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RESUMO

Os efeitos adversos da radioterapia sobre os tecidos orais vém sendo estudados
com intuito de, cada vez mais, entender como esta age sobre o organismo, bem
como para o desenvolvimento de métodos ou substdncias que visem a
minimizacdo dessas sequelas. Dentre os tecidos que estao na area de exposicao,
esta o ligamento periodontal, que se afetado, pode ocasionar a perna dentéria que
impreterivelmente interfere na qualidade de vida do individuo. Este trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito da radiagdo ionizante sobre o ligamento periodontal
do dente incisivo de rato albinus wistar, por meio da microscopia de polarizacao e
do teste de forgca. A amostra constituiu-se de 30 ratos albinus wistar machos
divididos em dois grupos, o grupo controle (15) e o grupo irradiado (15). O grupo
irradiado foi submetido a sessao uUnica de radioterapia com dose de 15Gy e apés
14 dias todos os animais foram sacrificados. Um animal de cada grupo foi perdido
durante a execugéo do trabalho. Desta forma, sete animais de cada grupo foram
submetidos ao teste de resisténcia do ligamento periodontal e os sete restantes
tiveram a organizagdo do colageno avaliada através da microscopia de
polarizacdo. Os resultados mostraram que ambos os testes apresentaram
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p<0,001). Através dos
coeficientes de correlagdo de Pearson encontrou-se também uma forte correlacédo
entre os resultados dos testes (resisténcia/polarizacdo) de cada grupo
(controle/irradiado) (R = 0,683; p < 0,001). Portanto, concluiu-se que a radioterapia
pode levar a diminuicdo da resisténcia a forca de intrusdo e provocou a

desorganizagao do colageno no ligamento periodontal.

Palavras-chave: ligamento periodontal, radioterapia, colageno.



ABSTRACT

The adverse effects of radiotherapy on oral tissues have been studied in order to
increasingly understand how it works on the body, as well as for the development
of methods and substances aimed at minimizing these sequelae. Among the
tissues that are in the exposition area, is the periodontal ligament which, when
affected, can lead to tooth loss, that unfailingly interferes with quality of life.This
study had as purpose to evaluate the effect of ionizing radiation over the
periodontal ligament of the incisive tooth of the albinus wistar rat, trough the
polarizing microscope and the strength test. The sample was composed of 30
albinus wistar male rats, separated into two groups, the control group (15) and the
irradiated one (15). The irradiated group was subjected to an only session of
radiotherapy, with a 15Gy dose, and after 14 days all the animals were sacrificed.
One animal in each group was lost during the study’s execution. Hence, seven
animals of each group were subjected to the periodontal’s ligament resistance test,
and the seven remaining had their collagen organization evaluated trough the
polarizing microscopy. The results showed that both tests exhibited statistically
significance difference between the groups (p<0,001). Using the Pearson
correlation coefficients a strong correlation was also found between the tests
results (resistance/polarizing) of each group (control/irradiated) (R = 0,683;
p<0,0001). Thereby, the conclusion was that radiotherapy can lead to a diminished
resistance to the intrusion strength and to a disorganization of the periodontal’s
ligament collagen.

Keywords: periodontal ligament, radiotherapy, collagen.
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1. Introducao

O termo céncer € utilizado genericamente para representar centenas de
doengas, que tém em comum, o crescimento desordenado de células que
invadem tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se para outras regiées do corpo.
Dividindo-se rapidamente, essas células tendem a ser agressivas e incontrolaveis,
determinando a formagcdo de tumores ou neoplasias malignas (Ministério da
Saude, 2003).

Importante causa de doenga e morte no Brasil, desde 2003, as neoplasias
malignas representam quase 17% dos Obitos de causa conhecida. Segundo
estimativas do INCA (Instituto Nacional de Céncer), para 2012 a previsao € que
surjam cerca de 40 mil novos casos, dentre as regides de: cavidade oral, laringe,
sistema nervoso central e glandula tiredide (Estimativa: Incidéncia de cancer no
Brasil, 2010).

Sao adotadas trés modalidades principais para o tratamento dos neoplasmas
malignos: cirurgia, radioterapia e quimioterapia. A forma de tratamento é
determinada de acordo com a localizagdo, tipo histolégico da neoplasia,
estadiamento clinico e condi¢bes fisicas gerais do paciente. A cirurgia é o
tratamento de escolha por permitir uma interveng¢do especifica no tecido, enquanto
a quimioterapia e a radioterapia atuam pela destruicdo ou pela inibicdo do
crescimento das células que se multiplicam rapidamente, ndo diferenciando as
células neoplasicas das células normais. (Vieira & Lopes, 2006; Sonis et al.,
1996).

A radioterapia € amplamente utilizada como eficaz forma de tratamento, de
forma isolada ou associada & quimioterapia e/ou cirurgia (Otmani, 2007). E uma
modalidade terapéutica que utiliza as radiagdes ionizantes com o objetivo de
destruir as células neoplasicas, visando a reducdo ou o desaparecimento da
neoplasia maligna (Lima et al., 2001).

As células malignas e as células normais diferem pouco em sua resposta a
radiacao ionizante, sendo também afetadas durante o tratamento radioterapico.
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Ambos os tipos de células sdao mais sensiveis durante a fase mitética do ciclo
celular, e menos sensiveis na fase de sintese de DNA (acido desoxirribonucleico).
Os tumores encontram-se habitualmente em maior proliferacdo celular, e,
portanto, com maior niumero de células em mitose do que os tecidos normais e,
consequentemente, sofrem maior dano pela radiacado (Pinto & Leite, 1999). Vale
salientar que as células presentes em tecidos de maior indice de proliferagéao,
como € o caso do epitélio oral, também apresentam uma alta taxa mitética e séo
gravemente atingidas pela radiacao ionizante. (Neville, 2004).

Os efeitos adversos da radioterapia estdo diretamente relacionados a area a
ser irradiada. Se a radiacao atingir a regido de cabeca e pescoco, existe uma
preocupacao devido a alta porcentagem de complicagdes orais que podem ocorrer
durante e/ou apés o tratamento radioterapico, estas, sendo divididas em duas
categorias: as complicacbes agudas (xerostomia, mucosite, disgeusia, disfagia) e
as complicagdes tardias (osteorradionecrose, carie de radiacdo, alteracoes
dentarias e periodontais) (Hong et al., 2010; Lima et al., 2001; Gongalves, 2001).

Dentre os tecidos do sistema estomatognatico, tém-se evidenciado que o
periodonto € sensivel a radiagdo em altas doses. Os danos celulares que ocorrem
podem levar a redugé@o da celularidade dos tecidos, fibrose do tecido conjuntivo e
alteragdes vasculares com espessamento da intima, endoarterite e trombose. Os
vasos sanguineos do periodonto, periésteo e ligamento periodontal podem ser
afetados. Essas alteragcdes podem resultar em risco aumentado de doenca
periodontal e alteragcdo no processo de reparo com diminuigdo na capacidade de
remodelacdo 6ssea. Um aumento significante de perda de insercao ocorre nos
dentes localizados nas 4reas submetidas a radiacao ionizante. Também, apds a
radioterapia, observa-se maior perda de elementos dentarios nos campos de
irradiacao (Epstein, 2002).

As estruturas periodontais expostas a radiacdo alteram-se macroscopica e
microscopicamente e por isso é essencial manter uma meticulosa higiene bucal
com o objetivo de minimizar os riscos de infecgées 6sseas e periodontais (Caielli &
Martha, 1995).



A preservacao da qualidade de vida do paciente que € submetido a alguma
terapia antineoplasica € imprescindivel e a manutencdo dos tecidos orais em
condi¢des préximas a normalidade € um fator de grande importancia no bem estar
do individuo, considerando que essa regiao estd diretamente relacionada a
alimentacao. Portanto, inicialmente é preciso entender o que a radiagdo provoca
sobre os tecidos, para que posteriormente, substancias radioprotetoras sejam
desenvolvidas e testadas com o intuito de barrar ou até mesmo diminuir os efeitos
adversos. Tendo em vista a escassez de trabalhos experimentais que avaliem
especificamente a acao da radiacdo ionizante sobre o ligamento periodontal, este
trabalho se propde a estudar a agcdo da mesma sobre a organizacado do colageno
e a resisténcia das fibras do ligamento periodontal de incisivos de ratos albinus

wistar.



2. Revisao da Literatura

2.1. Radioterapia

A radioterapia € uma das modalidades utilizadas no tratamento de tumores
malignos, cujo agente terapéutico consiste na radiagdao ionizante, um tipo de
radiagdo que provoca ionizagdo e consequentemente a instabilidade elétrica no
meio onde incide (Jham & Freire, 2006). A formagdo de atomos instaveis pode
causar danos ao DNA celular, impedindo assim a replicagdo neoplasica. Isso
acontece devido ao fato de elétrons livres, provenientes do processo de ionizacao,
se unirem a outros atomos adjacentes, que também se tornam instaveis com
cargas negativas aumentadas. Porém, o tratamento ionizante ndo é seletivo, por
ndo possuir a habilidade de distinguir as células normais das células malignas o
mesmo se torna toxico para o organismo (Salazar et al., 2008).

Por muitos anos a unidade de dose utilizada para se referir a medida de
radiagdo ionizante aplicada ao paciente foi o rad (radiation-absorved dose).
Atualmente a unidade utilizada pelos radioterapeutas para realizacdo dessa
medida passou a ser o Gray (Gy) — em homenagem ao fisico e radiobidlogo inglés
L.H. Gray — 1 Gy = 100 rad = 100 cGy (centiGray). Em geral, a dose total, com
finalidade terapéutica radical, é elevada e varia de 50 a 80 Gy (Niehoff et al., 2008)

De um modo geral, a radioterapia pode ter trés objetivos distintos: curativo,
remissivo e sintomatico. Quando o objetivo do tratamento € eliminar todas as
células neoplasicas, diz-se que a radioterapia utilizada €& de carater curativo,
quando se deseja reduzir parte do tumor ou complementar o tratamento cirurgico
ou quimioterapico, usa-se a remissiva; ao passo que, a finalidade sintomatica das
radiagdes é indicada nos casos de dor localizada (Salvajoli et al., 1999).

A dose é geralmente administrada de forma fracionada, sendo o fracionamento
convencional a modalidade mais utilizada. No esquema convencional os pacientes
recebem fracdo diaria de 1,8 a 2,0 Gy, uma vez ao dia, durante 5 dias na semana,
por um periodo de 5 a 7 semanas de tratamento. A vantagem de se aplicar a dose

fracionada da radiagdo é permitir que o tempo favoreca a reparagéo dos tecidos
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saudaveis e que o tumor diminua seu volume lentamente (Rothwell, 1990;
Salvajoli et al., 1999; Lima et al., 2001).

2.2. Efeitos adversos

Os efeitos adversos da radioterapia instituida para tratamento dos pacientes
com cancer de cabeca e pescoco interferem significativamente na qualidade de
vida desses individuos (Lazarus, 2006).

As reacdes adversas decorrentes do tratamento radioterapico dependem de
diversos fatores, dente eles do volume que sera irradiado, se a exposi¢ao sera uni
ou bilateral, se a dose sera total ou fracionada, além da idade, condi¢des clinicas
do paciente, habitos sociais, como alcoolismo e tabagismo, e de tratamentos
associados (Jisander et al., 1997).

Entre esses efeitos indesejados, mais comuns, localizados na regiao de
cabeca e pescoco, pode-se citar: mucosite, xerostomia, disgeusia (Jham & Freire,
2006), trismo (Bragante et al., 2012).

A mucosite € um dos primeiros sinais clinicos que aparecem na cavidade oral
durante a radioterapia, que consiste na inflamacdo da mucosa oral e caracteriza-
se por edema, eritema e ulceracao, além de dor e dificuldade para deglutir (Caielli
& Martha, 1995).

A xerostomia é relatada pelo paciente como uma “sensacao de boca seca” e
também é percebida nas primeiras semanas de tratamento, quando altas doses
(>60Gy) sdo administradas. Em determinados casos o dano provocado a glandula,
pode se tornar irreversivel (Caielli & Martha, 1995). Mudancas na qualidade e na
quantidade de saliva acrescidas da acao direta da radiagdo sobre as papilas
podem causar alteragdes ou diminuicdo da capacidade gustativa, denominadas
disgeusia e hipogeusia, respectivamente. Este tipo de mudanga pode acarretar a
desnutricdo do paciente, devido a perda do prazer em alimentar. Com o fim do
tratamento, o0 comum é que o paladar volte ao seu estado de normalidade em

alguns meses. (Cardoso et al., 2005; Vissink et al., 2003).
5



Rubira et al. (2007) avaliaram as sequelas bucais provocadas pela
radioterapia em pacientes com neoplasia de cabeca e pescogo. Cem pacientes
apresentando média etaria de 59,2 anos foram examinados e receberam, cada um
deles, uma média de dose total de 5.955cGy. A afericdo do fluxo salivar
estimulado e pHmetria foram os principais testes realizados, e detectaram um
fluxo abaixo de 0.7ml/min e pH de 6.97. Concluiram que, como relatado pelos
pacientes (68%), a sensagao de boca seca, ou seja, diminuicdo da producao de
saliva é o principal efeito adverso observado, tendo a disgeusia sido relatada por
30% dos pacientes.

O trismo radioinduzido também tem sido relatado na literatura. O mesmo
ocorre devido a fibrose da musculatura mastigatéria quando essa regidao se
encontra no campo de radiacdo. Este fator tem influencia negativa na qualidade de
vida do individuo, que podera ter dificuldade para ingerir alimentos, falar e
higienizar a cavidade oral (Kent, 2008). Bragante et al. (2012), em sua pesquisa,
detectaram que pacientes com cancer de cabeca e pescoco apresentaram
reducao da abertura bucal no decorrer do tratamento radioterapico.

Almeida et al. (2004) avaliaram 30 pacientes portadores de cancer do tipo
carcinoma, localizados na cavidade oral e na orofaringe, com o objetivo de
detectar as sequelas provenientes da radioterapia. Os resultados revelaram que
75% dos pacientes irradiados desenvolveram trismo, 67% apresentaram mucosite,

33% tiveram carie de irradiacao e 17% apresentaram reducao no fluxo salivar.

Em 2006, Lopes et al. avaliaram por meio de radiografias panoramicas, a
prevaléncia de alteracbes dentarias em criangcas, com média de idade de
cinco anos, portadoras de céncer e tratadas com quimioterapia ou
quimioterapia associada a radioterapia na regiao de cabeca e pescoco. Os
pacientes que receberam quimioterapia associada a radioterapia apresentaram
maior incidéncia de alteracbes (47%) do que aqueles que receberam apenas a
quimioterapia (33%). As alteracbes mais comumente observadas foram a



microdontia (7%), macrodontia (5%), anodontia (6%), taurodontia (14%), além das
alteragdes radiculares (6%).

Aradjo (2010) comparou as taxas de erupcao dentaria de ratos albinus
wistar irradiados e nao irradiados, constatou que os animais que receberam uma
dose unica de 15 Gy sofreram uma desaceleracao da erup¢éo dentéria a partir do
sexto dia apds a intervengdo, bem como observou alteragdes nos padrdes de

formagéo e no tamanho do dente incisivo na regido odontogénica.

2.3. Efeitos no ligamento periodontal

Observacodes realizadas em humanos e experimentos em animais indicam a
incidéncia de efeitos adversos da radiacao ionizante sobre o tecido periodontal.
Em humanos as pesquisas se iniciaram pelo fato de a doencga periodontal atuar
como um meio de infeccdo que poderia influenciar no surgimento da
osteorradionecrose. (Ellinger, 1957; Sfafne, 1947). A terapia por radiagcdo pode
resultar em alteracbes vasculares e celulares no periodonto, além de
hipovascularidade, hipocelularidade e hip6xia no osso alveolar (Arcuri &
Schneider, 1992; Wright, 1987).

Skougaard & Carsten (1978) com o objetivo de estudar o efeito do tempo e da
dose de radiagdo sobre o metabolismo do colageno da pele e do ligamento
periodontal de ratos, submeteram 30 animais a radiacdo, metade da amostra foi
sacrificada entre 30 e 49 dias do momento da radiacao e o restante foi sacrificado
apés um ano. No ligamento periodontal dos animais do primeiro grupo foi
observado um decréscimo na captagdo de aminoacidos, alteracdo essa que nao
foi observada nos animais do segundo grupo (um ano ap6s a radiacao), ou seja,
os animais foram capazes de recuperar a habilidade de anabolismo do coldgeno
no ligamento periodontal apds este periodo.

Frandsen (1962) avaliou a reacdo do ligamento periodontal de ratos wistar
frente a radiacao Roentgen. Para isto dois grupos foram criados: o primeiro grupo

teve a cabeca inteira irradiada com doses de 1,000r, 2,000r e 3,000r e 0 segundo
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grupo recebeu dose Unica de 1,725r e 2,400r administrada apenas na regiao dos
dentes molares. Os animais foram observados num periodo de 2 a 58 dias ap6s a
irradiagdo, os animais do primeiro grupo que receberam 1,000r mostraram uma
diminuicdo da celularidade do tecido, degeneragao dos ostedcitos e supressao da
atividade dos osteoblastos e osteoclastos. Os que receberam 2,000r e 3,000r
morreram entre 8 e 10 dias apds a intervencdo com diversas queimaduras na
cavidade oral. Nos animais do segundo grupo foram observados dois tipos
distintos de lesdes periodontais, um apresentou severa destruicdo do periodonto,
com ulceragbes presentes na mucosa oral, o outro tipo mostrou uma menor
severidade no tecido periodontal propriamente dito e consistiu em alteracdes na
papila interdental, deficiéncia da resposta inflamatdria, aglutinagédo do colageno e
supressao das funcdes osteoblasticas e osteoclasticas.

Epstein et al. (1998) propuseram determinar o impacto da radiagdo de cabeca
€ pescogco na progressao da perda de insercdo periodontal. Para isto, 10
pacientes, com uma média de idade de 60.1 anos, que receberam radiacao,
unilateral em regido dentada, foram avaliados antes e ap6s o tratamento. As
avaliagbes, dentaria e periodontal, foram feitas por um (nico avaliador que
detectou uma perda média de insercdo de 2.81 mm para os dentes da regiao
irradiada e 1.43 mm para os dentes da regido ndo irradiada. O aumento da
mobilidade dentéria também foi observado nos dentes da area irradiada.

Marques & Dib (2004) avaliaram as mudangas periodontais em pacientes que
receberam radiagdo na regido de cabeca e pescoco. Os parametros para a
avaliagdo foram: profundidade de sondagem, nivel clinico de insergao, recessao
gengival, indice de placa e sangramento a sondagem. A amostra foi composta de
27 pacientes avaliados antes e apds cerca de 6/8 meses apds o tratamento.
Dentre os aspectos avaliados, a maior discrepancia foi encontrada no nivel clinico
de inserg¢ao, no qual 70.3% dos avaliados mostraram perda de inser¢do, sendo
esta em 92% dos casos, situada na mandibula.

Simon et al. (2011) com o objetivo de estimar os efeitos tardios da irradiagéo
cervical na condi¢do periodontal de pacientes com linfoma de Hodgkin, avaliaram

8



68 pacientes portadores da doenca que foram irradiados, 64 pacientes portadores
mas que nao fizeram a irradiagéo cervical e 51 individuos sem a doenga e que nao
receberam radiacdo ionizante (grupo controle). Dos avaliados, 23.5% dos
irradiados, 18.15% dos nao-irradiados e 17.64% dos controles relataram subjetiva
xerostomia. A xerostomia foi classificada como subjetiva, pois a mesma nao foi
medida através de sialometria. O indice periodontal foi de 2.47, 2.42 e 2.14
respectivamente. Foi percebida uma diferengca significativa entre os pacientes
irradiados e os individuos do grupo controle quanto ao indice CPO (cariados,
perdidos e obturados).

Faloni et al. (2005) ao revisarem a literatura e relatarem um caso clinico
salienta que procedimentos periodontais sao indispensaveis para a adequac¢ao do
meio bucal do paciente previamente a radioterapia, tendo em vista que no caso
apresentado o individuo mostraram condicées periodontais estaveis durante o
tratamento radioterapico, provavelmente devido ao acompanhamento do
Cirurgiao-dentista para a manutencao das condicoes ideais de higiene oral.

Escoda-Francoli et al. (2011) ao avaliarem as condi¢des orais de pacientes
em tratamento contra o cancer oral, afirmam que de 6 pacientes que se
submeteram a radioterapia apenas 1 fez o tratamento dentario de adequacéao
prévia. Constataram também que entre 12 pacientes que estavam em tratamento
(cirurgia, quimioterapia e/ou radioterapia) 6 apresentavam doenca periodontal

ativa.

2.4. Caracteristicas do dente incisivo e ligamento periodontal do rato

albinus wistar

Os roedores possuem dentes incisivos de crescimento e erupgao continuos
e para que isso seja possivel, o 6rgdo dentario permanece ativo durante toda a
vida no animal e é responsavel pela formagcao dos tecidos dentais e periodontais.
Esses dentes apresentam-se revestidos de cemento e ligamento periodontal

apenas nas faces mesial, lingual e distal, sendo a face vestibular ou bucal do
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dente revestida por um tecido periodontal relacionado ao esmalte. No ligamento
periodontal propriamente dito sdo observadas, através do microscopio de luz,
duas regibes caracteristicamente distintas, a regido adjacente ao cemento e a
regiao adjacente ao osso (Beertsen & Everts, 1977).

A caracteristica que distingue mais marcantemente as duas porcdes do
ligamento periodontal dos ratos é a presenca de vasos sanguineos na regido do
ligamento mais préxima ao osso alveolar. Dentre essas faixas encontra-se a area
intermediaria, que devido ao metabolismo de crescimento continuo é a que
apresenta uma menor organizagcdo molecular (Komatsu et al.,2002). Sodek &
Ferrier (1988) afirmam que o ligamento periodontal das extremidades préximas ao
0ssO e ao dente é mais estavel quando comparado a por¢ao intermediaria que
sofre uma remodelacao rapida e constante.

O alinhamento e conteldo das fibras colagenas aumenta em direcao a
regiao incisal, quando comparada as regides basais que estdo mais proximas a
regiao odontogénica. Segundo Chiba et al. (1990) e Komatsu (1998) isso resulta
no aumento da forca mecanica do ligamento nesta mesma direcdo, da regiao

odontogénica a regiao incisal.
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3. Proposicao

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da radiagcao ionizante sob o
ligamento periodontal do dente incisivo de rato albinus wistar, analisando:
1) Resisténcia das fibras do ligamento periodontal a forga de intrusao, por

meio de teste de forga;
2) Organizagao do colageno do ligamento periodontal, por meio da analise

de birrefringéncia.
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4. Material e métodos

Para a realizacdo desta pesquisa, foram utilizados 30 ratos machos
(albinus wistar), com idade entre oito e dez semanas, advindos do Biotério central
da UNICAMP. Estes animais foram mantidos em gaiolas, em ambiente com
temperatura e umidade controladas, e alimentados a base de racao apropriada e
agua ad libitum. A presente pesquisa somente foi iniciada apds aprovacao do

Comité de Etica em Pesquisa Animal da Unicamp sob protocolo de n? 2531-1.
4.1. Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos: Grupo controle
(animais que nao foram submetidos a radioterapia) e Grupo irradiado (animais
submetidos a dose Uunica de radioterapia de 15Gy na regido de cabeca e
pPescoco).

A - Grupo controle: 15 animais.
B - Grupo irradiado: 15 animais.
4.2. Processo de irradiacao

Anteriormente a realizacdo do procedimento de irradiacdo dos animais,
todos eles foram devidamente anestesiados, via peritoneal, com 80 mg/kg de
Cloridrato de Ketamina (Dopalen®, Agribrands do Brasil Ltda, -z Paulinia, Sao
Paulo, Brasil) e 8 mg/kg de Cloridrato de Xylasina (Rompum®, Bayer S.A., Sao
Paulo, SP, Brasil). Os animais do grupo irradiado (Grupo B) receberam dose Unica
de 15 Gy de radiacdo X, a partir de um acelerador linear (Clinac 6/100®, Varian)
com distancia focal de 1 metro (Figura 1). A colimacéo foi feita de forma que
apenas a regiao de cabeca e pescoco fosse irradiada (Figura 2). Todos os animais
foram sacrificados 14 dias apés a irradiagdo. Um animal do grupo irradiado morreu
antes do momento do sacrificio.
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Figura 1 — Animais posicionados na mesa com
distancia focal de 1 metro.

Figura 2 — Colimacao para cabeca e pescogco do
animal.

4.3. Teste de forca (Medicao da forca de resisténcia a intrusao)

Apoés o periodo experimental, 7 animais do grupo irradiado e 8 animais do
grupo controle foram sacrificados por deslocamento cervical sob anestesia. As
hemimandibulas foram removidas e, utilizando a maquina de ensaio universal
(Instron/ mod 4411, Massachusetts, USA) os incisivos inferiores foram intruidos no
alvéolo até o rompimento das fibras de ancoragem, que ligam o dente ao 0sso

alveolar no ligamento periodontal, determinando a forca ténsil deste tecido (Figura
13



3 e 4). Este procedimento foi realizado em 14 hemimandibulas do grupo irradiado
e 16 do grupo controle, sendo que um par de hemimandibulas do grupo controle
foi excluido apéds ter sido comprometido durante o processo, totalizando ao final 14
hemimandibulas para cada grupo. As medidas foram realizadas utilizando a
maquina de ensaio universal, na grandeza de Newton/segundo, e anotadas para

posterior analise estatistica.

Figura 3 — Teste de forga.
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Figura 4 — Detalhe
do teste de forca.

4.4. Analise da organizacao do colageno (Microscopia de polarizacao)

Os sete animais restantes de cada grupo (controle/irradiado) foram
sacrificados por perfuséo (Figura 5), utilizando o fixador de Karnovsky modificado
em tampao fosfato (0,1M/ pH 7,3/ paraformaldeido 2%/ glutaraldeido 0,25%), e as
hemimandibulas removidas e armazenadas no fixador de imersdo de Karnovsky
modificado em tampéo fosfato (0,1M/ pH 7,3/ paraformaldeido 4%/ glutaraldeido
0,5%). Apds descalcificacdo em EDTA (Acido Etileno Diaminotetracético) com
concentracao de 4,13%, um fragmento de cada hemimandibula, correspondente a
regiao adjacente a face mesial do 12 molar (Figura 6), foi desidratado em solugdes
crescentes de etanol. Em seguida realizou-se a diafanizacdo e inclusdo em
Paraplast Plus: Tissue Embedding Medium® (McCormick TM Scientific, Leica
Biosystems, St. Louis LLC, USA) e posteriormente o fragmento foi seccionado em
cortes transversais com espessura de 10 um utilizando um micrétomo Leica RM
2155 (Leica, FlUssigkeit, Germany), de acordo com o protocolo estabelecido pela
disciplina de Histologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP.
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Figura 5 — Sacrificio por perfusdo com solugéo de Karnovsky.

Figura 6 — Regiao mais anterior intradssea do
dente incisivo.

Apés a desparafinizagdo e hidratagdo dos cortes, os mesmos foram
analisados utilizando microscopia de luz polarizada. As laminas foram montadas
em agua como meio de embebicao (de acordo com protocolo ja estabelecido pelo
mesmo laboratério) e ap6s 30 minutos foi realizada mensuragao de retardo o6tico.
Para cada animal foram criadas seis laminas contendo, cada uma delas, 3 cortes.

Ao final o melhor corte de cada lamina foi escolhido e analisado. O ligamento
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periodontal das faces mesial, lingual e distal foi analisado, na sua porgéo junto ao
cemento e junto ao osso, utilizando o microscopio Leica DM LP (Leica
Microsystems) equipado com: filtros de polarizagdo, compensador Brace-Kéhler
(Wild Leitz, Wetzlar, Germany) e luz policromatica. Em cada regido selecionada, a
medicao foi realizada trés vezes consecutivas e a média obtida foi utilizada nas

analises estatisticas.

A analise realizada sob a luz polarizada permite a avaliacdo da
birrefringéncia das fibras colagenas. Para tal, faz-se necessario a mensurac¢ao do
retardo optico do ligamento periodontal, que consiste no valor relativo entre o
maior e o menor brilho de birrefringéncia do tecido. Para que a medigéo fosse feita
de forma mais precisa, areas restritas foram analisadas separadamente em seis

pontos de cada corte, de modo a abranger o ligamento como um todo.

A figura 7 ilustra cortes transversais corados em HE da regido de interesse.
Apesar da analise de birrefringéncia do colageno do ligamento periodontal (Figura
8) ter sido avaliada em seis areas distintas, a andlise estatistica foi realizada
baseando-se no agrupamento desses dados para melhor representacdo do

ligamento periodontal como um todo.
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Figura 7 — Cortes transversais corados em HE da mandibula do
rato. A com aumento de 2,5x. B (mesial), C (lingual) e D (distal),
em aumento de 10x, com retangulos localizando as por¢des do
ligamento periodontal que foram analisadas. LPO — ligamento
junto ao osso alveolar e LPD — ligamento junto ao cemento
dentario.

Fig. 8 — Cortes transversais da mandibula do rato sob a luz polarizada. A com aumento de 2,5x.
B com aumento de 10x regido lingual com brilho maximo. C com aumento de 10x regido lingual
com brilho minimo.
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4.5. Processamento dos dados

Os grupos foram comparados estatisticamente utilizando o teste t pareado
de Student. Coeficientes de correlagdao de Pearson (R) foram calculados para
detectar correlagbes estatisticas entre os indices de polarizacao e resisténcia. O
nivel de significancia adotado para este estudo foi de 5% (p<0,05). Os dados
foram analisados usando o programa estatistico SigmaStat para Windows (versao
3.5; Systat Software Inc, Erkrath, Alemanha).
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5. Resultados

Observou-se que os animais do grupo irradiado apresentaram alopecia
(Figura 9) e perda de peso.

Figura 9 — Regido de perda de pelo
(alopecia).

Todos os animais foram pesados no dia da radioterapia e observou-se uma
média de peso de 334 gramas. No momento do sacrificio todos os animais foram
pesados novamente, a média de peso do grupo controle foi de 352 gramas, ja a
do grupo irradiado foi de 281 gramas, o que demonstra que 0s animais que
sofreram a intervencao nao sé deixaram de ganhar peso como perderam cerca de

50 gramas do seu peso inicial.

Nas laminas coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) (Figura 10) pode-se
observar uma aparente diminuicdo do numero de células no ligamento
peridodontal dos incisivos dos ratos irradiados, além de uma alteragdo na
orientacdo das mesmas, as quais normalmente seguem uma orientagdo paralela

as fibras colagenas.
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Fig. 10 — Cortes transversais da mandibula do rato corados com HE e em
aumento de 10x. A, B e C Animais do grupo controle. D, E e F Animais do
grupo irradiado.

21



5.1. Teste de forca (Medicao da forca de resisténcia a intrusao)

A tabela 1 e figura 11 evidenciam a média dos valores da for¢ca necessaria
para executar a intrusdo do dente incisivo, equivalendo a resisténcia do ligamento
periodontal. Os resultados revelaram diferengcas estatisticamente significantes
entre os grupos (p<0,001), evidenciando que uma forca maior foi necessaria para
intrusdo dos dentes incisivos do grupo controle, traduzindo em maior resisténcia
do ligamento periodontal desses animais.

Tabela 1 — Média (tdesvio padrao) da forga
necessaria para a intrusdo dos incisivos de

cada grupo.

Grupo Controle Irradiado

6,989 4,675
(+1,086)  (+0,766)

*foi encontrada diferenca estatistica entre

Resisténcia(N/s)

0S grupos.
9 -
8 -
7 -
vy
[=]
N
M5 - H Contrcle
<
s 4 - M Irradiado
)
53
z
2 -
1 -
0 -

Figura 11 — Grafico demonstrado as médias (+desvio
padrao) da forgca necessaria para a intrusdo dos incisivos
de cada grupo. O teste t de student foi utilizado com um
p<0,001.
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5.2. Anadlise da organizacao do colageno (Microscopia de polarizacao)

A tabela 2 e figura 12 ilustram a média dos valores de retardo 6tico de cada
grupo com diferenca estatisticamente significante (p<0,001). Observou-se que a
média do grupo controle foi maior que a do grupo irradiado, ou seja, as fibras

colagenas do primeiro se mostraram mais organizadas.

Tabela 2 — Média (xdesvio padrao) dos
valores de retardo 6tico do colageno de cada

grupo.

Grupo Controle  Irradiado

Polarizagao 14,310 9,491
(nm) (x1,322) (£0,506)

*foi encontrada diferenca estatistica entre os
grupos.

18,000 -
16,000 -
14,000 -
12,000 -
10,000 -
8,000 -
6,000 -
4,000 -
2,000 -
0,000 -

W Controle

B [rradiado

Nandmetros

Figura 12 — Gréfico demonstrado as médias (+desvio
padrdo) dos valores de retardo 6ético do ligamento
periodontal dos incisivos de cada grupo. O teste t de
student foi utilizado com um p<0,001.
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Através dos coeficientes de correlagdo de Pearson uma forte correlagao foi
encontrada entre os resultados dos testes (resisténcia/polarizagao) em cada grupo
(controle/irradiado) testado (R = 0,683; p < 0,001).
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6. Discussao

No presente estudo os animais do grupo irradiado foram submetidos a
radioterapia sob a dose de 15 Gy, administrada em um Unico momento. Nos dias
subsequentes pdde-se perceber que os ratos tiveram um decréscimo no peso.
Skougaard & Carsten (1978) relatam que os animais irradiados no seu estudo
perderam peso nos primeiros dias apds a intervencao e sé voltaram a recuperar
14 dias apoés. Araujo (2010) também constatou a perda de peso nos animais que
receberam 15 Gy em dose uUnica. Medak (1987) ao avaliar as alteragcées nos
tecidos bucais de macacos irradiados, percebeu a ocorréncia de eritemas na
mucosa oral e a diminuigdo do volume de alimento diario consumido pelos
animais, com consequente perda de peso.

Em nosso estudo, observou-se a ocorréncia de alopecia na regiao do
pescoco de todos os animais irradiados bem como hiperemia na mucosa oral.
Alguns estudos também citam a ocorréncia de alopecia e queimadura como
efeitos adversos da irradiacdo de cabecga e pescogo e ressaltam a caracteristica
dose dependente do aparecimento dessas lesdes (Ubios et al., 1992; Kaste et
al., 2009). Medak (1978) também relata alteracbes na pele dos macacos
irradiados.

A irradiacédo de 15 Gy em dose unica é considerada relativamente alta.
Porém é compativel com os tratamentos antineoplasicos de cabega e pescogo que
usam uma dose fracionada de 54 Gy (27 sessdes com 2 Gy cada uma) (Niehoof et
al., 2008). Em humanos a dose é fracionada para que o organismo tenha tempo
para se recuperar, mesmo que parcialmente, dos efeitos adversos da radioterapia,
tendo em vista que além de ter o objetivo curativo ou remissivo da doenga, a
qualidade de vida do paciente também € determinante na escolha da intensidade
e duracao do tratamento.

A dose foi escolhida por existirem trabalhos que defendem que esta seja

uma dose suficiente para causar as alteragdes estudadas em diferentes tipos de
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tecidos e que nao causa a morte do animal (Coppes et al., 2001; Boraks et al.,
2008). Com doses mais altas de radiacdo os efeitos adversos e
consequentemente as alteracdes histoldgicas ficam mais perceptiveis (Sweeney et
al.,, 1977; Leeet al., 1989).

Entretanto, existem estudos nos quais 0s pesquisadores submeteram os
animais a uma dose maior de radiacao e tiveram sucesso em suas analises, bem
como Niehoff et al. (2008) que avaliaram a acao da dose uUnica de 20Gy por
braquiterapia em ossos e dentes de ratos. Os animais foram sacrificados 100 dias
apds a radiacao e observou-se que a dose foi bem tolerada e que duas semanas
apoés a radioterapia foi notada alopécia no lado direito e reducao do incisivo inferior
direito.

Dentre as fases de desenvolvimento do ligamento periodontal, esta a fase
de organizagao das fibras, esta, sé acontece completamente quando o dente oclui
com o0 seu antagonista. No incisivo do rato, o ligamento periodontal com as fibras
efetivamente organizadas esta situado na regido adjacente a crista alveolar, tendo
inicio na altura da face mesial do primeiro molar (Sloan, 1981; Silva & Merzel,
2004). Essa porcéao do tecido foi escolhida para andlise neste trabalho por conter
as caracteristicas maduras da estrutura.

Foi encontrada uma forte correlagdo entre os resultados dos testes
(resisténcia/polarizagdo) em cada grupo (controle/irradiado) testado. Os animais
do grupo controle mostraram ter o ligamento periodontal mais resistente, com uma
satisfatéria organizacdo de colageno. Em contrapartida, os animais irradiados
tiveram um decréscimo na forca do ligamento periodontal e na organizacao das
fibras colagenas, ou seja, a radiacao interferiu na formacao e disposi¢cdo dessas
fibras, que por consequéncia tiveram a sua funcao de ancoragem enfraquecida.

O periodonto € sensivel aos efeitos da radiacdo em altas doses (Wright,
1987; Marx & Johnson, 1987; Arcuri & Schneider, 1992). Autores que relacionaram
a funcéo a forca do ligamento periodontal sugerem que a rapida remodelacao que
ocorre nas fibras pode estar diretamente ligada a diminuicdo da forca de
ancoragem do tecido (Kanoza et al., 1980) bem como a desorganizacao das fibras
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colagenas pode estar associada a essa perda de forgca (Tsuruta et al., 1982). Em
concordancia, Epstein & Stevenson-Moore (2001) afirmam que a radiagdo afeta a
capacidade de remodelagdo, tanto dos tecidos 6sseos como dos tecidos moles,
alterando também os padrbées de celularidade e vascularizagdo. Epstein et al.
(1998) documentaram a perda de suporte periodontal e consequente perda
dentaria de pacientes submetidos a doses elevadas de radiagao.

Omar (2011) ao avaliar os efeitos no ligamento periodontal provocados pela
alteracado funcional e a contencdo dos dentes incisivos de ratos albinus wistar
também encontrou uma relacdo direta entre a organizacdo do colageno e a
resisténcia do ligamento periodontal, ou seja, quanto mais desorganizado o
colageno, menor a resisténcia ao movimento eruptivo 0 que consequentemente
acelera a taxa de erupgdao. O mesmo detectou a presenca aumentada MMP-2
(matrix metalloproteinase-2), que € uma enzima responsavel pela quebra da
matriz extracelular, no grupo que apresentava o ligamento peridontal com
resisténcia e organizacdo diminuidas. Portanto, afirma que existe uma intima
relagdo entre o aumento da atividade de MMP-2 e a desorganizacao do colageno
com consequente decréscimo da resisténcia.

Além da alteragdo da atividade das metaloproteinases no metabolismo do
ligamento periodontal, outra vertente interligada e que deve ser ressaltada na
busca de explicagdo para tais mudancgas na resisténcia e organizagdo das fibras
colagenas € a vertente inflamatéria. A MMP-9 (matrix metalloproteinase-9) é mais
frequentemente encontrada em periodontos inflamados (Lorencine et al., 2009).
Omar (2011) detectou a presenca dessa enzima apenas no grupo em que 0S
dentes estavam contidos, supostamente por uma inflamacao devido ao trauma
provocado no momento de instalacdo da contencdo. Ou seja, a inflamacéao
mostrou ser um dos fatores que possivelmente influenciaram na debilitagdo do
ligamento periodontal.

Sabe-se que a radiacao provoca comprovadamente a inflamacao de outros
tecidos orais, bem como nos casos de mucosite, em que a mucosa oral encontra-
se inflamada. Tendo em vista que a mucosa oral é um tecido com alta taxa
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metabdlica, o que a torna altamente susceptivel aos efeitos adversos da
radioterapia, e que o tecido periodontal do incisivo de rato também apresenta essa
caracteristica, torna-se possivel que a presenga de inflamacgao radioinduzida tenha
contribuido com a diminuicdo da resisténcia e desorganizacdo das fibras
colagenas do tecido.

A radioterapia de cabega e pescogco parece produzir alteracdes
morfolégicas e histoldégicas no periodonto. Estas alteragdes podem incluir a
reducdo da atividade osteoblastica, osteoclastica e ostedcita (decréscimo da
capacidade de remodelagédo), bem como a diminuicdo da vascularizacdo e da
resposta inflamatéria do tecido (Vissink et al., 2003; Meraw & Reeve, 1998) O
aumento da perda de insercao periodontal que ocorre com o tempo, em pacientes
tratados com radioterapia da regido, € um achado comum dentre os estudos
publicados, porém este é considerado uma consequéncia da associacao da
radioterapia a outros fatores, tais quais: o acumulo de biofilme e alteracdes
sistémicas na resposta inflamatéria do hospedeiro (Markitiziu et al., 1992; Marques
et al., 2004).

Tendo em vista que o ligamento periodontal é formado continuamente nos
roedores, a condicdo de debilidade do tecido pode ser reversivel, quando novas
células (formadas ap6s o momento da irradiagdo) compuserem esse novo
ligamento periodontal as caracteristicas de normalidade podem ser resgatadas. E
0 que pressupde o autor Sodek (1976) ao afirmar que existe uma rapida mudanca
do colageno no ligamento periodontal. Skougaard & Carsten (1978) salientam a
consideravel importancia do metabolismo do colageno na fisiologia do periodonto
e afirma que o equilibrio entre a destruicdo e neoformagéo de colageno € o que
mantém a efetividade das funcdes do tecido.

Os efeitos colaterais da radioterapia de cabeca e pescogo interferem
significativamente na qualidade de vida dos pacientes (Lazarus, 2006). Cada vez
mais a preservacao do bem estar do paciente esta sendo levada em consideracao
na escolha dos tratamentos frente as neoplasias malignas. Os efeitos da

radioterapia sdo conhecidos e necessita-se de estudos experimentais que se
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proponham a estudar uma forma eficaz de ameniza-los. Quanto as condi¢oes
bucais, existem medidas preventivas que podem e devem ser realizadas antes do
inicio do tratamento. Segundo Silverman (1999), o periodonto pode ser mantido
em étimas condigbes através de procedimentos periodontais de rotina, sendo
necessario ter uma atencao especial com os procedimentos prévios a irradiagao,
especialmente com estado dentario geral, técnicas de higiene oral, motivacao e
capacidade de cooperagao por parte do paciente. Epstein & Stevenson-Moore
(2001) ressaltam que durante a terapia antineoplasica, a pré-existéncia da doenca
periodontal pode exacerbar as complicacdes locais e sistémicas do paciente.
Magalhdes et al. (2002) concordam que um protocolo de prevencao deve ser
instituido antes da radioterapia.

Tendo em vista que alteracdes significativas na resisténcia e organizacao
do colageno foram encontradas na regido analisada do incisivo de ratos albinus
wistar, alteragbes essas provocadas pela radioterapia com dose de 15 Gy, este
estudo pode servir de modelo para futuras pesquisas que visem analisar a eficacia
de substancias radioprotetoras que minimizem ou mesmo barrem os efeitos
adversos da radiacao ionizante sobre o ligamento periodontal.

Novos estudos também devem ser realizados com o intuito de analisar,
mais especificamente como a radiagdo alterou a organizacdo do ligamento
periodontal, pela medicdo da quantidade ou atividade das metaloproteinases, bem
como pela analise das altera¢des estruturais nos fibroblastos ou mesmo a redugao

do numero destes, dentre outros testes disponiveis.
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7. Conclusao

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

1) A radiagao ionizante diminuiu a resisténcia do ligamento periodontal dos

dentes incisivos dos ratos a forga de intrusao aplicada;

2) A radiagao ionizante provocou a desorganizagao das fibras colagenas
do ligamento periodontal dos dentes incisivos dos ratos.
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