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Moreira Junior C. Andlise estrutural comparativa de dentina humana em
pacientes com cancer de cabeca e pescogo submetidos a radioterapia
[dissertacdo]. Sao José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2021.

RESUMO

O cancer de cabega e pescoco esta entre as neoplasias mais prevalentes,
sendo seu tratamento realizado por cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou
uma combinagdo destes, dependente de fatores como tipo e localizagdao. O
método radioterapico destaca-se por ser um método menos invasivo, com
possibilidade de regressao da doenca e prevengdo de possiveis reincidéncias.
Porém, mudangas estruturais e morfologicas podem acontecer nos tecidos
duros dentarios ao serem irradiados durante o tratamento. Assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar “in vivo” a influéncia da radioterapia para tratamento
do cancer de cabega e pescogo sobre a estrutura da dentina humana. Foram
utilizados dentes extraidos por motivos periodontais e/ou sujeitos a gerar
processos infecciosos graves em carater de urgéncia, tanto de pacientes que
realizaram radioterapia devido ao diagnostico de cancer de cabega e pescoco,
como de pacientes saudaveis, aos quais foram separados em dois grupos:
Controle (n=12 dentes - dentina de pacientes saudaveis); Irradiado (n=12
dentes - dentina de pacientes irradiados). Os dentes foram seccionados ao
meio, obtendo-se duas metades (n=24) para cada grupo. Ambos os grupos
(n=24) foram analisados por técnicas ndo destrutivas: analises de
Microdureza de Superficie (MDS), Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) e Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS); e os
dados obtidos através de EDS foram correlacionados, realizando sua
validacdo matematica, com andlise de Fluorescéncia de Raios X. A analise
de MDS nao encontrou diferencas significativas; a analise por MEV
encontrou diferencas visuais significativas entre as imagens obtidas; a
analise por EDS encontrou diferencas significativas nas comparacdes entre
Calcio e Fosforo (p=0,000 e p=0,037, respectivamente), evidenciando
reducdo de Ca e aumento de P no grupo que sofreu radiacdo. A correlacao
matematica foi validada, com padrdes satisfatorios de aceitabilidade da
precisao e da exatiddo na técnica utilizada.

Palavras-chave: Radioterapia. Dentina. Microscopia eletronica de varredura.
Espectrometria por raios X. Espectrometria de fluorescéncia.



Moreira Junior C. Comparative structural analysis of human dentin in head
and neck cancer patients undergoing radiotherapy [dissertation]. Sdo José
dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp), Institute of Science
and Technology, 2021.

ABSTRACT

Head and neck cancer is among the most prevalent cancers, and its
treatment is performed by surgery, radiotherapy, chemotherapy or a
combination of these, depending on factors such as type and location. The
radiotherapy method stands out for being a less invasive method, with the
possibility of disease regression and prevention of possible recurrences.
However, structural and morphological changes may occur in dental hard
tissues when irradiated during treatment. Thus, the aim of this study will be
to evaluate “in vivo” the influence of radiotherapy to treat head and neck
cancer on the structure of human dentin. Teeth extracted for periodontal
reasons and/or subject to urgent serious infectious processes will be used,
both from patients who underwent radiotherapy for the diagnosis of head
and neck cancer and from healthy patients, who will be separated into two
groups: Control (n = 12 teeth - dentin of healthy patients),; Irradiated (n =
12 teeth - dentin from irradiated patients). The teeth were sectioned in half,
obtaining two halves (n = 24) for each group. Both groups (n = 24) were
arranged by non-destructive techniques: Surface Microhardness (MDS),
Scanning Electron Microscopy (SEM) and Energy Dispersive X-Ray
Spectroscopy (EDS) analysis, and the data obtained through EDS were
correlated, performing its mathematical validation, with X-Ray
Fluorescence analysis. MDS analysis did not find differences;, SEM analysis
found relevant visual differences between the customized images; EDS
analysis found differences in the comparisons between Calcium and
Phosphorus (p = 0.000 and p = 0.037, respectively), showing a reduction in
Ca and an increase in P in the group that underwent radiation.
Mathematical correlation was validated, with acceptability standards of
precision and accuracy in the technique used satisfactory.

Keywords: Radiotherapy. Dentin. Scanning electron microscopy. X-ray
emission spectroscopy. Fluorescence spectrometry.



1 INTRODUCAO

O cancer de cabega e pescoco ocupa o sétimo lugar entre as neoplasias
mais comuns no mundo, com uma incidéncia anual de aproximadamente
640.000 novos casos (Ferlay et al., 2010; Paiola et al., 2018), sendo o quarto
mais frequente na regido Sudeste do Brasil no sexo masculino (Santos,
2018). A prevaléncia do comprometimento odontologico restaurador em
pacientes oncologicos também ¢ alta (Deng et al., 2015), principalmente
quando envolve fatores associados a habitos prejudiciais, como o tabagismo
e ingestao de bebidas alcodlicas (Anantharaman et al., 2011).

A radioterapia destaca-se como op¢ao de eleicao para o tratamento da
doenga, por promover maior preservagdo dos tecidos e estruturas adjacentes
(Shah et al., 2009; Huang, O’Sullivan, 2013), possibilidade de regressdo da
doenca, diminui¢do do volume tumoral, prevencdo de possiveis
reincidéncias tumorais e metastases, e até mesmo cura total do cancer
(Eriksson et al., 2010).

Sabe-se que ha mudanga estrutural deletéria dos tecidos mineralizados
dos elementos dentarios durante tratamentos de radioterapia na regido de
cabega e pescogo (Reed et al., 2015), bem como profundas alteragdes nos
tecidos adjacentes e no equilibrio do sistema estomatognatico por conta da
diminui¢do da quantidade e qualidade do fluxo salivar, da sua capacidade
tampao, concentragdo e saturagao de Célcio e Fosfato com relacao a saliva
produzida por glandulas ndo irradiadas. Adicionalmente, ocorrem alteragdes
no limiar de dor e funcionamento dos tecidos moles adjacentes (Goldstein et
al., 1999; Rose-Ped et al., 2002; Vissink et al., 2003), sugerindo que todo
tipo de intervengcdo odontologica seja realizada antes do tratamento
radioterapico (Silva et al., 2010; Deng et al., 2015; Madrid Troconis et al.,

2017). Outra complexa co-morbidade comum ao tratamento odontologico



poOs-tratamento radioterapico € a osteorradionecrose, que se caracteriza pela
ndo cicatrizacao tecidual e comprometimento do osso adjacente ao 6rgao
dental quando hé interven¢ao invasiva no local (Chronopoulos et al., 2018).

No entanto, dada a gravidade e urgéncia para inicio do tratamento
oncologico, por vezes as manobras prévias restauradoras nao sdo finalizadas
em tempo. A adesdo de materiais restauradores aos tecidos alterados pela
radiagdo fica severamente comprometida, refletindo-se em uma das
principais deficiéncias do procedimento restaurador, sinalizando uma
incapacidade do mesmo em reverter a possivel alteracado tecidual, ja que ndo
se conhece quais componentes teciduais, organicos e/ou inorganicos, estao
efetivamente alterados (Rodrigues et al., 2018).

Tais mudancas na micromorfologia dos tecidos mineralizados
aumentam o risco de carie e de outras co-morbidades (mucosite, xerostomia,
etc), durante e apos os protocolos clinicos de uso de radiacdo gama ou X para
tratamento do cancer de cabeca e pescogo (Maio, 2009). Consequentemente,
induzem a uma reducdo da ingestao diaria de alimentos e nutrientes, levando
a quadros de perda de peso e desnutricdo, frequentes em pacientes
oncologicos e coadjuvantes no aumento da morbidade e mortalidade dos
individuos acometidos (Kohli et al., 2018). Porém, estudos demonstram que
apenas a irradiagdo induzida no tecido mineralizado dental, como em
aplicacoes “in vitro”, ndo possui a capacidade de modificar sua microdureza
superficial ou induzir qualquer tipo de alteragao molecular, mesmo em doses
muito altas de radiagdo que seriam letais ao ser humano (Maio, 2009),
dificultando a compreensao do fendmeno de mudanca estrutural.

Da mesma forma, o entendimento da etiologia e comportamento
diferenciado das caries de radiacdo, de evolucdo répida e sem
sintomatologia, quando comparadas ao processo carioso convencional
multifatorial e sacarose-dependente, também se mostra como uma grande

lacuna no conhecimento frente ao atendimento clinico de pacientes
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submetidos a radiacdo (Palmier et al., 2017). Por se tratar de um efeito
secundario cronico da radioterapia, os atuais protocolos de tratamento
compreendem agdes paliativas para paralisar a doenga e aliviar os sintomas
(quando existem) (Maio, 2009), ndo havendo um consenso geral de como se
reabilitar com eficiéncia pacientes que passaram pelo processo de radiagao e
sofrem com lesOes rampantes de carie.

Assim, entende-se ser de suma importancia a busca por dados mais
concretos para a compreensao dos possiveis efeitos da radiagdo sobre a
denticao humana, a fim de oferecer real contribuicdo para o desenvolvimento
de alternativas para amenizar ou mesmo eliminar os efeitos deletérios da
radioterapia e caries de radiacdo em pacientes com tumores de cabeca e

pescoco durante o tratamento dental restaurador.
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2 REVISAO DA LITERATURA

As consequéncias da irradiacao ionizante gama ou X sobre os tecidos
dentais ¢ ainda um campo controverso, muito provavelmente pela
dificuldade em se conseguir amostras de tecidos dentais de pacientes
submetidos a radioterapia, considerando o risco inerente de
osteorradionecrose aliado as questdes bioéticas (Chronopoulos et al., 2018),
dificultando a correlacdo com pacientes saudaveis e com amostras criadas
“in vitro”.

Os tratamentos especificos para cancer tendem a apresentar
consequéncias negativas junto a possibilidade de controle e cura da doenga.
A radioterapia e a terapia de quimiorradiacdo concomitante (CCR) sdo
tratamentos de eleicdo para o tratamento do cancer de cabeca e pescogo
localmente avancado, conseguindo promover maior preservacao dos tecidos
e estruturas adjacentes (Shah et al., 2009; Huang, O’Sullivan, 2013), embora
encontrem-se relatos de toxicidade aguda e tardia profundas (Deng et al.,
2015).

O tratamento radioterapico tem como mecanismos de agdo a interagao
com o DNA da célula cancerigena, ocasionando a morte celular (apoptose);
ou a radiolise da 4gua gerando novas ligacdes quimicas toxicas as células
(Eriksson et al., 2010; Okuno et al., 2013). Assim, este tratamento pode ter
efeitos colaterais como osteorradionecrose, xerostomia, mucosite € possiveis
alteracoOes na estrutura dentaria: vulnerabilidade a desmineralizagdo dentaria,
hidrolise do conteudo proteico e consequente maior agressividade do
processo carioso (Jaward et al., 2015; Kostler et al., 2001). Tais efeitos
colaterais variam de paciente a paciente, bem como parecem estar ligados a
outros fatores sist€émicos e locais, como alteracido da dicta e

comprometimento estrutural da cavidade oral para alimentacdo e limpeza;
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porém o surgimento de caries dentdrias com evolugdo acelerada e com
prognostico incerto, conhecidos como “caries de radiagdo”, sdo comuns.

Revisdes sistemdticas mostram que a prevaléncia de carie de radiagao
para pacientes com cancer que foram irradiados varia entre 21% e 29%
(Hong et al., 2010; Moore et al., 2020). Tal tipo de carie agressiva e rampante
pode se desenvolver em trés meses apos a radioterapia, com uma etiologia
multifatorial de entendimento controverso, mas que resulta na destruigao
completa de uma denticao considerada previamente saudavel (Moore et al.,
2020).

Estudos in vitro indicaram que a radioterapia pode exercer efeitos
diretos sobre a estrutura dentaria, incluindo alteracdes na microdureza e/ou
alteragdes nas estruturas micro-morfologicas do esmalte e dentina, bem
como na composicdo quimica de tais tecidos duros (Reed et al., 2015; Deng
et al.,, 2015), como mudancas na relagao fosfato/célcio, diminuicao da
relacdo organica/mineral e alteracdes no modulo de elasticidade dos tecidos
duros. Alguns estudos “in vitro” também foram capazes de mostrar
alteracOes na microdureza e resisténcia a tracdo da dentina por conta da
mudanga da matriz organica pela formacao de radicais livres na presenca de
agua, além de alteragdes do colageno tipo I da dentina (Bernard et al., 2015;
Rodrigues et al., 2017).

Considerando a estrutura da dentina, ela € caracterizada por um tecido
composto mineralizado, tendo uma média de 70% da sua composi¢do de
matéria inorganica, 20% de matéria organica e 10% de 4gua em volume. Ao
longo de sua estrutura existem canaliculos que emergem da polpa em dire¢do
ao limite amelo-dentinario, responsaveis pela permeabilidade do tecido, por
conter o fluido pulpar, além de prolongamentos odontoblasticos, que sdo
projecoes celulares do odontoblasto, situado na polpa e responsavel pela neo-
formacao dentinaria reacional a estimulos externos. Revestindo tais

canaliculos, encontra-se a dentina peritubular, um tecido com elevado grau
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de mineralizagdo; e entre os tibulos a dentina intertubular, correspondente a
maior parte da massa dentinaria, menos mineralizada e com maior
quantidade de matéria organica (Garberoglio, Brannstrom, 1976).

Existe uma correlacdo inversa entre microdureza e densidade tubular
na dentina. Quanto mais profunda e préxima da camara pulpar a dentina
estiver, maior a densidade tubular e menor a microdureza, por conta da
diminui¢do da dentina intertubular e um aumento no diametro dos tibulos;
ou seja, por ocorrer um aumento de drea “oca” no tecido, que estaria sendo
preenchida por fluido e pelo prolongamento odontoblastico (Pashley et al
1985; Ten Cate, 2013; Naseri et al., 2019). Da mesma forma, quanto menos
profunda e mais proxima do esmalte ou cemento, menor a densidade tubular,
maior a quantidade de dentina intertubular, de matéria organica/inorganica e
do grau de microdureza.

Assim, eventos que possam promover alteragcdes na estrutura
molecular da matéria organica e inorganica dos tecidos dentais, tais como
alteragdes de microdureza (cristalinidade), alteracdes morfologicas de
tamanho e formato dos tabulos dentinarios, ¢ mudancas i0nicas na
quantidade de elementos quimicos de sua estrutura e de suas ligagdes
poderiam ocasionar prejuizos a longo prazo nos dentes (Yamin et al., 2018).

Porém, grande parte dos trabalhos in vitro ainda oferecem explicagdes
inconsistentes em mostrar estas diferencas e influéncias da radiacao
1onizante sobre os tecidos duros dentais (Gernhardt et al., 2004; Galetti et al.,
2013; Gomes-Silva et al., 2016). Tais estudos sugerem que os diferentes
tipos de metodologias aplicadas, e a dificuldade em se conseguir reproduzir
condi¢coes semelhantes ao meio bucal de um paciente irradiado em um
trabalho laboratorial controlado, ainda sdo obstadculos que dificultam a
analise das mudangas que podem ocorrer na estrutura dentdria € na carie de
radiacdo comparados a modelos in vivo. Alguns autores ainda sugerem que

as dificuldades nas analises se devem ao fato dos tecidos duros dentais serem
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resistentes a radiagdo e tais mudangas ocorrerem mais por influéncia de
fatores externos a estrutura dentaria, como a mudanca da quantidade e
qualidade de saliva, alteragdo na microbiota bucal, e de padrdes alimentares
e sociais dos pacientes submetidos a este tipo de tratamento (Kielbassa et al.,
2006); e ainda, por fim, complementam que estas mudangas se devem nao
apenas a alteragdes salivares, dietéticas e microbiologicas, mas também a
alteragdes na composi¢do quimica da estrutura dentaria agravada pelas
condicoes sistémicas do paciente (Lieshout, Bots, 2014).

Desta forma, a utilizag¢ao e analise de amostras de pacientes que foram
submetidos a radiacao in vivo e teriam passado por influéncias sist€émicas
passou a ser mais buscado na literatura e pesquisado, apesar da dificuldade
em se conseguir tais amostras.

Rodrigues et al. (2017) demonstraram haver uma alteracdo na
composicao quimica através da formagdo de radicais livres de hidrogénio e
peroxido de hidrogénio em amostras que sofreram radiagdo in vivo por
tratamento radioterapico de pacientes com cancer de cabega e pescogo. Esses
radicais livres, na presenca de agua, sdo capazes de atuar como uma fonte
oxidante que pode causar desnaturagdo das estruturas moleculares das fibras
colagenas, principalmente tipo 1 e 3, e quebra de algumas ligacdes quimicas
durante a radiacdo. Com isso, hd uma reorganizagdo dos componentes
quimicos e da estrutura do colageno apods a radioterapia, provocada por uma
descarboxilacao dos elos laterais do carboxilato responsavel pela interacao
da matriz mineral com os cristais de hidroxiapatita.

Ainda, Rodrigues et al. (2017) sugerem ser possivel visualizar nas
imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) uma destrui¢cdo da
interacdo entre a dentina intertubular e peritubular, apresentando uma
morfologia homogénea entre ambas e mostrando uma perda de continuidade
entre essas duas estruturas, evidenciada por pontos de destruigdo e quebra

entre elas. Tais achados podem estar associados a reorganizagdo da estrutura
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do colageno que analises em FTIR (espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier) mostraram, e que estariam associados ao
comprometimento das propriedades mecanicas e adesivas da dentina.

Miranda et al. (2020) em um estudo utilizando também amostras
coletadas de pacientes que sofreram tratamento radioterapico, sugerem que
ocorre uma troca de ions fosfato-carbonato na hidroxiapatita capaz de
aumentar ainda mais a concentra¢do dos componentes organicos na dentina,
deixando-a suscetivel ao processo de desmineralizacdo. Neste estudo, ao
qual foram utilizadas amostras de dentes extraidos de pacientes submetidos
a radiacdo in vivo, a analise por FTIR mostrou que a relagdo mineral/matriz
organica fol menor no grupo irradiado por conta de um aumento de amida I
pos radiacdo, o que corrobora com o argumento de mudangas na composicao
organica apos a dose de radiacdo terapéutica. Da mesma forma, os autores
também citam a complexidade de se conseguir evidéncias em trabalhos
totalmente laboratoriais, demonstrando a importancia de se utilizar amostras
irradiadas in vivo, visto a dificuldade das pesquisas em demonstrarem tais
mudancas.

A prevaléncia de processos cariosos também parece aumentar
significativamente ao longo do tempo em pacientes que foram submetidos a
radioterapia (Deng et al., 2015; Maio 2019). A carie induzida por
radioterapia possui um padrdo em que normalmente se inicia perto da
gengiva e circunda a zona cervical do dente. A perda de autolimpeza
mecanica dessas superficies, como resultado da diminuic¢ao do fluxo salivar,
provavelmente explica essa localizacao (Bernard et al., 2015).

Sua evolugcdo e progndstico também sao diferenciados e pouco
entendidos (Palmier et al., 2017). Um estudo retrospectivo realizado em 314
pacientes com cancer de nasofaringe mostrou que a prevaléncia da doenga
dentaria aumentou de 16% no primeiro ano apds a radiacao para 36%, 55%

e 74% aos 3, 5 e 7 anos pos-tratamento, respectivamente (Deng et al., 2015).
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Tais dados demonstram a dificuldade em se manter um paciente que passa
e/ou passou por radioterapia sobre controle de satide bucal.

Diante destas dificuldades, a escolha de protocolos de tratamento e de
materiais restauradores baseia-se atualmente na experiéncia clinica pessoal
e ndo na evidéncia cientifica (Madrid Troconis et al., 2017). Além disso,
evidéncias ja demonstram que a radioterapia poderia produzir mudancas
quimicas minimas na microestrutura da resina composta, especialmente em
sua matriz organica, ndo sendo relevantes para afetar negativamente as
propriedades micromecanicas de superficie € volume (Madrid Troconis et
al.,, 2017). A dificuldade clinica em se manter restauragdes adesivas em
pacientes submetidos a radioterapia estaria provavelmente mais ligada a

alteracOes no substrato e a obten¢ao de uma adequada adesao.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo ¢ avaliar as mudancas quimicas e
morfologicas na dentina humana apos tratamento de radioterapia para cancer

de cabecga e pescogo “in vivo” por meio de testes “in vitro”.

3.1 Objetivos especificos:

- Realizar andlise quantitativa de microdureza superficial do tecido
dentinario controle e irradiado;

- Realizar analise quantitativa, qualitativa elementar e molecular inorganica
do tecido dentinario controle e irradiado;

- Realizar a validacdo da metodologia de andlise quantitativa in vitro de
Fésforo e Calcio da dentina submetida a radiagdo ionizante pelos testes de
MEV/EDS e Fluorescéncia de Raios X.

As hipdteses testadas foram:

HO1 - A dentina submetida ao tratamento de radioterapia nao
apresentara alteracdes na microdureza superficial quando comparada ao
grupo controle;

HO2 - A dentina humana submetida ao tratamento de radioterapia nao
apresentara variagdo na composicdo quimica inorganica quando comparados
ao grupo controle.

HO3 - Nao se pode estabelecer relacdo entre as analises quantitativas

de Fosforo e Calcio por MEV/EDS e Fluorescéncia de Raios X.
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4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa seguiu as diretrizes do CONSORT 2010. Foram utilizados
24 dentes extraidos em carater de urgéncia por motivos periodontais e/ou
sujeitos a gerar processos infecciosos, tanto de pacientes que realizaram
radioterapia devido ao diagnostico de cancer de cabega e pescoco (n=12),
como de pacientes saudaveis (n=12). Os pacientes oncoldgicos foram
triados, examinados e tratados na clinica de oncologia “Projeto ONCO™ do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos Campos — UNESP, com a
aprovacdo do Comité de Etica em Experimentos Humanos do ICT — UNESP
(parecer 3.842.547), sendo escolhidos pacientes que tivessem tomado
radiacdo total de 70 gray (Gy) de dose absorvida para o tratamento.

Os dentes obtidos foram separados em dois grandes grupos: Controle
(n=12 dentes - dentina de pacientes saudaveis) e Irradiado (n=12 dentes -
dentina de pacientes irradiados in vivo). Os dentes foram seccionados em
seus longos eixos, obtendo duas metades (n=24 por grupo). Para cada grupo
a dentina foi analisada por técnicas ndo destrutivas: Microdureza de
Superficie (MDS), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS), Fluorescéncia de
Raios X, sendo este ultimo teste realizado na intencao de correlacionar com
os resultados obtidos pelo EDS validando-o matematicamente em termos de
precisdo e exatidao.

Concomitantemente a realizacdo da analise morfologica por meio de
MEV, foi também utilizado um software (Quantax, EUA) para a analise por
EDS. Esta ultima tem por finalidade realizar uma anélise dos elementos
quimicos presentes na amostra. Foram selecionados os elementos
componentes principais da hidroxiapatita (Calcio e Fosforo), além dos

elementos Carbono, Oxigénio e Fluor. Esta analise elementar foi
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padronizada para uma area de superficie determinada de 20 um. Os valores
médios de porcentagem de massa (net unn. wt.%) obtidos por area foram
calculados e fornecidos pelo software. Cada amostra foi lida em
quadruplicata por operador calibrado e calculado o valor médio das medidas
obtidas em peso liquido nas diferentes regides por amostra, com a finalidade
de minimizar a interferéncia de pontos da amostra que pudessem ter sofrido
des-remineralizacdo antes da exodontia. Assim, foi obtido para cada amostra
o valor quantitativo meédio de seus elementos constituintes.

A seguir, por meio de Fluorescéncia de Raios X foi realizada a

validacdo matematica dos dados obtidos por meio da andlise por EDS.

Figura 1 - Representacdo esquematica da distribuicdo das amostras de
acordo com as condi¢des experimentais

OBTENCAO DE DENTES HUMANOS EXTRAIDOS

&
"

NAO IRRADIADO (n=12) SUBMETIDO A RADIOTERAPIA (n=12)

DENTES SECCIONADOS NO LONGO EIXO (n=24/grupo)

Microdureza de Superficie

MEV e EDS

Fluorescencia de Raios X

|«|«

ANALISES ESTATISTICAS

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.1 - Obtencao e preparo dos dentes

Os dentes foram desinfetados por solugdo de timol a 0,68 g/ q.s.p. L,
por 48 horas, a fim de promover a desinfeccdo dos espécimes e evitar
contaminacdo cruzada com os operadores. Em seguida, eles foram
armazenados em potes de vidro estéreis preenchidos com agua destilada tipo
II, guardados em geladeira a 4° C por até 30 dias, com trocas de agua
destilada ao menos uma vez por semana. Os espécimes foram separados em
dois grandes grupos: Controle (dentina de pacientes saudaveis, n=12 dentes);
Irradiado (dentina de pacientes irradiados, n=12 dentes). Os dentes foram
seccionados ao meio por uma cortadeira (Struers Accutom-5. Struers A/S,
Ballerup, Denmark) (Figura 2), obtendo-se 24 metades que foram polidas
planas (Zamataro et al., 2013) em politriz (Buehler, IL, EUA) com lixas de
granulagdo 1200, 2400 e 4000 em ordem decrescente de granulagdo, sob
irrigacdo abundante, por 30 segundos. Em seguida, foi realizado o ultra
polimento com disco de feltro macio com suspensdo de polimento
monocristalino de diamante (MetaDi, Buehler, IL, EUA) sem irrigacao.
Finalmente, as amostras foram lavadas em temperatura ambiente na cuba

ultrassonica com solucao de dgua destilada e detergente enzimatico.
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Figura 2 - Cortadeira de amostras Struers Accutom-5

Accutom-5

Legenda: Equipamento utilizado no corte para separacdo de todas as amostras ao meio
(pertencente ao Centro de Laser e Aplicagdes - IPEN).
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 - Microdureza de Superficie (MDS)

A avaliacdo da microdureza de superficie inicial de cada amostra
polida foi1 realizada para permitir o calculo da porcentagem de alteragdo de
microdureza de superficie (%PDS) entre os grupos. O teste de microdureza
de superficie € um indicador indireto do conteudo mineral de tecidos e
materiais. O principio geral do teste de dureza esta baseado em uma carga
compativel com a resiliéncia do corpo de prova que, quando aplicada sobre
ele, o deforma. Assim, nesta analise de dureza onde foi utilizada uma ponta
Knoop, as endentagdes foram realizadas sob cargas constantes de 245.2 mN

(HKO0.025), com duragdo de 5 segundos. Cada amostra teve sua superficie



22

inferior previamente polida e fixada com cera pegajosa plastificada de
maneira justaposta em placas de acrilico, para evitar bascula durante os
testes. O grau de polimento foi analisado no microscopio 6ptico do
equipamento (Shimadzu HMV-2000, Japao).

Quando se trata de tecidos biologicos, como os tecidos duros esmalte,
dentina e osso humano ou bovino, a homogeneidade do universo amostral
pode ficar comprometida apresentando uma grande variabilidade que ¢
sentida durante a analise estatistica. Para tanto, a MDS de baseline ¢
realizada para homogeneizar o universo amostral inicial de ambos os grupos,
evitando ou minimizando possiveis vieses dos resultados.

A carga foi aplicada perpendicularmente sobre a superficie da dentina,
durante 5 segundos por meio de um microdurémetro (Shimadzu HMV-2000,
Japdo) provido de diamante piramidal (Figura 3). Foram realizadas onze
endentacdes em cada espécime (Figura 4), cada uma em diferentes distancias
a partir de um ponto zero, este definido como a unido cemento-dentina da
amostra, seguindo a ordem: 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 1000, 1500,
2000 e 2500 micrometros, na intengdo de percorrer a amostra em
profundidade e se obter a média de microdureza da estrutura. A distancia do
comprimento das endentacdes foi medida por meio do software do
equipamento (HMV Shimadzu, Japao) e foi realizado o calculo do nimero

de dureza Knoop (KHN), obtido pela expressao:

KHN =14230x C /I

Onde C ¢ carga em gf, | ¢ comprimento da endentagdo em pum. Para
cada amostra foram calculadas sua média e desvio padrao. Em seguida, foi
calculada a média e desvio padrao da microdureza de superficie dentre todas

as médias do grupo controle, sendo esta a média baseline controle.
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Figura 3 — Microdurdometro Shimadzu HMV-2000

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ap0s, foi realizada a média de cada grupo para o calculo de variacao
de dureza de superficie em % entre os grupos Controle e Irradiado.

O célculo da % VDS ¢ matematicamente representado pela equacao:

% Variacao de Dureza = MDS Controle Baseline — MDS Irradiado x
100 x (MDS Controle Baseline)™!
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Desta forma, foi feita uma analise de correlagdo entre o MDS no

baseline e a porcentagem de variacao de dureza de superficie.

Figura 4 — Microdurdometro Shimadzu HMV-2000 em funcionamento

Legenda: Foto aproximada no momento da endentacdo na amostra fixada.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) possibilita
a geracdo de uma imagem da superficie de dentina por meio da emissdo de
um feixe de elétrons onde uma parte dos elétrons primarios incidentes pode
ser retida nos atomos da amostra deslocando simultaneamente elétrons das
orbitas destes atomos. Os elétrons ejetados pelo feixe de elétrons primarios
sao referidos como elétrons secundarios que quando emitidos promovem um
desequilibrio energético, pois os elétrons secundarios possuem um nivel de
energia inferior ao dos elétrons primarios. Esta diferenca de energia ¢
dissipada em forma de Raios X, que € caracteristico em termos de energia e
de comprimento de onda (L) para cada elemento exposto ao feixe de elétrons

primario. Porém deve-se levar em conta que a parte da amostra que emite
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elétrons secundarios captados para a geracdo da imagem, ¢ de superficie e
restringe-se a area iluminada pelo feixe e que define a resolu¢do da MEV
(Kitajima, Leite, 1999).

As amostras foram submetidas a analise em Microscopio Eletronico
de Varredura TM 3000 Tabletop Microscope (Hitachi, Japan) (Figura 5) com
tensao de 5 kV, que dispensa a metalizacao. Para cada amostra analisada
foram obtidas, no minimo, sete imagens em diferentes aumentos pre-
determinados: a primeira imagem foi realizada com a magnificacao de 200
X para verificagdo da superficie da amostra, seguida por imagens de 400,
800, 1.500, 3.000, 6.000 e 12.000 X. Foram observados os aspectos
estruturais da dentina, comparando entre ambos os grupos se haveria
diferencas visuais na conformacdo e tamanho do didmetro dos tibulos
dentindrios, bem como presenca de trincas e mudancas estruturais na dentina
inter e/ou peritubular.

Foi utilizado um porta amostra metalico como gabarito para o correto
posicionamento da amostra previamente preparada, de forma a padronizar
sua posicao dentro do equipamento durante as analises. Em seguida, a
amostra foi posicionada dentro da camara de vacuo do equipamento, na

posi¢do desejada, fechada e realizado vacuo para inicio das analises.
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Figura 5 — Microscopio Eletronico de Varredura TM 3000 Tabletop

Microscope

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4 - Espectroscopia por Energia de Difracao de Raios X (EDS)

No mesmo equipamento TM 3000 Tabletop Microscope (Hitachi,
Japan) (Figura 5), seguindo os mesmos principios da microscopia eletronica
de varredura, foi utilizado o software Quantax (Bruker, EUA) para a analise
elementar dos componentes da dentina. Foram previamente selecionados os
elementos quimicos presentes na hidroxiapatita e demais elementos
relevantes para o objetivo deste estudo: Calcio, Fosforo, Hidrogénio, Fltor
e Carbono, analisados em uma area padronizada pré-determinada pelo
software.

A técnica caracteriza-se pelo efeito fotoelétrico que ocorre quando
uma energia incide sobre o 4tomo a ser analisado deslocando o elétron mais

proximo do ntcleo para uma orbita mais externa, tornando-se excitado. Este
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estado excitado ¢ instavel e o elétron deslocado tende a voltar a sua orbita
original, emitindo “um pacote de energia” denominado foton.

Cada elemento atomico possui uma energia de deslocamento
especifica e capaz de ser lida e analisada. Elementos mais pesados como o
Célcio apresentam dois deslocamentos diferentes (CaKa e CaKp),
dependendo do elétron que ¢ deslocado e de qual camada eletronica em que
tal elétron € excitado, considerando sua proximidade com o ntcleo atémico.
Tais deslocamentos sdo capturados e expressos numericamente pelo proprio
software, realizando uma analise quantitativa e qualitativa da presenc¢a dos
elementos pesquisados.

Foi realizada a analise elementar por EDS em todas as amostras, de
ambos os grupos. A primeira analise individual foi realizada com uma
magnificacdo de 200 X. A segunda analise foi realizada em quadriplicada,
dividindo cada amostra em quadrantes e realizando uma anélise em cada
quadrante, com uma magnificacdo de 1000 X. Esta leitura em quadriplicada
aumenta a confiabilidade do dado diminuindo o erro experimental

comparado a leitura tnica.

4.5 - Espectometria de Fluorescéncia de Raios X

A Fluorescéncia de raios X baseia-se em incidir um feixe de raios X
em uma amostra e produzir radiagdes fluorescentes (transigdes eletronicas
dos elétrons das camadas mais internas dos atomos), que sao especificas para
cada elemento quimico. Tais radiagdes sdao difratadas por um cristal
analisador e captadas por um detector (Scapin, 2003).

Esta técnica ¢ aplicada para a determinagdo qualitativa e quantitativa

de maiores e menores constituintes e tragos em diversos tipos de materiais.
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Foi realizada a fluorescéncia de raios X em amostras de referéncia de
ambos os grupos para realizar a validagdao das andlises obtidas através do
EDS, correlacionando os dados obtidos em ambos os testes. Foi utilizado o
equipamento Rigaku RIX 3000 (Japao) (Figura 6) do Laboratorio de
Fluorescéncia de Raios X do CLA — IPEN — USP. Este equipamento conta
com fontes radioativas emissoras de raios X, que geram um efeito
fotoelétrico adequado para inducdo de transi¢des eletronicas nos niveis
internos dos atomos dos cristais de hidroxiapatita e, consequentemente,
emissdao de raios X que foram captados para caracterizacdo das amostras,
podendo ser analisados considerando a quantidade de cada elemento
presente na amostra.

As amostras foram colocadas sobre suportes de acido bérico e cobertas
com filme de polipropileno de 5 um de espessura (Spex, EUA) e levadas ao
espectrometro de raios X para analise quantitativa e qualitativa.

Foi obtida a taxa de contagem dos elementos P (2,013 keV) e Ca
(3,691 keV) (cps/eV) por meio de MEV/EDS, realizada em quatro pontos
distintos, com uma area de 20 um por 100s para cada amostra, totalizando

um conjunto de 96 medicoes.
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Figura 6 — Espectrometro de Fluorescéncia de Raios X Rigaku RIX 3000

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6 Interrelacao e Validacao EDS x Fluorescéncia de Raios X

Os dados obtidos pela analise por Fluorescéncia de Raios X foram
correlacionados aos dados obtidos pela andlise por EDS. Para tal, foi
utilizada a taxa de contagem dos elementos P (2,013 keV) e Ca (3,691 keV)
(cps/eV) fornecida por meio de MEV/EDS.

Os teores de Ca e P de uma amostra de referéncia aleatoria (%RS)
(amostra 22) determinados por espectroscopia de Fluorescéncia de Raios X
(Scapin et al., 2015) foram relacionados matematicamente a taxa de
contagem obtida por MEV/EDS, através da seguinte equacdo para

quantificar Ca e P (%US):

%RS/(cps/ev RS) = % US/(cps/ev amostras)
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Em que %RS = conteudo percentual da amostra de referéncia; cps/ev
RS = taxa de contagem da amostra de referéncia; cps/ev amostras = taxa de
contagem das amostras; e %US = conteido percentual determinado da
amostra desconhecida.

Em seguida, foi realizada a validagdo dos resultados obtidos
verificando matematicamente a aceitabilidade da precisao e da exatidao,
através da equacdao de Horwitz e do teste Z-score, respectivamente. Tais
testes sdo sugeridos através do documento de orientacdo sobre validacao de
métodos analiticos DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2018). Ele tem como
objetivo auxiliar os laboratorios de ensaio a demonstrar que um método
analitico, nas condi¢des praticadas, tem as caracteristicas necessarias para a
obtencao de resultados com a confiabilidade necessaria.

Em trabalhos e analises em que nao ha métodos com os quais possam
ser comparadas as caracteristicas de precisdo, valores teoricos de
repetitividade e reprodutibilidade podem ser calculados a partir da equagao
de Horwitz. A forma mais adequada ¢ o uso dos valores da HORRAT
(Horwitz Ratio) para avaliar a aceitabilidade das caracteristicas de precisdo
de um método (INMETRO, 2018).

O valor de HORRAT ¢ dado por:

HOr = RSD% experimental/ RSD % Horwitz

Assim, HOgr, o valor HORRAT para reprodutibilidade, ¢ o valor do
desvio padrao relativo da reprodutibilidade, dividido pelo valor do desvio
padrdao relativo da reprodutibilidade calculado a partir da equacdao de
Horwitz, na concentracao de interesse. Se os valores de HOr forem menores
ou iguais a 2, os valores da reprodutibilidade e de precisdo dos métodos

podem ser considerados satisfatorios.
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Para utiliza¢dao do valor de Horwitz na equagao (RSD%Horwitz), este €

derivado da equacao de Horwitz, que estabelece para qualquer método:

DPRR = 2 (1-0,510gC)

Este valor independe da matriz/material analisado.
O teste Z-score comparou o valor determinado em laboratério com o
valor certificado por uma amostra de referéncia, considerando a incerteza

dos valores obtidos pelas técnicas laboratoriais.

Z = (Xrab—Xcrm)/ N, (ULab®+UcrrM?)

Onde, Z ¢ o valor de teste, X1a» € a média experimental dos elementos
obtida das amostras de dentina utilizadas neste trabalho; Xcrm € 0 valor
elementar verdadeiro do material a ser analisado e correlacionado, obtido
através de valores de referéncia; Urap® é a varidncia experimental que pode
ocasionar durante a analise pelo aparelho; e Ucgm® € a variancia obtida para
o CRM.

Os valores de referéncia foram obtidos a partir do padrao NIST 1400.
Este padrao ¢ uma amostra de referéncia de cinzas de osso humano (bone
ash) utilizado para correlagdes em analises elementares de tecidos
mineralizados, tais como de dentina humana, em que ¢ possivel obter o valor
verdadeiro dos elementos constituintes para realizar comparagdes €
correlacdes com outras amostras e técnicas de analise (NIST, 2021).

A avaliacdo de exatidao € feita com o seguinte critério de decisdo, de

acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17043 (INMETRO, 2018):



|z| <2 = resultado satisfatorio;
2 <|z| <3 =resultado questionavel;

|z| > 3 = resultado insatisfatorio.
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S RESULTADO

5.1 - Microdureza de Superficie (MDS)

Os resultados da analise por Microdureza de Superficie estao
ilustrados nos quadros 1 (Controle) e 2 (Experimental). Foi realizada uma
média baseline dos valores de microdureza de superficie do grupo controle
(53,83) e aplicado o teste de normalidade Shapiro-Wilk em que o valor de p
foi de 0,956 para o grupo controle e 0,974 para o grupo experimental, ambos
com p>0,05, configurando distribuicao normal.

Foi realizado teste de correlacao de Pearson entre a média baseline do
grupo controle e a variagdo de porcentagem de dureza superficial (%VDS),
com valor de coeficiente de correlagdao (R) de 0,042, o que demonstra nao
haver correlacdo significativa (p=0,845), indicando que as amostras podem

ser consideradas estatisticamente independentes.



Quadro 1 - Quadro representativo dos valores, médias e desvio padrao

microdureza (KHN) por amostra do grupo controle

AMOSTRA | 50 100 ‘ 150 ‘ p) 400 ‘ 500 2000 2500‘ MA

34

de

12,95

5,13

4,19

5,54

13,92

8,11

7,30

8,81

9,82

9,98

5,16

18,09

6,75

11,73

12,58

4,53

9,95

5,03

4,13

6,34

6,82

5,61

4,29

Legenda: (MA): Média amostral. (DP): Desvio padrdao. (MPP): Média por profundidade.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quadro 2 - Quadro representativo dos valores, médias e desvio padrao de

microdurezadureza (KHN) por amostra do grupo experimental

AMOSTRA 50 100 ‘ 150 ‘ p) 400 ‘ 500 2000 2500‘ MA

52,79

55,42 [TX)
43,82 X
RN 3,77
43,05 KX
41,17 BEEE
40,89 [IEXQ)
51,85 XL
CONEN 14,75
52,68 IENX
55,99 XY
N 6,55
54,25 D)
TR 13,65
45,25 PR
56,97 IR
69,66 EXE
26,76 IEED)
35,51 X
(WA 4,89
61,42 XD
55,24 [EEAY
32,51 [FUEY
34,38 [PX3

49,14

Legenda: (MA): Média amostral. (DP): Desvio padrdao. (MPP): Média por profundidade.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As figuras 7 e 8 sdo referentes 4 uma amostra modelo do grupo
controle e experimental (respectivamente) analisadas nos diferentes

aumentos propostos. Em andlise qualitativa, no grupo experimental foram
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encontradas diferengas visuais ao redor dos tibulos dentinarios, em regioes
mais mineralizadas referentes a dentina peritubular, com halos mais
radiopacos e presenca de trincas nestas regioes. Também foi encontrada
presenca de conteddo no interior de determinados tubulos do grupo
experimental, e diferenca visual mais perceptivel entre dentina inter e

peritubular.

Figura 7 — Analise por MEV nos aumentos de 200x, 400x, 800x, 1500x,
3000x, 6000x e 12000x de uma amostra do grupo controle

CMJCONTS50000 FL D47 x200 500um CMJCONT50001 FL D47 x400 200 um

CMJCONT50002 FL D47 x800 100um CMJCONT50004 FL D47 x15k 50um CMJCONTS50005 FL D52 x3.0k 30um

CMJCONTS0006 FL D5.0 x6.0k 10um CMJCONT50007 FL D50 x12k 5.0um

Legenda: as setas indicam as aberturas tubulares sem a presenca de smear layer (setas azuis),
auséncia de sinais de trincas na matriz ou embocadura dos tibulos e pouca diferenca perceptivel
entre a matriz peri e inter-tubular.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 8 — Analise por MEV nos aumentos de 200x, 400x, 800x, 1500x,
3000x, 6000x e 12000x de uma amostra do grupo experimental

04 CMJ0000 2019/09/17 1325 AL D4.3 x200 500 um 04 CMJ0001 2019/09/17 13:28 AL D4.3 x400 200 um

04 CMJ0002 2019/09/17 13:29 AL D43 x800 100um 04 CMJ0003 2019/09/17 13:30 AL D4.3 x1.5k  50um 04 CMJ0004 2019/09117 13:32 AL D43 x3.0k  30um

04 CMJ0005 2019/09/17  13:33 AL D44 x6.0k 10um 04 CMJ0006 2019/09/17 13:33 AL D43 x12k 5.0um

Legenda: as setas brancas indicam aberturas tubulares sem a presenca de smear layer, presenca
de sinais de trincas na matriz peritubular (setas azuis) e diferenca perceptivel entre a matriz peri
e inter-tubular por imagem mais densa; tibulos com contetido no seu interior (setas vermelhas).
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 - Espectroscopia por Energia de Difracao de Raios X (EDS)

Os resultados da andlise elementar por EDS das porcentagens de
massa dos elementos Ca e P estdo ilustrados no quadro 3, e valores
percentuais de massa de cada elemento em uma amostra exemplo de cada
grupo, analisados pelo software Quantax, estio demonstrados nas figuras 9

e 10. Foram realizadas médias baseline dos valores de EDS de Ca e P nas
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amostras de grupo controle (70,68+8,33 e 11,49+1,58, respectivamente) e
experimental (29,48+2,12 e 12,39+1,21, respectivamente), apresentados no
quadro 4.

Foi realizado teste de normalidade Shapiro-Wilk apresentando
distribuicdo normal. Foi aplicado o teste T de Student para grupos
independentes em que Ca obteve valor p = 0,000 e P obteve valor p = 0,037,
apresentados no quadro 4, demonstrando que existe diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos controle e irradiado, com os
teores de Ca menores no grupo experimental comparado ao grupo controle,
e os teores de P maiores no grupo experimental comparado ao grupo

controle.
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Quadro 3 - Quadro representativo dos valores de analise elementar por EDS

das porcentagens de massa dos elementos Ca e P para os grupos controle e

experimental

Controle Experimental
%Ca %P %Ca %P
61,9 11,7 29,8 12,9
66,4 8,9 29.4 12,3
63,0 11,0 29,5 11,3
70,3 11,3 314 14,8
65,7 13,5 29,6 13,8
65,9 12,5 27,7 11,6
66,0 9.9 26,6 10,3
67,4 8,1 27,3 13,2
65,9 9,6 26,0 12,0
69,2 10,9 33,2 11,6
75,4 11,8 31,9 13,1
63,6 11,2 30,6 13,1
82,6 13,0 27,3 11,8
78,5 12,2 31,0 12,6
60,7 10,5 27,8 11,9
85,3 13,5 32,0 13,0
70,1 11,2 30,8 13,2
61,6 10,8 29,5 11,5
73,6 12,0 30,3 12,3
86,0 14,0 29,7 13,2
85,3 13,8 28,9 12,5

32,3 13,8
30,4 12,8
24,7 8,9

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9 — Valores percentuais de massa de cada elemento analisado

apresentado pelo software Quantax de uma amostra do grupo controle

100

80

60

40

20

Mass percent

Point

Fonte: Quantax EDS.

Figura 10 — Valores percentuais de massa de cada elemento analisado

apresentado pelo software Quantax de uma amostra do grupo experimental

Mass percent

Point

13.5%

Fonte: Quantax EDS.
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Quadro 4 - Valores de médias e de p dos grupos analisados

Controle Experimental p-value
Ca 70,68% (8,33) 29,48% (2,12) 0,000*
P 11,49% (1,5) 12,39% (1,21) 0,037*

Legenda: * - Indica diferenca estatistica entre os valores comparados.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 - Interrelacao e Validacao EDS x Fluorescéncia

Os resultados dos valores de referéncia, valores determinados, RSD%,
HOR, RE% e Z-score para a amostra de referéncia (RS) estao apresentados
no quadro 5. A aceitabilidade calculada pelos testes utilizados (teste de
HORRAT e teste Z-score) ¢ considerada aceitavel quando os valores sdo
menores ou iguais a 2 (INMETRO, 2018).

A precisdo, em termos de desvio padrao relativo (RSD%) acessado de
P e Ca, foi de 2,6 € 3,2% respectivamente. Através do teste de HORRAT foi
evidenciado que ambos os valores sdo < 2 (1,3 e 1,6 para P e Ca,
respectivamente), indicando que a precisao ¢ satisfatoéria INMETRO, 2018).
A exatidao acessada de P e Ca, em termos de erro relativo (RE%), foi de 2,6
e 1,8%, respectivamente. A aceitabilidade, calculada pelo teste Z-score
(score-score), apresentou valores entre 1,0 e¢ 0,5 para P e CA,
respectivamente, com a exatiddo também considerada satisfatoria

(INMETRO, 2018).
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Quadro 5 - Valores de referéncia, valores determinados, RSD%, HO:, RE%

e Z-score

Elementos | Vreft Vdet: | RSD(%) | HO; RE(%) | Z-score
P 15,0+0,1 | 14,6+0,4 2,6 1,3 2,6 1,0
Ca 46,2+0.3 | 4742 3,2 1,6 1,8 0,5

Legenda: Vreft: valores de referéncia de uma amostra NIST 1400; Vdet+: valores determinados

pelas amostras testadas; RSD%: desvio padrao relativo da analise; HOr: valor de aceitabilidade

calculado pelo teste de HORRAT; RE%: erro relativo do teste realizado.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

Os efeitos diretos da radiacao ionizante sobre a denticao em seres
humanos ainda ¢ um tema complexo e contraditorio. Estudos conduzidos
principalmente “in vitro” indicaram que a radioterapia pode exercer efeitos
diretos sobre a estrutura dentaria, incluindo alteracOes na microdureza e¢/ou
alteragdes nas estruturas micro-morfologicas e quimicas do esmalte e dentina
(Deng et al., 2015, Kudkuli et al., 2020); porém ainda nao ha um consenso
geral dentre estes trabalhos, e entre os estudos que utilizam dentes extraidos
de pacientes que passaram por radioterapia “in vivo” (amostras consideradas
“in vivo™).

Metodologias utilizando dentes de pacientes que passaram por terapia
de radiacdo ionizante sdo raras, considerando a complexidade biologica e
¢tica de se obté-los para estudo. Geralmente, a obteng¢ao s6 ¢ viavel em
grandes centros terapéuticos, envolvendo equipes médicas que atuam em
multidisciplinaridade nas areas de oncologia e odontologia. A contra-
indicacdo geral de ndo se realizar procedimentos cirlrgicos em tais
pacientes, pelo risco de osteoradionecrose, muitas vezes inviabiliza a
realizagdo de trabalhos, exceto em situagdes muito especificas em que ha, de
fato, uma indicagdo urgente de extracdes em pacientes irradiados.

O presente estudo se destaca pela importante contribuicdo ao
entendimento dos reais efeitos clinicos da irradiagao “in vivo”, uma vez que
sao amostras de dentina de dentes irradiados durante o tratamento
radioterapico de pacientes com cancer de cabeca e pesco¢o que foram
obtidas por motivos de exodontia em carater de urgéncia. Desta forma,
apesar das analises realizadas terem sido laboratoriais (in vitro), a radiagao
ionizante terapéutica, que € a variavel principal entre grupos, foi realizada

localmente, no proprio ambiente oral.
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A literatura evidencia que um dos principais pontos de controvérsia €
se o fato da radiacdo proporcionar por si mudangas significativas na
morfologia dos tecidos duros circunjacentes, ou se a susceptibilidade dos
tecidos estaria na dependéncia de efeitos colaterais da radiagdo, como:
xerostomia, alteracdes na microbiota, dieta e resisténcia do hospedeiro agora
imunodeprimido (Lieshout, Bots, 2014).

Rodrigues et al. (2018), em estudo in vitro, demonstraram haver
alteracOes na microdureza da dentina irradiada, com valores maiores no
grupo irradiado comparados aos do grupo controle. Eles explicam e
relacionam esses valores por conta de mudancas que acontecem na matriz
organica, ao qual tem maior presenca de agua em sua composi¢cdo, € a
possivel formacdo de radicais livres nesse meio. A radioterapia provocaria
uma descarboxilacdo dos elos laterais do carboxilato do colageno, ligacao
responsavel pela interagdo da matriz orginica com os cristais de
hidroxiapatita, tornando-a mais suscetivel a hidrolise e desmineralizacao.
Eles também relacionam tudo isso com analise por FTIR, que mostraram um
aumento de 20% na 4rea da banda de contetido mineral (fosfato) da dentina
dos grupos irradiados, sugerindo que a radioterapia foi de alguma forma
capaz de alterar as ligacdes quimicas para que houvesse reorganizacao da
estrutura da hidroxiapatita.

No entanto, estudo mais recente de Kudkuli et al. (2020) em que foi
realizado teste de microdureza e microtomografia de radiagcdo sincrotron de
raios X (SRuCT) em esmalte e dentina irradiada in vitro, foi demonstrado
diminui¢do na microdureza, mas aumento na densidade mineral do esmalte.
Tais alteracdes foram dependentes das doses de radiacdo, apresentando
desmineraliza¢dao gradual a partir do aumento da radiacao.

Em sua discussdo, Kudkuli et al. (2020) também salienta a
complexidade e controvérsias geradas a partir da técnica de analise de

microdureza para o entendimento das alteracdes nos tecidos mineralizados.
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Eles alegam que diversos estudos demonstraram haver aumento na
microdureza de superficie, tais como de Rodrigues et al. (2018), e que isto
estaria associado diretamente com a alteracao provocada na por¢ao organica.
Ao ocorrer descarboxilacao do conteudo organico, o padrao dos prismas de
esmalte pode ser alterado, tornando-o mais friavel, sendo mais rigido, porém
quebradico e suscetivel ao processo de delaminacdo comumente visto na
clinica (Soares et al., 2010; Gongalves et al., 2014; Lieshout, Bots, 2014;
Reed et al., 2015). Este processo pode induzir microfissuras e trincas em
minerais de hidroxiapatita, o que tornaria o tecido mais suscetivel a falha
(Hiibner et al., 2005; Kielbassa et al., 2006).

No entanto, no presente estudo ndo foram encontradas diferengas
significativas entre os valores médios de microdureza superficial entre
ambos os grupos, aceitando a hipdtese (HO1) de que a dentina submetida ao
tratamento de radioterapia ndo apresenta alteracdes na microdureza
superficial quando comparada a dentina saudavel. Isto pode estar relacionado
ao fato dos remanescentes dentais utilizados para analise ndo terem sofrido
alteragdes significativas o suficiente na por¢do organica para serem passiveis
de deteccdo em um teste puramente mecanico, considerando a sensibilidade
da técnica (Kudkuli et al., 2020). Entretanto, quando observados os valores
de microdureza na porc¢ao mais superficial da dentina (50pum), houve valores
menores que em regioes mais profundas.

A realizacdo do teste em toda a extensdo das amostras permitiu
verificar o grau de microdureza dos diferentes niveis de dentina, seja ela
proxima da polpa, em uma regido intermedidria ou proximo a jun¢do dentina-
esmalte ou dentina-cemento. Considerando a correlacdo inversa entre
microdureza e densidade tubular na dentina conforme o estudo de Pashley et
al. (1985), os resultados de microdureza deste estudo ndo corroboraram os
achados dos autores para o grupo experimental, onde de acordo com o

Quadro 2, observam-se maiores valores médios de microdureza na dentina
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profunda (49,4) do que na superficial (38,52) (Pashley et al., 1985; Naseri et
al., 2019). Isto pode demonstrar que, apesar de nao haver diferenca
significativa nos valores médios de microdureza comparada entre grupos, a
queda na dureza em regioes a S0um demonstra que a radiagdo pode ter
afetado a dentina em algum nivel.

Na MEYV foram encontradas diferen¢as na conformacao e estrutura da
dentina e embocadura dos tibulos dentinarios, onde a dentina peritubular
mostrou-se mais evidente no grupo experimental e trincas (microcracks)
podem ser vistos nestas regides, o que pode corroborar com os resultados de
microdureza, contrapondo-se a densidade tubular. Rodrigues et al. (2018)
também observaram diferencas visuais, no entanto, com tubulos mais
constritos e estreitos, que poderia representar a capacidade da radiagao em
provocar uma alteragdo no tecido (uma provavel desmineralizagdo, com
subsequente remineralizagdo natural), ocasionando sua parcial obliteracao e
alteracdo dos valores de microdureza, considerando a reestruturagao da
quantidade de dentina inter e peritubular. Contetido intra-tubular também
puderam ser observados na MEV do presente estudo para o grupo
experimental irradiado.

Tais achados corroboram com Rodrigues et al. (2018) ao sugerirem
ser possivel visualizar nas imagens de MEV alteracdes entre a dentina inter
e peritubular, que se apresentaram com morfologia contendo pontos de
destruicdo e quebra entre os dois tecidos. Eles puderam observar uma
morfologia homogénea entre a dentina inter e peritubular, com perda de
continuidade entre essas duas estruturas, associadas a reorganizacdo da
estrutura do coldgeno citada anteriormente. Essa alteracdo comprometeria
suas propriedades mecanicas e adesivas da dentina, tendo um tecido com
padroes minerais e de microdureza diferenciados, mas nao necessariamente

positivos.
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Esta observacao nos levou a reflexao de que provavelmente o tecido
irradiado poderia apresentar maior conteudo mineral. No entanto, foi
detectada reducdo significativa entre os valores quantitativos de teor de Ca
nas amostras controle comparadas as amostras irradiadas (61.9% para
29.8%, respectivamente), e aumento significativo entre os valores
quantitativos de teor de P nas amostras controle comparadas as amostras
irradiadas (11,49% para 12,39%, respectivamente), rejeitando a hipotese de
que a dentina humana submetida a radioterapia nao apresentaria variagdao na
composi¢ao quimica (HO02). Isso pode ser explicado pelo fato do ion Ca ser,
possivelmente, um dos primeiros a se dissociar na molécula de hidroxiapatita
(Ca10(PO4)s(OH)2) quando ocorre alguma alteragdo quimica, como em casos
de desmineralizagdo, e este processo ser capaz de alterar a propor¢ao Ca/P
da molécula. Da mesma forma, Rodrigues et al. (2018) também encontraram
esse aumento no teor de P por andlise de FTIR, mas sem saberem exatamente
a razao disso.

Durante o processo de dissociagdo da molécula de hidroxiapatita, o
radical hidroxila (OH) tende a se unir com prétons H" do meio formando
agua; meio este que tende a possuir uma quantidade maior de radicais livres
considerando o processo de radiolise da agua promovido pela radiacdo
ionizante em tecidos organicos. Tal processo tende a aumentar o pH do meio,
acarretando em outras mudangas quimicas, e tendo em seguida a dissociagao
do Ca da molécula.

Esta queda da quantidade de Ca demonstra que a irradiacao ionizante
pode gerar uma diminui¢do de ions minerais, promovendo de fato ou, ao
menos, criando um meio mais propenso a desmineralizagdo, através da
quebra da molécula de hidroxiapatita. Sendo assim, esta mudancga presente
no ion Ca pode estar relacionada com o fato de uma terapia ionizante em
pacientes com cancer de cabeca e pescogo ser realizada de forma fracionada

e intercalada, em baixas doses, ao longo de um periodo de varias semanas, o
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que condiz com a preocupacao de diversos autores em realizarem trabalhos
laboratoriais com esta mesma metodologia de tratamento (Rodrigues et al.,
2018; Fonseca et al., 2020).

Normalmente, tratamentos radioterapicos para tumores de cabega e
pescogo sao realizados em dosagens totais de 70 Gy, através de exposigoes
aplicadas pontualmente de até 2 Gy por sessdo, em periodos de 2 a 3 meses,
intercalando os dias de aplicagdo, como no presente estudo. Estas pequenas
dosagens por um longo periodo, € as mais diversas varidveis que podem
ocorrer no ambiente bucal de um paciente durante e apds o tratamento podem
influenciar na capacidade dos dentes encontrarem um equilibrio no processo
de des e remineralizacao (Paiola et al., 2018).

Pacientes que passam por radioterapia de cabeca e pescoco demandam
um acompanhamento rigoroso da condigdo bucal. E indicado que esses
pacientes retornem para consultas periddicas para avaliagdes e
procedimentos de prevencao, como profilaxias e aplicacoes topicas de flaor
(Lieshout, Bots, 2014). A carie de radiacao, por possuir um comportamento
agressivo e rampante, demanda que esteja sob rigorosa supervisdo, uma vez
que a perda estrutural causada tera uma abordagem restauradora muitas
vezes complexa e ineficiente.

Desta forma, o fato de pacientes que passaram por radioterapia serem
normalmente expostos a tratamentos paliativos para prevenir o surgimento
de tais lesoes de caries de radiacdo, tanto utilizando solucdes fluoretadas
recorrentes nas consultas de acompanhamento, quanto realizando
restauragdes com iondmero de vidro e aplicagdes de vernizes fluoretados, ao
qual possuem a capacidade de liberar flior ao meio, podem ter contribuido
para que os dentes ndo sofressem desmineralizacdo e perda de conteudo
mineral a ponto do teste de microdureza encontrar diferencas significativas;
ainda que, foram modificados o suficiente para que houvesse uma queda no

teor de Ca.
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Isso corrobora com Reed et al. (2015), quando dizem que a realizacao
de varios métodos experimentais com amplas diferencas na solug¢ao de
armazenamento € no método de analise (como e onde as propriedades do
dente foram medidas, e as variagdes entre pacientes) tendem a contribuir para
os resultados contraditorios encontrados na literatura. Em seu estudo, Reed
et al. (2015), observam diferengas significantes na propor¢do
proteina/mineral, € no modulo de elasticidade nos espécimes de esmalte e
dentina apos radioterapia simulada “in vitro”. Os autores alegaram serem os
primeiros a demonstrarem esta mudanga com uma metodologia laboratorial
adequada, sugerindo que a diminui¢cao do conteudo de proteina explicaria o
aumento correspondente no modulo de elasticidade, deixando a estrutura
dentaria mais propensa a destruigao.

No presente estudo o modulo de elasticidade ndo foi avaliado. No
entanto, se realmente ocorre um aumento pos-irradiagdo, como sugerem
Reed et al. (2015), explicaria a maior microdureza individual observada nas
amostras irradiadas, apesar da reducao de Ca. Da mesma forma, Rodrigues
et al. (2018) em avaliagdo de microdureza Vickers e modulo de elasticidade
de dentina irradiada in vitro também encontraram valores maiores de
microdureza, porém menores de elasticidade, independente da profundidade.
Eles consideram que ocorre uma alteragdao do arranjo microestrutural da
matriz orginica e inorganica da dentina devido a perda de interagdo
organico-mineral, o que causaria a diminuicdo da rigidez e,
consequentemente, diminuindo o médulo de elasticidade.

Longitudinalmente, um tecido menos eldstico pode se tornar mais
quebradico, ainda mais em um ambiente drastico com redug¢dao do fluxo
salivar, menor capacidade de resposta do individuo debilitado, maior
agressividade dos microorganismos com maior aporte de sacarose oriundos
da dieta e outras varidveis associadas (Kielbassa et al., 2006), gerando

processos cariosos agressivos € acelerados.
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Tais achados também corroboram com andlises dos mesmos autores
em testes de resisténcia adesiva em dentes irradiados in vitro e restaurados
em dentina com resina composta (Rodrigues et al., 2018); e em analises
relacionadas a dentes irradiados in vitro e tratados endodonticamente com
diferentes tipos de irrigagcdes (Paiola et al., 2018), em que houve maior taxa
de falha coesiva em dentina (falha com maior nivel de destruigao tecidual, e
ndo no material restaurador). Considerando que o tecido organico se torna
mais quebradico, por menor mddulo de elasticidade, sua estrutura fica
enfraquecida e mais propensa a falha em testes de microtragdo (Reed et al.,
2015).

Reed et al. (2015) também ressaltam que a redugdo percentual relativa
da razdo proteina/mineral foi muito maior nos locais da matriz organica do
esmalte (44-77%) em comparacao com os locais da dentina (4-6%). A partir
dai assume-se que a delaminagdo causada em regides cervicais de dentes
submetidos a radioterapia, regido esta que costuma se apresentar com fina
camada de esmalte, tende a ocorrer por ser uma area de maior fragilidade e
provavel maior alteracao, visto o impacto causado na estrutura do coldgeno
presente na jun¢do dentina esmalte (JDE) e sua ligacdo, especialmente em
regioes cervicais (Fonseca et al., 2020).

Dentre os possiveis fatores relacionados a brusca mudanca estrutural
dos tecidos duros dentais também esta a alteracdo no funcionamento das
glandulas salivares atingidas pela radiacao ionizante (Lieshout, Bots, 2014).
Glandulas salivares atingidas pela radiacdo tendem a possuirem uma queda
na produ¢do e na qualidade da saliva, com mudangas em caracteristicas
especificas referentes a lubrificagdo e manutengdao das membranas mucosas
(agua, eletrolitos, mucina e glicoproteinas ricas em prolina), na limpeza da
cavidade oral, capacidade tamponante e remineralizagdo, agdo

antimicrobiana (imunoglobulina, defensinas, lisozima e mucinas), digestao
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(amilase, lipase e agua), gosto (agua e gustin) e fonagdo (4gua e mucina)
(Kielbassa et al., 2006; Deng et al., 2015).

Uma alteragdo direta nesses fatores, somado ao fato de pacientes
irradiados serem aconselhados a terem dietas compostas de refeicoes
frequentes durante o dia com énfase em alimentos de alto teor calorico,
poderia ser um agravante para o surgimento e desenvolvimento acelerado de
lesdes de carie de radiacdo, uma vez que o ambiente oral estaria
comprometido (Lieshout, Bots, 2014).

Considerando que os principais efeitos colaterais da radioterapia que
nao envolvem diretamente os tecidos duros dentais sdo xerostomia (Dobros
et al., 2016), trismo, atrofia muscular (Beech et al., 2014), mucosite e
infeccoes flngicas oportunistas, normalmente causadas por conta do
ambiente oral alterado (Khaw et al., 2014), fazem com que o entendimento
da carie de radiagdo seja algo complexo e multifatorial, bem como um
processo carioso convencional, com autores associando o fato da lesdo de
carie de radiacdo ser tdo agressiva e prevalente justamente por conta de tais
efeitos colaterais (Gupta et al., 2015) e, durante a realizagdo de estudos
laboratoriais, ser dificil desassociar tantas variaveis para conseguir um
entendimento da doenca.

Além da dificuldade metodologica intrinseca relacionada ao estudo de
dentes irradiados, existe também, dentre as diferentes analises elementares
de materiais organicos, uma dificuldade constante em se conseguir a possivel
correlagdo direta dos dados obtidos entre diferentes analises (Horwitz, 1995).
Isso ocorre principalmente em amostras de tecido biologico. Um dos
objetivos do presente estudo foi demonstrar uma forma de correlacionar
diferentes técnicas de analise elementar e validar sua utilizagdo com
parametros aceitaveis de correlacdo, utilizando Espectroscopia de Dispersao

de Energia de Raios X e Espectrometria de Fluorescéncia de Raios X.
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A técnica MEV/EDS ¢ baseada na analise do efeito fotoelétrico que
permite interpretar e expressar numericamente qual elemento atdmico de
acordo com a camada de valéncia foi influenciado pela energia incidente.
Existe uma excitagdo especifica para cada elemento permitindo a analise
quantitativa e qualitativa dos elementos constituintes do material estudado.
Esta técnica tende a ser rapida, de facil realizagdo e nao destrutiva, o que sao
pontos positivos quando se trata do manuseio e analise de materiais
biologicos de dificil acesso.

Da mesma forma, a fluorescéncia de raios X ¢ baseada na focalizacao
de um feixe de raios X em uma amostra € na produg¢do de radiacoes
fluorescentes que sdo transigdes eletronicas de elétrons das camadas mais
internas de atomos, especificas para cada elemento quimico. Sua realizagao
costuma ser mais complexa, com anélises que levam maior tempo para serem
realizadas, maior rigor técnico, € maior custo por conta do aparelho em
questao.

A fluorescéncia de raios X, sendo realizada em ambiente sem vacuo,
analisa a presenga de 6xidos estaveis e nao o conteudo quantitativo direto do
proprio elemento, o que impossibilita correlacionar diretamente o seu
resultado com o da técnica MEV/EDS. Assim, teste realizado no vacuo sem
a presenca de oxigénio e outros elementos que possam interferir na medi¢ao
nao poderiam ser correlacionados diretamente com os dados obtidos através
de fluorescéncia de raios X.

Para validagdes de métodos e técnicas analiticas novas, convém
utilizar amostras de referéncias em suas correlacdes. O uso de materiais com
propriedades ou valores de quantidade conhecidos e ja referenciados na
literatura e por instituicoes internacionais pode ser utilizado para avaliar a
precisdao do método, bem como obter informagdes sobre interferéncias ao
aplicar algum método novo. Quando usados como parte do procedimento de

medi¢ao, sao conhecidos como padroes de medigdao. Quando colocado



53

periodicamente em um lote analitico, pode-se verificar se a resposta do
processo analitico ao analito (material a ser estudado) ¢ estavel (NATA,
2013).

A partir da correlagdo realizada entre os valores de massa
elementar dados pelo EDS, valores de referéncia utilizados por um padrao
NIST, e a realizacao de analises por Fluorescéncia de Raios X, fo1 possivel
comprovar que os dados adquiridos por EDS sao satisfatorios e confidveis,
com a metodologia podendo ser usada para andlises quantitativas
elementares em tecido dentinario, e rejeitando a hipotese HO3 de ndo ser

possivel estabelecer relacdao entre as analises realizadas.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a dentina submetida ao tratamento de radioterapia ndao
apresentou alteragdes na microdureza superficial quando comparada ao
grupo controle; e que ocorre uma alteragdo quimica na propor¢ao organico-
mineral, com queda no teor de Ca e aumento no teor de P da dentina humana
submetida ao tratamento de radioterapia quando comparados ao grupo
controle.

Conclui-se também ser possivel quantificar in vitro o Foésforo e o
Calcio na dentina humana por MEV/EDS, com parametros de precisao e
exatidao satisfatorias para a técnica, tornando a analise por EDS uma

alternativa vidvel para o melhor entendimento molecular de amostras.
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