas. As células responsaveis
pela sintese e degradacdo da matriz 0ssea sdo 0s osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos (Maeda, Silva, 2014).
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Diante de estimulos especificos provenientes de citocinas pro-
inflamatdrias e de hormdnios, células mononucleares provenientes de células-
tronco hematopoiéticas se diferenciam em pré-osteoclastos que se fundem para
formar o osteoclasto maduro. Esta diferenciacdo da célula precursora em uma
célula madura ativa, capaz de se ligar ao sitio 6sseo e dissolver a sua parte
organica e inorganica, s6 € possivel através da sintese, pelos osteoblastos e
ostedcitos, de uma proteina chamada RANKL (ligante do receptor ativador do
fator nuclear kappa beta). Uma vez produzida, ela se liga ao seu receptor
(RANK), que € expresso nos precursores dos osteoclastos, induzindo a
maturacdo dessas celulas. Uma vez maduro, o osteoclasto esta pronto para
assumir seu papel de reabsorver o tecido 6sseo (Boyce et al., 2008).

A funcdo do osteoblasto no metabolismo d6sseo se d&, primeiramente,
através da sintese de uma matriz organica (ostedide) composta
predominantemente por colageno tipo | (Nakahama, 2010; Titorencu et al.,
2014). O osteoblasto também contribui para processo de reabsor¢éo ao sintetizar
0 RANKL. Porém, ele prejudica este processo ao liberar uma molécula que se
conecta ao RANKL, impedindo sua ligagdéo ao receptor RANK, a
osteoprotegerina (OPG). A sintese de OPG se da através de estimulos vindos de
outras citocinas e hormonios, como o TGF-B (fator de transformacdo do
crescimento beta) e estrogenos (Boyce, 2013; Boyce et al., 2008; Kearns et al.,
2008; Silva, Branco, 2011).

A terceira importante célula que contribui para o metabolismo 0sseo é o
osteocito. Ele e derivado do osteoblasto, encontra-se imerso na massa 0ssea e
representa entre 90% e 95% das celulas do tecido 0sseo. Atualmente, estudos
tém sugerido sua intensa contribuicdo para a manutencdo da homeostase 0ssea,
contrapondo a teoria de que essas sdo células sem qualquer atividade
(Bonewald, 2011, Dallas et al., 2013; Franz-Odendaal et al., 2006).

A invasdo microbiana no sistema de canais radiculares, diante da morte
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do tecido pulpar, provoca uma reacdo imunoldgica no hospedeiro, a qual serve
como mecanismo de defesa e a0 mesmo tempo promove a destruicdo dos tecidos
perirradiculares (Marton, Kiss, 2000).

Os microrganismos provenientes do canal induzem as células do
ligamento periodontal a regularem positivamente mediadores inflamatorios, os
quais atraem as células inflamatdrias para o sitio atingido, iniciando o processo
reabsortivo (Jonsson et al., 2011; Luki¢ et al.,, 2006; Ohshima et al., 2008;
Takeichi et al., 2008).

Assim como nos demais sitios do organismo, a via RANK-RANKL ¢
também responsavel pela reabsorcédo 0ssea nos tecidos periapicais (Marton et al.,
2014). Além da expressdo do RANKL pelos osteoblastos, estudos tém mostrado
que outras celulas também tém a capacidade de expressa-lo em lesdes
periapicais, como monacitos, fibroblastos, células endoteliais e epiteliais,
polimorfonucleares e linfécitos T ativados, o que contribui grandemente para o
desequilibrio entre o processo de remodelacdo e reabsorcdo 6ssea (Menezes et
al., 2006; Vernal et al.,, 2006; Zhang et al., 2010). Adicionalmente, os
subprodutos gerados pelas bactérias envolvidas no processo de necrose pulpar
regulam positivamente a expressdo de citocinas osteoliticas ou agem
diretamente nas células do ligamento periodontal, induzindo a expressdo de
RANKL e OPG (Belibasakis et al., 2011; Kajiya et al., 2010; Wada et al., 2004).

Entretanto, na maioria dos casos, a PA é autolimitante (Marton et al.,
2014). Além disso, um equilibrio entre as defesas do hospedeiro e os produtos
gerados pelos patdgenos podem também colaborar com um balanco entre o
processo reabsortivo e o de formacéo 6ssea (Wang et al., 2011).

Embora necessaria para remissao das células cancerigenas, a RT produz
efeitos colaterais no tecido 6sseo que modificam a sua estrutura de forma,
muitas vezes, irreversivel. O tempo entre a primeira sessdo de RT e o inicio das

alteracbes, bem como a severidade dessas, é dose-dependente. Inicialmente, a
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RT produz um rompimento no suprimento vascular 6sseo, aumentando a
permeabilidade vascular, com consequente aumento no edema perivascular,
hemorragia de pequenos vasos e ocluséo vascular. O suprimento sanguineo pode
retornar ao normal com o passar do tempo (especialmente em protocolos com
baixas doses de radiacdo), porém os efeitos no tecido ésseo sdo permanentes
(Pitkanen, Hopewell, 1983).

A osteoclastogénese no osso irradiado ocorre de forma alterada. O
aumento das citocinas pro-inflamatérias no tecido 0sseo submetido a RT
contribui para uma maior diferenciacdo das células osteoclasticas e diminuicao
na expressdo de osteoblastos (Da Cruz Vegian et al., 2019; Godoi, 2018). Com
isso, a formacdo de uma nova matriz 6ssea € prejudicada, com consequente
reposicdo da medula 6ssea vermelha pela medula 6ssea amarela, a qual possui
pobre vascularizacdo (Ollivier et al., 2002).

A perda Ossea periodontal pode ser acentuada em individuos pds-
tratamento radioterdpico na regido dos maxilares (Marques, 2004),
principalmente naqueles com doenca periodontal pré-existente (Schuurhuis et
al., 2018). Essa alteracdo parece ser mais relacionada a prépria acéo deletéria da
radiacdo no 0sso do que pela mudanca na microbiota da placa dentaria, ja que
essa Ultima tende a normalizar apés um ano do término da RT (Al-Nawas,
Grotz, 2006).

Na endodontia ainda ndo existem estudos que avaliam o quanto a
irradiacdo interfere no desenvolvimento da lesdo periapical, bem como na
reparacdo tecidual. Além disso, trabalhos dessa natureza ainda ndo foram
realizados em ratos Wistar. Assim, esse estudo foi preliminar para verificar a o
efeito da RT no desenvolvimento da PA estabelecendo um protocolo para
estudos futuros.
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3 PROPOSICAO

Este estudo in vivo laboratorial com a utilizacdo de ratos Wistar foi
conduzido com objetivo de avaliar a influéncia de diferentes doses de radiacéo
no comportamento animal e no desenvolvimento de periodontite apical induzida
em ratos submetidos a radioterapia de cabeca e pesco¢o. Para isso, foram
avaliados:

e AlteracGes comportamentais e de peso causadas em animais submetidos
as diferentes doses de radiacéo e inducéo da lesdo periapical;

e A areada PA induzida em ratos submetidos a RT de cabeca e pescoco e
comparar a controles que ndo receberdo a RT, por meio de radiografia
periapical;

e O volume da PA induzida em ratos submetidos a RT de cabeca e
pescoco e comparar a controles que ndo receberdo a RT, por meio de
microtomografia computadorizada;

e A extensdo e o grau de infiltrado inflamatorio presente na PA induzida
em ratos submetidos a RT de cabeca e pescogo e comparar a controles

que néo receberdo a RT, por meio de histologia.
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4 MATERIAL E METODOS

Este projeto de pesquisa segue rigorosamente as diretrizes estabelecidas
na Lei Federal no 11.794, de 9 de outubro de 2008, a qual determina as regras

sobre 0 uso de animais em experimentos cientificos.

4.1 Animais

O projeto foi encaminhado e aprovado sob protocolo 13/2020 pelo
Comité de Etica em Pesquisa na utilizacdo de animais (CEUA) do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia do Campus de Séo Jose dos Campos/UNESP, instituicdo
credenciada ao Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

Os animais utilizados no estudo foram ratos machos imunocompetentes
da linhagem Wistar com 60 dias de idade e peso aproximado de 300 gramas,
provenientes do Biotério Central da UNESP. Os animais foram mantidos no
Biotério do ICT Sdo José dos Campos/UNESP, em microisoladores (4
animais/microisolador), equipados com filtros de entrada e saida de ar,
temperatura controlada (22 £ 1 °C) e ciclo claro-escuro de 12 h (luzes acesas as
07h; luzes apagadas as 19h). Os ratos receberam racdo moida e agua filtrada ad
libitum e aguardaram um periodo de 30 dias para adaptacdo ao novo ambiente.

Nenhum procedimento experimental foi realizado no espaco destinado a
manutencao dos animais, a fim de evitar a producédo de qualquer tipo de estresse
comportamental. Durante os procedimentos experimentais, a temperatura do

laboratorio foi mantida em 22 £ 1 °C e utilizado um periodo de adaptacdo ao
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novo ambiente de pelo menos 1 h. Todos os experimentos foram realizados
entre 8 e 18 h.

4.2 Calculo amostral

O célculo amostral foi realizado através do programa Sealed Envelope
(www.sealedenvelope.com) baseando-se nos dados de um estudo de Pinto et al.,
(2020). Considerando que a area de reabsorcdo 0ssea no grupo controle foi de
3,39 (x0,61) e que o grupo experimental apresentou uma reabsorcdo Ossea
média de 5,40 (£1,27), com um o estabelecido em 0,05 para determinar o nivel
de significancia estatistica e um poder de 80%, o nUmero minimo de 8 animais
por grupo foi considerado necessario. Devido a possibilidade de perda de
amostra durante o estudo, foi planejado um aumento de 10% no namero de
animais. Seguindo esse calculo planejamos 54 animais no total que serdo

divididos em 6 grupos com n=9.

4.3 Distribuicdo das amostras

A distribuicdo dos animais foi conduzida de forma aleatoria e em bloco,
compreendendo seis grupos, cada um com um n=9. No total, foram envolvidos
54 animais para realizacdo do estudo, submetidos aos protocolos de tratamento

conforme o diagrama abaixo (Figura 1):
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Figura 1 - Distribuicdo da amostra nos grupos

—‘ Irradiado — RT 7,5 Gy + Indugdo da PA + eutandsia (Grupo RT-7,5) ‘

—{ Irradiado — RT 10 Gy + Inducdo da PA + eutanasia (Grupo RT-10) ‘

RADIOTERAPIA ~ —

—{ Irradiado — RT 15 Gy + Indugdo da PA + eutanasia (Grupo RT-15) ‘

—{ Irradiado — RT 30 Gy + Inducdo da PA + eutanasia (Grupo RT-30) ‘

' Sem irradiagdo — Ndo recebera qualquer tipo de intervengao +
eutanasia (Grupo Controle)

\' CONTROLE }—

Sem irradiacdo — Inducdo da PA + eutanasia (Grupo Controle-PA) ‘

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4 Protocolo RT

Os animais dos grupos RT-7,5, RT-10, RT-15 e RT-30 foram
anestesiados através da administracdo intraperitoneal de uma mistura de xilazina
2% (10 mg/kg Anasedan; Ceva Saude Animal Ltda, Sdo Paulo, Brazil) e
ketamina 10% (100 mg/kg peso, Dopalen; Ceva Saude Animal Ltda, Sdo Paulo,
Brazil) e foram irradiados na regido da face direita com as doses de 7,5 Gy, 10
Gy, 15Gy e 30 Gy respectivamente. A irradiacdo foi realizada em dose Unica, no
primeiro dia de experimento. Apos 7 dias, foi induzido a leséo periapical (Figura
2). O aparelho utilizado para a aplicagdo da RT foi o modelo Eldorado 78
(Atomic Energy of Canadian Limited), o qual utiliza uma fonte de radiacéo
gama proveniente de cobalto-60, localizado no Instituto de Estudos Avangados
(IEAv) do Departamento de Ciéncia e Tecnologia Aeroespacial (DCTA), em
Séo Jose dos Campos, Sdo Paulo. O transporte UNESP - IEAV seguiram
rigorosamente a legislacéo e os procedimentos para o bem-estar dos animais,

bem como a emissdo da Guia de Transporte Animal (GTA).
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Figura 2 — Eixo temporal do experimento nos grupos que receberdo a RT

" GruposRT ‘ 21 DIAS
o N
RT PA EUTANASIA

. ,#1 |,#\

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5 Protocolo de inducéo da lesdo periapical

Apbds sete dias do inicio do experimento, foram realizados os
procedimentos necessarios para o desenvolvimento das PA em todos 0s grupos
envolvidos no estudo (Figuras 2 e 3). A metodologia seguiu baseada em

trabalhos publicados na literatura (Khoury et. al., 2020).

Os animais foram anestesiados atraves da administracdo intraperitoneal
de uma mistura de xilazina 2% (10 mg/kg Anasedan; Ceva Saude Animal Ltda,
Sé@o Paulo, Brazil) e ketamina 10% (100 mg/kg peso, Dopalen; Ceva Saude
Animal Ltda, Sdo Paulo, Brazil). A abertura coronaria dos primeiros molares
inferiores (lado direito) foi realizada com brocas carbide de alta rotacdo (1/4 mm
de didmetro) sob refrigeracdo constante. As camaras pulpares foram deixadas
expostas a0 meio bucal para permitir o desenvolvimento da PA (Kakehashi et.
al., 1965).
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Figura 3 - Eixo temporal do experimento no grupo sem irradiacao

‘.. Grupo Controle - PA ‘

21 DIAS

N

PA EUTANASIA

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6 Grupo controle

Os animais do grupo Controle estiveram no mesmo ambiente em que 0s
demais grupos, mas sem receber qualquer tipo de inducdo de leséo ou
tratamento. Eles foram utilizados para comparacdo quanto ao desenvolvimento
de uma possivel alteracéo periapical devido ao estrese do confinamento (Khoury
et al., 2020; Chen et al., 2019), e ficaram aguardando 0 momento da eutanésia

apos 28 dias do inicio do experimento.

4.7 Uso de analgesia

Considerando a invasividade dos procedimentos e grau de dor gerado, é
adequado a utilizacdo de opioides (animais submetidos apenas a periodontite
apical — Tramal 7 mg/kg a cada 24 horas, via oral, de 3 a 5 dias; animais

submetidos a inducdo de periodontite apical + tratamento radioterapico — Tramal
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10 mg/kg a cada 24 horas, via oral, de 3 a 5 dias).

4.8 Analise comportamental

A analise foi realizada ao inicio do experimento, 7 dias apds a
radioterapia e no dia da eutanasia, conforme descrito abaixo:

Todos os animais foram levados para a sala de experimento 30 minutos
antes dos testes comportamentais e seguiram o principio de duplo-cego. Todos
0S animais passaram pelo teste comportamental de acordo com a seguinte
ordem:

Peso corporal: Foi realizada pesagem dos animais previamente no primeiro dia
do experimento, 7 dias apos radioterapia e no momento da eutanésia (Figura 4).
Teste de campo aberto: Foi utilizado um dispositivo de acrilico de 80cm x 80 cm
X 40 cm com o fundo da caixa dividido em quadrados equilaterais. Os ratos
foram colocados no centro do campo aberto. Registramos o ndmero de
quadrados cruzados pelos animais, a movimentacdo do animal horizontalmente
(quatro patas dentro de um quadrado). Os animais ficaram por 1 minuto para
adaptacdo ao ambiente e ap0s este periodo realizou-se a analise por 3 minutos
(Song et al., 2018; Lotan et al., 2018) (Figura 4).

Labirinto em Y: Foi utilizado um dispositivo de acrilico em formato de Y com
trés bracos com as seguintes medidas: 45 X 35 X 12cm. Os animais foram
colocados um por vez na area de intersec¢do dos trés bracos, permitindo que o
animal tomasse decisdes sobre o trajeto percorrido. Este teste foi utilizado para
analisar se a capacidade exploratéria do animal estava alterada. O numero de
entradas do animal nos “bracos” do Y foi contado sendo que uma entrada exige

que ambas as patas traseiras atravessassem totalmente a linha divisoria da
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entrada do braco (Figura 4).

Figura 4 — Imagem ilustrativa dos dispositivos para testes comportamentais

[C]

A) Pesagem corporal; B) Teste de campo aberto (Open field); C) Teste do labirinto (Y-maze).
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.9 Eutanasia

Passados 28 dias desde o inicio do experimento para 0s todos 0s grupos
(Figuras 2 e 3), os animais foram eutanasiados através da anestesia profunda
com 0s mesmos anestésicos e em dose triplicada, de xilazina 2% (30 mg/kg
Anasedan; Ceva Saude Animal Ltda, Sdo Paulo, Brazil) e ketamina 10% (300
mg/kg peso, Dopalen; Ceva Saude Animal Ltda, S&o Paulo, Brazil), a utilizada
do procedimento descrito anteriormente. Depois da eutanasia, as amostras
pertinentes ao estudo foram coletadas e o lixo bioldgico foi destinado ao setor de
descarte da UNESP S&o José dos Campos.
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4.10 Analise radiografica

Apols a eutanasia, radiografias periapicais digitais foram obtidas de
forma padronizada para determinar o didmetro das lesdes periapicais. Para isso,
um sensor digital (Imagem Dental Master Fit, BR) foi utilizado e o aparelho de
RX (Microimagem) foi posicionado perpendicularmente a uma distancia de 30
cm do conjunto mandibula/filme com tempo de exposicao de 0,2 segundos.

Com o auxilio do programa ImageJ, um endodontista cegado para 0s
grupos experimentais realizou a analise das radiografias. O tamanho das lesdes

foi medido delimitando a area em mma2.

4.11 Analise por microtomografia computadorizada

Para realizacdo da analise microtomografica foi utilizado um aparelho
modelo 1176 da fabricante SkyScan® (SkyScan 1176 in vivo, Skyscan, Kontich,
Belgium) e entdo, apdés a fixacdo, as hemimandibulas de cada grupo
experimental foi preparada para escaneamento microtomografico. As pecas
foram posicionadas e fixadas no porta-amostra apropriado para o equipamento,
presas no meio de um isopor cilindrico bipartido envoltas por papel absorvente
umido, possibilitando a estabilizacdo a fim de prevenir qualquer tipo de
movimentacdo durante o escaneamento e mantendo a umidade da peca. O
escaneamento das amostras foi padronizado com um tamanho de voxel
isotropico de 18 um, 50 kV, 500 pA, em 180°, angulo de rotacdo de 0.0120 e
filtro de Al 0,5 mm com tempo de exposicdo de 380 milissegundos ou seja 0,5s,

utilizando um filtro de aluminio de 0,5 mm de espessura. O programa
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NRECON® v 1.6.3.3 em cerca de 395 fatias de acordo com 0s parametros
anatdmicos adotados foi utilizado para reconstrucdo das imagens. O programa
DataViewer® foi utilizado para visualizacdo e avaliagdo em 2D (medidas
lineares) dos eixos sagital, coronal e axial. A linha verde representa o eixo Y, a
linha azul o Eixo X, e a linha vermelha o eixo Z. As imagens foram
posicionadas de forma que cada eixo ficasse paralelo a raiz mesial no plano
sagital e coronal, e que de forma automatica se ajusta ao centro da raiz mesial
no plano axial. Para as analises volumétricas foi escolhido um eixo de interesse
(sagital) e utilizado um programa especifico de analise 3D (CTan®). O objetivo
das anélises volumétricas (3D) é quantificar o volume do 0sso alveolar na regido
do periapice, para tanto, foi escolhido como ponto central corte (slice) o local
onde a lesdo periapical apareceu em sua maior extensdo. O ponto final da
selecédo foi determinado em 50 slices no sentido vestibulo lingual e 50 slices no
sentido linguo vestibular, totalizando uma regido de interesse composta por 101
slices em todas as amostras. Essa regido corresponde a area de interesse (ROI)
onde foi quantificada a reabsorcéo 0ssea periapical (Figura 5). Utilizou-se o ROI
personalizado afim de permitir um delineamento manual da lesdo periapical
fornecendo um tamanho mais preciso do volume da reabsor¢do 6ssea. Todos 0s
calculos foram realizados sobre a regido de interesses selecionada. Selecionados
0s parametros de interesse, 0s resultados apareceram em uma tabela contendo
cada parametro calculado pelo CTAnalyser e sua respectiva unidade de medida.
O volume tecidual (TV), volume désseo (BV) e proporcdo BV/TV foram
quantificados. Todas as medidas foram realizadas por um examinador calibrado

que ndo tinha nenhuma informacao de identificagcdo dos grupos avaliados.
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Figura 5- Imagem tomogréfica ilustrativa em corte sagital da regido de interesse

(ROI) em vermelho, delimitada manualmente de forma personalizada

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.12 Analise histologica

As hemi-mandibulas direitas de cada grupo foram desmineralizadas em
solucdo de EDTA (etilenodinitrilotetracético — TITRIPLEX Il1- Merck) por 5
meses. Apos desmineralizadas, as pecas foram lavadas abundantemente em agua
corrente e submetidas a técnica histoldgica de rotina para inclusdo em parafina.
Foram realizados cortes semiseriados, de forma que o primeiro corte a ser
considerado para analise fosse o primeiro que aparecer as duas raizes (mesial e
distal). O corte foi feito paralelo as raizes e montados em laminas e corados com
hematoxilina e eosina.

Para analise da extensdo da lesdo periapical, os cortes foram
fotografados com microscépio de Luz Zeiss Axioskop 40 (Carl Zeiss do Brasil),
com camera digital acoplada Canom, modelo Power Shot A640. Foi obtida uma
imagem digital (formato JPEG) em aumento de 4x (1 imagem) e 40x (10
imagens). Posteriormente, as laminas foram avaliadas morfologicamente e

quantitativamente quanto a presenca da lesdo periapical e extensdo da lesdo
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periapical. As anéalises foram realizadas por um examinador calibrado utilizando
0 software ImageJ.

Os dados obtidos nas analises histologica e histomorfométrica foram
anotados em tabelas para posteriormente serem analisados estatisticamente.

Para analise histomorfométrica foi verificado o infiltrado inflamatorio,
sua intensidade e extensdo (Cintra et al., 2014). O numero médio de células
inflamatdrias foi avaliado por area e extensdo ao redor do forame apical.

O numero de células inflamatorias foi calculado por meio da média de
10 &reas separadas (ampliacdo x40) para cada grupo.

A intensidade do infiltrado inflamatorio foi classificada através de scores
sendo: score 1 (0 a 25 células inflamatdrias); score 2 (25 a 50 células
inflamatorias); score 3 (50 a 75 ceélulas inflamatorias); score 4 (acima de 75
células inflamatorias).

A extensdo do infiltrado inflamatdrio foi também classificada através de
scores sendo: score 1 (0 a poucas celulas inflamatdrias, sendo menor que 300 pm
de comprimento), score 2 (células ocupando 300 um de comprimento), score 3
(células ocupando até 600 um de comprimento) e score 4 (células ocupando um
comprimento > 600 um) (Khoury et al., 2020).

A area de lesdo periapical associada ao terco apical da raiz distal do
primeiro molar mandibular foi medida pelo software Image J (Dominio
Publico). Foi realizado o delineamento manual do limite da lesdo, considerando
a superficie externa do cemento, o ligamento periodontal e a superficie externa

do osso alveolar expresso em mm2,
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Figura 6 — Imagem histologica referente a extensdo e a area do infiltrado

inflamatorio

A) Mensuragdo da extensdo do infiltrado inflamatorio: linha iniciando do forame apical; B)
delimitacdo manual da &rea da les@o de forma personalizada.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.13 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk
para escolha dos testes estatisticos. Os seguintes testes estatisticos foram
aplicados em situacdo de normalidade dos dados: ANOVA e Tukey para 0s
dados paramétricos e Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para os dados nao
paramétricos. Os valores foram apresentados como média e desvio padrédo
(dados continuos) e frequéncia e porcentagem (dado ordinal). O programa
estatistico utilizado foi o programa GraphPad Prism (versdo 3.1, da GraphPad
Software, USA), com o nivel de significancia estatistica estabelecido em 5%

(P<0,05) para todos os dados avaliados.
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5 RESULTADO

Nenhum animal do grupo RT-30 sobreviveu apds a RT, mostrando que

essa dosagem foi letal para esses animais.

5.1 Porcentagem do ganho de peso

Verificou-se que no dia 1, o peso corporal dos animais de todos os grupos foi
semelhante com valor médio: Controle-PA 404,2g + 17,88; RT-7,5 361,79 *
22,7; RT-10 357,29 + 28,95 e RT-15 364,49 £ 26,92 e sem diferenca entre 0s
grupos (p=0,6315) (p>0,05) (Figura 7).

Figura 7 — Representacdo grafica do peso corporal médio inicial nos grupos

irradiados comparados com o Controle-PA (sem irradiacéo).
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Apbés a RT todos os animais ganharam peso sendo que no dia 7, a
porcentagem média de ganho foi inversamente proporcional a dose de radiacéo:
Controle- PA 14,11% + 14,11; RT-7,5 4,867% % 11,12; RT-10 2,106% + 12,37
e RT-15 1,005% =+ 10,35. Embora os grupos submetidos a RT tenham
apresentado menor ganho de peso, ndo houve diferenca entre eles e entre o
controle (p=0,6563) (p>0,05). No dia 28 a porcentagem media de ganho de peso
foi superior no grupo Controle-PA (23,33% + 17,87) mas ndo houve diferenca
significantes em relacéo aos grupos RT que apresentaram porcentagem média de
ganho de peso: RT-7,5 17,68% + 14,41; RT-10 13,32% + 12,86 e RT-15
16,72% = 9,9 (p=0,8985) (p>0,05) (Figura 8).

Figura 8 — Representacdo gréfica da porcentagem do ganho de peso dos animais

dos grupos irradiados comparados com os nao irradiados.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.2 Teste de campo aberto (open field)
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Verificou-se que no inicio do experimento (dia 1), a movimentacdo média dos
animais no “open field” foi semelhante: Controle- PA 19,88 + 7,549; RT-7,5
25,75 + 5,825; RT-10 18,38 + 7,249 e RT-15 26,13 + 5,817. Assim, ndo foi
encontrado diferenca estatistica na avaliacdo de campo aberto quando
comparados os grupos irradiados com o grupo controle sem irradiagdo e com

lesdo PA no momento da avaliacéo inicial (p=0,0545) (p>0,05) (Figura 9).

Figura 9 — Representacdo grafica da avaliacdo de campo aberto inicial dos

grupos irradiados comparados com os ndo irradiados.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Apbs 7 dias do experimento verificou-se que os animais do grupo Controle-PA
apresentaram em media 25,25 + 3,882 movimentagdes diferindo estatisticamente
na avaliacdo de campo aberto dos grupos irradiados: RT-7,5 19,86 + 3,805; RT-
10 17,67 £ 2,55 e RT-15 17,89 * 2,205 (p<0,0001) (p>0,05). No dia 28 do
experimento os animais que receberam a RT se movimentaram menos RT-7,5
7,833 + 5382; RT-10 10,11 + 4,137 e RT-15 7,667 = 3,708 e foram
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significantemente diferentes do grupo Controle-PA 26,25 + 5,922 (p<0,0001)
(p>0,05) (Figura 10).

Figura 10 — Representacdo gréafica da avaliacdo de campo aberto
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Grupos Experimentais Grupos Experimentais

Verifica-se que no dia 7 e no final do experimento (dia 28) os grupos irradiados se movimentaram
menos, quando comparados com o ndo irradiado onde o (*) representa diferenca estatistica.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao comparar os dois grupos controles, sem irradiacdo, nédo foi
encontrado diferenca estatistica em relacdo a avaliacdo de campo aberto em

nenhum momento avaliado (Figura 11).
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Figura 11 — Representacdo grafica da avaliacdo de campo aberto no dia 7 e final

do experimento (dia 28) nos grupos controle (sem PA e sem RT) e Controle-PA.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3 Teste do labirinto (y maze)

No dia 1, inicio do experimento, verificou-se que todos os animais com RT
apresentavam movimentacdo média semelhante no labirinto em Y (RT-75 7 +
0,7559; RT-10 6125 + 1,356 e RT-15 7 + 0,7559) e Controle-PA (6 + 1,414)
(p=0,1528) (p>0,05) (Figura 12).



36

Figura 12 — Representacdo grafica da avaliacdo de labirinto em Y no inicio do

experimento dos grupos irradiados comparados com o Controle-PA.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Apds 7 dias do experimento verificou-se que os animais do grupo Controle-PA
apresentavam média 7,25 + 1,282 de movimentag6es diferindo estatisticamente
na avaliacdo de labirinto dos grupos irradiados: RT-7,5 6,667 = 1,323; RT-10
5,889 + 1,453 e RT-15 5,333 £ 1,5 (p=0,0396) (p>0,05). No dia 28 do
experimento os animais que receberam a RT se movimentaram menos RT-7,5
2,833 + 1,602; RT-10 2,889 + 0,928 e RT-15 2,556 + 1,13 e foram
significantemente diferentes do grupo Controle-PA 7 £ 0,7559 (p<0,0001)
(p>0,05) (Figura 13).
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Figura 13 — Representacdo gréfica da avaliacdo de labirinto em Y nos dias 7 e
28 (final do experimento) dos grupos irradiados comparados com 0S nao

irradiados onde o (*) representa diferenca estatistica.
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Verifica-se que no dia 7 e no final do experimento (dia 28) os grupos irradiados se movimentaram
menos, quando comparados com o ndo irradiado onde o (*) representa diferenca estatistica.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao comparar 0s grupos controle entre si, ndo foi encontrado diferenca
estatistica em nenhum periodo em relacdo a avaliacdo de labirinto, ou seja, o
grupo controle (sem PA e sem RT) foi semelhante ao Controle-PA (sem RT)
(Figura 14).
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Figura 14 — Representacdo grafica da avaliacdo de labirinto 7 dias apés a RT e
no dia 28 (final do experimento) do grupo controle (sem RT e sem PA)

comparado com o grupo Controle-PA (sem RT).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.4 Andlise radiografica

Foram verificadas diferencas estatisticas quanto a area da lesdo periapical
entre o grupo RT-15 e o grupo Controle-PA (sem RT) (p=0,0187) (p>0,05). A
radiografia foi capaz de mostrar que a radioterapia causou maior destruicéo
6ssea no grupo RT-15 e que esse fato é proporcional a dose de irradiacéo,
entretanto néo foi possivel verificar diferenca entre os demais grupos (Tabela 1)
(Figura 15).

Tabela 1 — Area da lesio periapical

Controle+PA RT-75 RT-10 RT-15
Area da Les3o Média+ 1,338+ 1,625 + 1,587 + 2,331+
Periapical (mm?) DP 0,4197a 0,4358a 0,615a 0,917b

Média e Desvio Padrdo (DP) onde *Letras diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas,
P <0,05.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 15 — Representacdo grafica da area da lesdo média referente a avaliacéo

radiogréafica dos grupos irradiados comparados ao grupo Controle-PA (sem RT).
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(*) representa diferenca estatistica
Fonte: Elaborada pelo autor.

Verificou-se que a destruicdo 0ssea periapical foi mais extensa nos grupos
irradiados, invadindo a regido de furca. No entanto, visualmente todas as
destruicdes 0sseas se assemelham. A Figura 16 ilustra uma radiografia de cada

um dos diferentes grupos de estudo.
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Figura 16 — Imagens radiograficas representativas de lesdo periapical do

primeiro molar inferior de ratos, de acordo com os grupos avaliados.

a) Grupo controle; b) Controle-PA; c)RT-7,5; d)RT-10; E)RT-15

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.5 Analise microtomograéfica

Na analise de micro-CT, verificou-se que a radioterapia causou maior
destruicdo Ossea periapical e que esta foi proporcional a dose de irradiacao.
Verificou-se que no grupo RT-15 essa destruicdo foi maior e diferiu
estatisticamente dos demais grupos (p<0,0001) (p>0,05). Isso foi confirmado
por uma analise microtomografica detalnada da propor¢do de volume
6sseo/volume tecidual da area da lesdo periapical do terco apical da raiz mesial

dos primeiros molares incluindo o grupo sem radioterapia (Tabela 2).
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Tabela 2 — Valores obtidos pela analise microtomografica do volume da leséo
periapical e de proporgéo entre volume 0sseo e volume tecidual (média e desvio-
padréo)

Volume da Lesao

Grupos Proporcéo BV/TV (%) +DP (mms3) +DP
Controle-PA 9,167 £ 4,9712 6,386 + 1,915%
RT-7,5 4,324 + 1,46% 7,666 + 0,9245?
RT-10 8,278 + 4,9942 9,025 +2,79?
RT-15 8,763 + 3,899° 12,74 + 2,66°

Média e Desvio Padrdo (DP) onde letras diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas,
P <0,05.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A figura 17 ilustra graficamente o volume das lesdes periapicais nos

diferentes grupos.

Figura 17 — Representacdo grafica da avaliacdo microtomografica dos grupos
irradiados comparados com o néo irradiado onde o (*) representa diferenca

estatistica.
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Fonte: Elaborada pelo autor.



42

Ao comparar os grupos Controle (sem RT e sem PA) e o Controle-PA (sem
RT), verificou-se a presenca de lesdo somente no grupo Controle-PA, levando a

uma diferenca significante entre os grupos (p<0,0001) (p>0,05) (Figura 18)

Figura 18 — Representacdo grafica da avaliacdo microtomogréafica do grupo

controle com o grupo Controle-PA onde o (*) representa diferenca estatistica.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Verificou-se que a destruicdo 0ssea periapical foi muito extensa, invadindo
a regido de furca nos grupos irradiados, atingindo grandes proporcfes. Essa
destruicdo foi proporcional a dose de RT. A Figura 19 ilustra a regido da

destruicdo Ossea periapical nos diferentes grupos de estudo.
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Figura 19 — Representacdo 2D da regido de destruicdo 0ssea durante avaliacao

microtomografica de todos os grupos de estudo.

A) Grupo controle; B) Controle-PA; C)RT-7,5; D)RT-10; E)RT-15

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.6 Andlise histoldgica

As evidéncias do processo inflamatério foram observadas em todos os
grupos e verificou-se que essa inflamacéo estava associada a areas de reabsor¢éo
0ssea nos grupos que receberam inducdo de PA. Referente a intensidade do
processo inflamatdrio houve diferenca estatistica significante entre grupo RT-15
em comparagdo aos demais grupos (p=0,0089) (p>0,05) uma vez que verificou-
se score 4 (maior intensidade de células inflamatorias) em 7 dos 9 espécimes do
grupo RT-15.

Quando avaliou-se a extensdo do infiltrado inflamatorio, o grupo RT-15
também apresentou score méaximo (células que ocuparam um comprimento
maior que 600um) em 7 dos 9 espécimes do grupo. Assim, RT-15 foi
estatisticamente diferente dos grupos RT-7,5 e Controle-PA (p=0,0018)
(p>0,05).
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Ao avaliar as lesdes periapicais, as mesmas apresentaram principalmente
caracteristica de granuloma periapical caracterizado por um tecido
granulomatoso constituido predominantemente por linfdcitos, plasmocitos e
macrdfagos ao redor do apice dentario, levando a reabsorcdo 6ssea e do apice
radicular. Em muitos casos, verificou-se presenca de abcessos circunscritos por
leucécitos polimorfonucleares, relacionados ao forame apical. Ao redos desses

abcessos, quando presentes, havia presenca do tecido granulomatoso.

Histometricamente, observou-se que a darea da lesdo periapical foi
significativamente maior no grupo RT-15 em relacdo aos demais grupos
(p<0,0001) (p>0,05). Verificou-se que nesse grupo (RT-15), a area da lesédo

dobrou de tamanho em relacdo aos demais grupos.
A tabela 3 mostra os dados referentes a intensidade e extensdo do processo

inflamatorio e area da lesdo periapical e a figura 20 ilustra esses resultados.

Tabela 3 — Scores, Mediana, Média e Desvio padrdo (DP) dos achados
histologicos, referente a lesdo periapical de todos os grupos.

Parametros Scores Grupos Experimentais
Histoldgicos Controle+PA RT-7,5 RT-10 RT-15
1 1/9 0/9 0/9 0/9
Intensidade do 2 3/9 4/9 3/9 0/9
Infiltrado 3 3/9 5/9 5/9 2/9
Inflamatério 4 2/9 0/9 1/9 7/9
Mediana 3a 3a 3a 4b
1 1/9 0/9 0/9 0/9
~ - 2 0/9 0/9 0/9 0/9
EXterl'rs]‘;i‘l‘; g}‘;{g‘;‘igrado 3 8/9 9/9 5/9 2/9
4 0/9 0/9 4/9 7/9
Mediana 3a 3a 3a 4b
Area da Les30 Média + 0,245 + 0,2428 + 0,2657 + 0,4458 +
Periapical (mm?) DP 0,08836a 0,09872a 0,07629a 0,09643b

*Letras diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas, P < 0,05.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 20 — Representagédo grafica da avaliacdo histomorfométrica, extensao e

intensidade do infiltrado inflamatdrio onde o (*) representa diferenca estatistica.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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A figura 21 mostra os aspectos histoldgicos da lesdo periapical nos grupos

estudados .
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Figura 21 — Aspectos histoldgicos das lesBes periapical de todos 0s grupos.

Coloracdo por hematoxilina e eosina: A) Grupo controle; C) Controle-PA; E) RT-7,5; G) RT-10; I)
RT-15 em um aumento de 2x e B, D, F, H e J representam um aumento em 10x da regido selecionada
respectivamente.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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6 DISCUSSAO

Esse projeto foi realizado com o objetivo de avaliar a dosagem mais
adequada de radioterapia a ser utilizada em estudos para avaliar a progresséo e
reparo de lesdes endodonticas apds radioterapia utilizando ratos como modelo
animal. Observa-se na literatura que os estudos que realizam radioterapia em
ratos, sdo para finalidades ndo endodonticas; além disso, existem muitas
divergéncias nas doses de radiagdo (Ozer et al., 2016; Kim et al., 2017; Araujo
et al., 2018; Ozgir et al., 2019; Yamasaki et al., 2020), o que dificulta o
estabelecimento de um protocolo adequado para avaliagdo dos efeitos deste
tratamento. Devido a falta de estudos desta natureza na endodontia, avaliando os
efeitos da radioterapia na leséo periapical, neste estudo avaliou-se diferentes
doses e os efeitos das mesmas sobre 0s tecidos periapicais.

Na radiacdo ionizante, a “dose absorvida” ou simplesmente “dose” ¢
definido pela International Commission on Radiation Units and Measurements
(Report 85 — ICRU) como: “A dose absorvida, D, € 0 quociente de de por dm,
onde de é a energia média transmitida pela radiagdo ionizante para a matéria de
massa dm”. Ou seja, D = de/dm, cuja unidade é dada em energia por unidade
de massa (J/kg), que recebe o nome especial gray (Gy) no Sistema Internacional
de unidades (SI). Sendo assim, o préprio conceito de dose de radiacdo ja traz em
si a ponderacdo pela massa de tecido irradiada, quando divide a energia
depositada (de) pela massa de matéria irradiada. Como consequéncia desse fato,
torna-se desnecessario ponderar “dose absorvida” em funcdo da massa do
paciente, ou seja, 60 Gy (6000 cGy) de dose absorvida no tecido de um paciente
ou 60 Gy de dose absorvida no tecido de um rato Wistar, correspondem, em
ambos os casos, a 60 joules de energia depositada por kg de tecido irradiado.
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A grande questdo que suscitou essa pesquisa refere-se a distribuicdo desta
dose nos tecidos irradiados e ndo-irradiados. A radiacdo ionizante afeta os
tecidos por meio de alteracbes no nivel celular por efeitos diretos (no DNA
celular) ou efeitos indiretos (formacdo de biomoléculas nocivas como por
exemplo, H,0,). Quando a um paciente é receitado um tratamento de 60 Gy,
esta receita especifica a dose para o tecido tumoral apenas, e ndo para todo o
organismo do paciente (caso em que ele com certeza iria a ébito). Portanto,
previamente a realizagdo da RT, existe uma etapa denominada “planejamento
radioterapico” que consiste em “planejar” o conjunto de incidéncias, angulagdes,
tempos e intensidades de feixes de radiacdo que, combinados, maximizem a
dose no tecido tumoral (60 Gy, por exemplo) e minimizem a dose nos tecidos
adjacentes, de maneira a minimizar os efeitos sisttmicos no organismo do

paciente como um todo.

Assim, para cada tipo, volume e posi¢cdo de tumor, hd uma diferente
distribuicdo de dose nos tecidos adjacentes da cabeca e pescoco (diferentes
planejamentos radioterapicos), nunca chegando estas, préximas a dose no tecido
tumoral. Estas diferentes doses nos tecidos adjacentes sdo compostas pelos
proprios feixes diretos utilizados no processo de irradiagdo, que necessitam
atravessar tecidos sadios para chegar a regido do tecido tumoral, bem como a
radiacdo espalhada nas estruturas do proprio organismo. Tais diferencas nédo
estdo bem estabelecidas ou justificadas nos trabalhos da literatura que utilizam
ratos como modelo animal onde observa-se doses variando de 5 Gy a 30 Gy em
diferentes tecidos e situacOes na regido de cabeca e pescoco (glandulas salivares,
cérebro, etc) (Ozer et al., 2016; Kim et al., 2017; Xu et al., 2017; Araujo et al.,
2018; Ozgiir et al., 2019; Abdel-Magied et al., 2019; Yamasaki et al., 2020). No
entanto, ndo existem dados sobre os efeitos da RT na lesdo periapical.
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Desta forma, a irradiacdo com doses de 7,5 Gy, 10 Gy, 15 Gy e 30 Gy,
proposta no presente estudo, teve como objetivo “mapear” o comportamento do
tecido irradiado nesse intervalo de dose, permitindo uma melhor compreenséo

das consequéncias de cada faixa de dose na progressdo da PA.

Verificou-se que apo6s 5 dias da RT, os animais irradiados com 30 Gy
apresentaram uma piora na saude geral observado clinicamente como alteracGes
na pelagem, dificuldade de abrir os olhos, cavidade oral com multiplas lesdes,
respiracdo comprometida, emissdo de sons diferentes dos outros animais além
de reducdo no consumo de agua e racdo. Verificou-se que essa condicédo piorou
progressivamente com o passar dos dias, ocorrendo Obitos diarios dos animais.
Assim, nenhum animal desse grupo (30Gy) conseguiu sobreviver até o dia da
eutanasia para a coleta de mandibula e anélise de resultados.

Assim, os resultados expressos foram referentes aos animais submetidos a
dosagens de radiacdo de 15 Gy, 10 Gy e 7,5 Gy e dos animais dos grupos
controle (sem RT e sem PA e sem RT e com PA). De acordo com os resultados
apresentados referente a analise comportamental, foi possivel perceber que
apenas a inducdo da lesdo ndo é capaz de gerar um comprometimento do
comportamento dos animais, visto que ndo houve diferenga entre o grupo
controle sem qualquer tratamento e o grupo controle somente com leséo
periapical.

Referente ao peso dos animais, verificou-se que o peso inicial foi
semelhante para todos os animais mostrando que a amostra foi semelhante para
todos os grupos. No entanto, apds 7 dias, foi possivel observar que 0s animais
submetidos a RT apresentaram menor ganho de peso do que o0s animais do
grupo Controle-PA sem RT. No entanto, embora 0 ganho médio de peso dos
animais RT 15 Gy tenha sido muito baixo 7 dias apos a RT, ndo se verificou
diferencas significantes em relacdo aos demais grupos. Isso provavelmente se

deve ao desvio padrdo muito alto; provavelmente se fosse retirado um animal
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com peso muito maior que a media, essa diferenca seria estatisticamente
significante.

Quanto ao comportamento dos animais verificou-se que a RT altera o
comportamento dos mesmos. Apdés diferentes dosagens de RT, verificou-se que
tanto no dia 7 como ao final do experimento (dia 28), os animais dos grupos
submetidos a RT apresentaram desempenho significativamente menor do que 0s
grupos sem RT tanto na avaliacdo de campo aberto quanto na avaliacdo pelo
teste do labirinto. Verificou-se que os animais até melhoraram seu desempenho
ao longo do tempo, mostrando uma recuperacdo dos efeitos da RT mas estes
animais ndo retornaram ao desempenho normal comparados ao grupo controle.
O que mostra que a RT leva a alteracbes comportamentais que ndo revertem
totalmente com o passar do tempo. Isso permite afirmar que a RT é um
tratamento debilitante da condicdo sistémica do individuo causando um
comportamento depressivo. No entanto, ndo é possivel comparar os resultados
desse estudo com outros da literatura pois até 0 momento ndo existem estudos
sobre o efeito da RT no comportamento dos animais.

Em relacédo as doses de irradiacdo, foi possivel perceber que quanto maior a
dose aplicada, pior o estado de salde geral dos animais uma vez que, observou-
se que quanto maior a dose de RT, menor a movimentacdo dos animais quando
os testes de campo aberto e labirinto “Y” foram realizados. Entretanto,
estatisticamente ndo houve uma diferenca capaz de sugerir uma relacdo dose
dependente quanto a movimentagdo dos animais. Da mesma forma, verificou-se
que o quanto maior 0 peso, menor a dose de radiacdo. Numericamente foi muito
nitida esta diferenca, no entanto, ndo houve diferenca significante
provavelmente devido ao grande desvio padrdo dos grupos, especialmente do
grupo controle.

A anélise radiografica teve como objetivo apenas avaliar comparativamente

a destruicdo periapical observada na radiografia coma detectada na
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microtomografia, uma vez que, na clinica, o paciente que esta sob tratamento
radioterapico por estar sendo submetido a muitos exames, é conduta comum a
realizacdo de exame radiografico evitando-se a tomografia. Verificou-se que
houve diferenca significativa quando comparado o grupo RT-15 com o grupo
controle sem irradiacdo com lesdo, esse resultado mostra que a andlise
radiografica € menos detalhada, mas pode ser realizada como parametro para
avaliar a extensdo da PA. No entanto, a microtomografia, ou tomografia em
pacientes, se faz necessaria para que o planejamento de tratamento seja mais
preciso, ja que em sua avaliacdo é possivel ter uma visdo tridimensional da
leséo.

Verificou-se na analise de micro-CT que a RT interfere significativamente
no desenvolvimento e tamanho da lesdo periapical e esse aumento da leséo é
proporcional a dose de radiacdo. Verificou-se diferenca estatistica no volume da
lesdo periapical quando se comparou 0 grupo RT-15 com os demais grupos
irradiados e grupo controle sem irradiacdo e com leséo PA.

A dose dependéncia fica evidente através da analise de microtomografia.
Foi possivel perceber que quanto maior a dose de radiacdo maior € o tamanho da
lesdo periapical uma vez que o volume da lesdo no grupo RT-15 foi
estatisticamente diferente dos demais grupos de radiacdo e ao grupo controle
sem irradiacdo e com lesdo periapical.

A relacéo dose de radiagdo com o volume da leséo periapical ainda nao foi
estudada na Endodontia 0 que ndo permite comparar os resultados desse estudo
com outros. A literatura atual é focada no reparo 0sseo frente a RT em outras
especialidades como a implantodontia, onde se visa a osseointegracdo de
implantes e essa metodologia utiliza de outras regides dos animais que ndo a
regido de cabeca e pescoc¢o (Zhang et al., 2010).

Na analise histologica, verificou-se que animais submetidos a dose de

15Gy apresentaram maior severidade e extensdo do processo inflamatorio.
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Verificou-se também que varios dentes dos grupos RT-15 e RT-10,
apresentavam abcessos no interior do tecido granulomatoso; esses abcessos
estavam mais relacionados a fonte antigénica do canal radicular. Diversos
estudos comprovam que as periodontites apicais sdo dependentes da presenca
das bactérias presentes no interior dos canais radiculares (Nair, 2006 e 1997).
Além disso, as citocinas inflamatérias desempenham o primordial fator no
desenvolvimento das lesGes periapicais e sao responsaveis pela acdo de células
inflamatdrias. Apos RT o0 0sso € alterado no suprimento vascular, aumentando a
permeabilidade vascular, com consequente aumento no edema perivascular,
hemorragia de pequenos vasos e oclusédo vascular. Esses efeitos no tecido 6sseo
sdo permanentes (Pitkdnen, Hopewell, 1983) e assim essa alteracdo 0ssea gera
uma resposta exacerbada no processo inflamatorio dos tecidos periapicais do
0sso irradiado, o que pode ser observado no presente estudo.

Ao analisar o perfil inflamatério € possivel perceber que a extensdo do
infiltrado do grupo RT-10 foi semelhante ao grupo RT-15, entretanto a
intensidade inflamatdria foi menor no grupo RT-10, o que sugere que a cada
aumento de dosagem h& em conjunto uma mudanca no perfil inflamatério dessas
lesGes.

Quando se avalia as imagens histoldgicas essa similaridade entre 0s grupos
(RT-10 e RT-15) é bem visual. Ambos apresentam especimes contendo areas de
abcesso, no entanto o grupo RT-15 apresentou intensidade e extensdo maxima
do processo inflamatdrio em 7 dos 9 espécimes, com 100% das lesdes atingindo
a furca.

Assim, fica claro que, se a carie dentéria atingir o tecido pulpar e, por
consequéncia levar ao desenvolvimento de PA em uma regido submetida a RT,
essa destruicdo periapical terd sua progressdo aumentada podendo atingir
grandes magnitudes.

Uma vez que a proposta desse estudo foi avaliar o efeito da RT no
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desenvolvimento da PA e qual a melhor dosagem de RT para estudos na area de
endodontia, verifica-se que a RT interfere sim na progressdao da PA e que a
dosagem de 15Gy é a mais adequada para estudos na endodontia. Uma vez que a
mesma nao leva o animal a 6bito, diminui a movimentacdo animal de forma
semelhante a outras dosagens de RT e mostra diferenca significante no

desenvolvimento da PA quando comparada ao grupo controle.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que:

o A dose de irradiagdo de 30 Gy é letal para ratos Wistar quando
administradas na regido de cabeca e pesco¢o, ndo devendo assim ser utilizada
em trabalhos na area de endodontia;

o A RT altera o comportamento dos animais piorando a qualidade de vida
dos mesmos;

o O volume da lesé@o periapical foi proporcional a dose de RT sendo que
quanto maior a dose, maior o volume da PA; a dose unica de 15 Gy aumentou
estatisticamente o volume da PA;

o A intensidade do processo inflamatorio e sua extensdo tambéem foi
proporcional a dose de irradiacéo;

o A RT com dose unica de 15 Gy na regido de cabeca e pescoco de ratos
Wistar € a melhor dose a ser utilizada como protocolo para trabalhos futuros

semelhantes na endodontia.
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intitulado:- Influéncia de diferentes doses de radiaciio no desenvolvimento de periodontite apical em
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