Amanda Maria Medeiros de Araujo

AVALIACAO DO EFEITO RADIOPROTETOR DA
VITAMINA E NA TAXA DE ERUPCAO DENTAL EM
RATOS IRRADIADOS

Piracicaba
2013



i1



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

AMANDA MARIA MEDEIROS DE ARAUJO

AVALIACAO DO EFEITO RADIOPROTETOR DA VITAMINA
E NA TAXA DE ERUPCAO DENTARIA EM RATOS
IRRADIADOS

Orientador: Prof. Dr. Pedro Duarte Novaes

TESE DE DOUTORADO APRESENTADA A
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE
PIRACICABA DA UNICAMP PARA OBTENGAO
DO TITULO DE DOUTORA EM RADIOLOGIA
ODONTOLOGICA NA AREA DE RADIOLOGIA
ODONTOLOGICA.

Este exemplar corresponde a versao final da
Tese defendida pela aluna Amanda Maria
Medeiros de Araujo e orientada pelo Prof. Dr.
Pedro Duarte Novaes.

Assinatura do Orientador

Piracicaba, 2013

11



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
JOSIDELMA F COSTA DE SOUZA — CRB8/5894 - BIBLIOTECA DA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA DA UNICAMP

Araujo, Amanda Maria Medeiros de, 1984-

Ar15a Avaliacdo do efeito radioprotetor da Vitamina E na taxa de
erupcao dentaria em ratos irradiados / Amanda Maria Medeiros
de Araujo. -- Piracicaba, SP : [s.n.], 2013.

Orientador: Pedro Duarte Novaes.
Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas,
Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

1. Radiagao ionizante. I. Novaes, Pedro Duarte,
1960- Il. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Odontologia de Piracicaba. Ill. Titulo.

Informacoes para a Biblioteca Digital

Titulo em Inglés: Evaluation of radioprotective effect of vitamin e on rate of
tooth eruption in irradiated rats

Palavras-chave em Inglés:

lonizing radiation

Area de concentracao: Radiologia Odontol6gica
Titulagéo: Doutora em Radiologia Odontoldgica

Banca examinadora:

Pedro Duarte Novaes [Orientador]

Nadia Fayez Omar

Juliana dos Santos Neves

Maria Luiza dos Anjos Pontual

Deborah Queiroz de Freitas Franca

Data da defesa: 18-02-2013

Programa de Pés-Graduacao: Radiologia Odontol6gica

iv




\‘"” UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
¢‘\’ Faculdade de Odontologia de Piracicaba
UNICAMP

| Y

A Comissdo Julgadora dos trabalhos de Defesa de Tese de Doutorado, em sessio publica
realizada em 18 de Fevereiro de 2013, considerou a candidata AMANDA MARIA MEDEIROS DE
ARAUJO aprovada.

~ ‘
/ /‘) p L"L"‘ )

_Prol, Br. PEDRO DUARTE NOVAES

///":-"7":'/'(['& /// A

Profa, Dra. NADIA FAYEZ OMAR

\n\'f\’-.‘ Q) '-\\ » ‘v\'.«.\"."- Y U

\\ Profa. Dra. JULIANA DOS SANTOS NEVES

4

\

“‘A' {"1‘1"!‘(”' Hi)v"ﬂ\/( ‘ /{{1 A .v\(\ A )

Profa. an. MARIA LUIZA DOS ANJ?S PONTUAL

"j AN 'l .r/u,
Profa, Dra. DEBORAH QUE'ROZ DE FREITAS FRANCA




vi

A minha familia, meus amados:
pais Osvaldo e Neta
e irmdos Aline e Alisson,

dedico este trabalho!!!



Agradecimento Especial

Ao meu querido professorzinho do coragdo... ¥ Meu estimado orientador, exemplo
de vida, que me permitiu construir uma historia académica ao seu lado. Professor Pedro, o
senhor sabe o quanto te admiro e respeito. Muito obrigada pela confianga e carinho!!!

vii



Agradecimentos aos Professores

Ao professor Or. Pedro Duarte Novaes pelo carinho, atengdo, sinceridade,
receptividade, confianca em mim depositada, enfim, por ser uma pessoa tdo importante na
minha vida!!! Foi uma honra ter sido sua orientada!

A professora Dra. Maria Luiza dos Anjos Pontual, mais do que uma eterna
orientadora, uma querida amiga que serviu de inspiragdo para o meu futuro.

A professora Dra. Solange Maria de Almeida por me receber com carinho e estar
disponivel em importantes momentos que tanto precisei. Muito obrigada!

Ao professor Dr. Frab Norberto Béscolo pelo carinho, atengdo e disponibilidade
dispensadas, me ensinando com a sua experiéncia. Eu ndo estaria hoje aonde cheguei sem
sua ajudall!

Ao professor Dr. Francisco Haiter Neto pela inestimdvel oportunidade de
trabalhar juntos. Seus conhecimentos me ajudaram a crescer mais e mais a cada dia.

A Professora Dra. Glducia Maria Bovi Ambrosano, pela sua dedicacio e
competéncia para realizar as andlises estatisticas. Obrigada por estar a nossa disposicdo
mesmo sempre muito ocupada!

Ao Professor Dr. Marcelo Rocha Marques, pela sua constante ajuda, sorrisos e
disponibilidade em vdrios momentos em Piracicaba.

A Professora Dra. Deborak Queiroz de Freitas pelo carinfio, atencdo e simpatia em
todos os momentos.

viil



Agradecimentos Especiais

A Deus que sempre esteve me vigiando e protegendo. Obrigada Senhor por sempre
me ouvir e acalmar. E a Nossa Senhora Mde de Deus por me escutar e atender em
momentos tdo valiosos.

A Faculdade de Odontologia de ®Piracicaba pela incrivel oportunidade de
crescimento tanto pessoal quanto profissional.

Aos meus queridos pais, Painho e Mainha (Osvaldo e Neta), pelo amor, carinfio e
apoio durante estes anos que fiquei longe de casa. Apesar de a saudade apertar e de
momentos dificeis surgirem, vocés sempre estavam ao meu lado, para me guiar, ajudar e
incentivar. Amo muito vocés!!!

A minha tia avd, Beza, por todo o amor e carinho. Amo vocé!

Aos meus amados irmdos, Aline e Alisson, por suportarem as dificuldades na minha
auséncia, por me amarem e me apoiarem em todos os momentos que necessitei. E é claro, ao
meu querido cunhado Ranteri, pelo carinho e confianga.

Ao meu amado Jonas por me ajudar, escutar, incentivar e amar. Sua ajuda foi
essencial para esta conquista. Obrigada!

A maravilhosa e fiel amiga, Julianna Joanna, que sempre me ajudou, apoiou e
escutou tanto nos bons quanto nos maus momentos em Piracicaba. Seu suporte e amizade
permitiram que eu chegasse até aqui. Obrigada!

Aos queridos amigos do “doutorado velho”, Daniela, Matheus, Luciana e Carolina,
que mais do que instrutores, se tornaram grandes amigos que tenho certeza sempre poder
contar.

Aos amigos do Doutorado e antigo Mestrado, MoniRelly, Débora Tdvora, Maria
Beatriz, Laura, Frederico, Luana, Isabela, Manuela e Carla Kfamt que transformaram a
estadia em Piracicaba, mais do que uma fase, uma vida em familia. Vocés fazem parte de
momentos maravilhosos da minha vida.

iX



A Luciane, que ajuda é uma palavra pequena comparada ao apoio que me deu. Sua
atengdo, carinho e simpatia sdo caracteristicas marcantes, te admiro demais. Muito
obrigada!

A Waldeck, Fernando e Giselda, pela incrivel colaboragdo e aprendizado que tive
na Clinica de Radiologia. Momentos maravilhosos e inesqueciveis juntos...

A Li, Cidinka, Gustavo, Nddia, Zé e Juliana, pelo carinho, atengdo, amizade e
tantos momentos de risadas. Muito obrigada!

As minhas queridas e eternas amigas, Adriana, Fernanda, Laiza, Camilla e
Juliana, que sempre torceram e acreditaram em minha vitdria.

Agradecimento especial a Carolzinha e Carlota que me ajudaram em momentos
essenciais no desenvolvimento desta pesquisa, como sequrando os animais, fazendo
medidas e até mesmo [impando as caixas. Obrigada!

A Professora Dra. Flidvia Maria, pelos conselhos e orientacdes, prestando valiosas
informagoes para a realizacdo desta pesquisa.

Ao Hospital dos Fornecedores de Cana de Piracicaba, pela oportunidade da
realizagdo da pesquisa.

Aos funciondrios do Biotério, Fdbio, Wanderley e Flor, que trataram tdo bem dos
meus queridos ratinhos.

A todos os parentes e amigos que estiveram sempre disponiveis quando precisei... E
que sempre aceitaram oS atrasos com um Sorriso no rosto.

A todas as pessoas que participaram, contribuindo para a tealizacdo deste
trabalho, direta ou indiretamente, meu agradecimento.



xi

“O mundo estd nas mdos daqueles
que tém a coragem de sonhar e
de correr o risco de viver seus sonhos”

Paulo Coelho



RESUMO

O objetivo neste trabalho foi avaliar, por meio de andlise histoldgica e taxa de erupgao
dentdria, o efeito radioprotetor da vitamina E na regido odontogénica de incisivos de ratos.
Foram utilizados 40 ratos machos (Rattus norvegicus, Albinus Wistar), os quais foram
divididos aleatoriamente em quatro grupos: controle (C), radioterapia (R), radioterapia +
6leo de oliva (RO) e radioterapia + 6leo de oliva + vitamina E (ROV), nos quais os animais
dos grupos experimentais receberam doses tnicas de 15 Gy de radioterapia por raios X na
regido de cabeca e pescogo. A taxa de erupcdo dentdria foi medida em todos os animais
durante 14 dias e os resultados avaliados estatisticamente utilizando o procedimento PROC
MIXED (p<0,05). Os ratos submetidos a radioterapia apresentaram queimaduras, alopécia e
perda de peso no dia do sacrificio. Constatou-se diminui¢do da taxa de erup¢do dentdria dos
grupos experimentais R e RO a partir do sexto dia apds a radioterapia em relagdo ao grupo
controle. A partir do décimo dia apds a radioterapia ocorreu diminui¢do na taxa de erupgao
dentaria de todos os ratos experimentais em relacdo ao controle. No inicio da regiao
odontogénica dos grupos que foram submetidos a radiagdo, observou-se uma aparente
redu¢do na populacdo celular da regidao do foliculo adjacente a face lingual do 6rgao
dentério, quando comparado ao grupo controle e altera¢des na formacgdo da alga epitelial
independente do tratamento aplicado. Na regido odontogénica correspondente a face distal
do terceiro molar, foi possivel identificar intensa destrui¢do com visivel reducdo no
tamanho do 6rgdo dentdrio provocada pela falta de producdo de esmalte e dentina, presenca
de um grande vaso e hemorragia. Dentro das condi¢des experimentais utilizadas, concluiu-
se que, apesar de histologicamente ndo haver evidéncia de protecdo, a vitamina E

demonstrou leve acao radioprotetora na taxa de erup¢do dentdria em ratos.

Palavras Chave: Radiagdo ionizante, Radioprotetores, Vitamina E.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate, by means of histology and rate of tooth
eruption, the radioprotective effect of vitamin E in odontogenic region of rat incisors. A
total of 40 male rats (Rattus norvegicus, Albinus Wistar), which were randomly divided
into four groups: control (C), radiotherapy (R), radiation + olive oil (RO) and radiotherapy
+ olive oil + vitamin E (ROV), in which the animals of the experimental groups received
single doses of 15 Gy of X-ray radiation in the head and neck. The rate of tooth eruption
was measured in all animals for 14 days and the results statistically analyzed using PROC
MIXED (p< 0.05). Rats treated with radiotherapy had burns, alopecia and weight loss on
the day of sacrifice. Observed a decrease in the rate of tooth eruption of the experimental
groups R and RO from the sixth day after radiotherapy compared to the control group.
From the tenth day after radiotherapy occurred decrease in the rate of tooth eruption of all
experimental rats compared to control. In the beginning of odontogenic region in the groups
that underwent radiation, there was an apparent reduction in the cell population of the
region adjacent to the follicle lingual dental organ when compared to the control group and
changes in the formation of epithelial handle regardless of the treatment applied these. In
odontogenic region corresponding to the distal face of the third molar, was identified with
intense destruction visible reduction in organ size caused by lack of dental enamel and
dentin production, presence of a large vessel and bleeding. Within the experimental
conditions used, it was concluded that histologically there was no evidence protection,

vitamin E showed mild radioprotective effect on the rate of tooth eruption in rats.

Keywords: Ionizing radiation, Radiation-protective agents, Vitamin E.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que a incidéncia dos tumores em criancas no mundo varie de 1% a
3% do total de casos de cancer. O percentual mediano dos tumores pedidtricos no Brasil
encontra-se proximo de 3%. Como, para o Brasil, em 2012, a excec@o dos tumores da pele
nao melanoma, estimam-se 384.340 casos novos de cancer, depreende-se, portanto, que
ocorrerdo cerca de 11.530 casos novos de cancer em criangas e adolescentes até os 19 anos
(Estimativa 2012: Incidéncia de Cancer no Brasil, 2011).

Virias modalidades de terapias tém sido aplicadas em criangas portadoras de
cancer, as quais estdo associadas a efeitos toxicos resultando em complicacdes a curto e
longo prazo (Jham et al., 2008; Kaste et al., 2009; Lobo & Martins, 2009). A radioterapia
combinada com a cirurgia tem sido a principal modalidade de tratamento para neoplasias de
cabeca e pescoco. Segundo Otmani (2007), esse tratamento combinado tem alcancado altos

indices de cura e aumento da sobrevida dos individuos acometidos.

Como a regido de cabeca e pescoco € uma area complexa composta por
diversas estruturas desiguais que respondem de formas diferentes a radiagdo, existe uma
preocupacdo devido a alta porcentagem de complica¢des orais que podem ocorrer durante

e/ou apds o tratamento radioterdpico sendo dividida em aguda e tardia (Hong et al., 2010).

A radioterapia em cancer de cabeca e pescoco tem sua aplicabilidade e eficacia
em fun¢do de parametros como o tipo histolégico da neoplasia, do local e volume da drea a
ser irradiada, dose, ritmo de aplicacdo, tipo de radiacdo e condi¢des gerais do paciente
(Cardoso et al., 2005; Rosales et al., 2009).

Segundo Albuquerque et al. (2007) e Lopes et al. (2006), as complicagdes
bucais mais frequentes a pacientes submetidos a radioterapia na regido de cabeca e pescoco
e/ou quimioterapia sdo hemorragia, infeccdo, exacerbagcdo de infec¢do preexistente,
mucosite, xerostomia, cdrie de radiacdo e alteracOes na odontogénese. Dentre as alteracdes
na odontogé€nese podem ocorrer hipoplasia de esmalte, parada de desenvolvimento do
orgdo dentdrio, ndo formacgdo de dentes, microdontia e alteracdes na rizogé€nese, tais como

interrupcao, afilamento e alargamento da camara pulpar. Existem estudos sobre o efeito da
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radiacdo em dentes permanentes, sendo que o grau de severidade das lesdes depende do
estdgio de formacdo dentdria, bem como da dose e da extensdo da 4rea irradiada (Kaste et
al., 1994; Campos, 2004; Lopes et al., 2006; Albuquerque et al., 2007; Otmani, 2007).

A denticdo decidua inicia sua formacgdo entre a sexta e oitava semana de vida
embriondria, enquanto os dentes permanentes iniciam entre a vigésima semana intra-uterina
e o décimo més pds-natal, exceto os terceiros molares, que tém a sua formacdo até o quinto
ano de vida. O desenvolvimento dos dentes dura aproximadamente dezesseis anos para ser
completado, sendo um processo muito complexo podendo sofrer vérias alteracdes durante
esse periodo de formacgdo (Ten Cate, 2001; Lesot & Brook, 2009).

Os efeitos da radiacdo ionizante sdo mediados principalmente
pelos radicais livres de oxigénio que sao gerados pela a¢do da radiacdo sobre as moléculas
de agua presentes nos tecidos. Esses radicais altamente oxidantes removem atomos de
hidrogénio de 4cidos graxos, causando a peroxidacdo lipidica com consequentes alteracdes
na permeabilidade e fluidez das membranas, e em dultima instancia, com a morte das
células. Os oxiradicais também induzem quebra na fita de DNA e oxida¢do protéica
(Andrews & Griffiths 2001a, 2001b). Existe uma preocupacdo da equipe multidisciplinar
em manter a melhor qualidade de vida do paciente durante e apds o tratamento

radioterapico, prevenindo sequelas que possam ocorrer.

Algumas substancias podem diminuir a a¢do dos radicais livres formados pela
radioterapia, sendo denominadas de substancias radioprotetoras. A vitamina E € encontrada
em Oleos vegetais (amendoim, soja, palma, milho, girassol, etc.), nozes, folhas verdes,
sementes e graos inteiros, bem como existem também suplementos que fornecem vitamina
E ao organismo, onde nenhum apresenta efeitos colaterais dose-dependente (Brigelius-
Flohé & Traber, 1999; Himmelfarb et al., 2003; Wu & Corft, 2007; Lemaire-Ewing et al.,
2010). E uma substancia responsdvel por efeitos contra a deterioracio das células e contra o
envelhecimento do organismo, além de suas fungdes antioxidantes, a vitamina E ¢é
conhecida por ser parcialmente responsdvel pela regeneracio de todos os tecidos do corpo,
incluindo sangue, pele, ossos, musculos e nervos (Prasad et al., 2002; Shen et al., 2006;

Uchida et al., 2007; Engin, 2009; Birringer, 2010).
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A vitamina E tornou-se uma substincia no estudo da possivel agdo protetora
contra os efeitos adversos da radiacdo ionizante. Como ndo foram encontrados trabalhos
sobre a acdo desta vitamina na taxa de erup¢do dentdria bem como seus efeitos na
odontogénese, realizou-se esta pesquisa com a inten¢do de melhorar a qualidade de vida de

pacientes submetidos a radioterapia.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Atuacao da radioterapia

A radioterapia ocupa um lugar importante no tratamento dos carcinomas da
regido de cabeca e pescoco e destrdi tanto células tumorais como normais (Lobo & Martins,
2009). A radiacdo leva a danos celulares através da indugdo da formacdo de radicais livres.
Efeitos deterministicos causados pela radiacdo agem em tecidos diferenciados que
apresentam menor grau de recuperacdo quando seriamente danificados. Entretanto, esses
efeitos requerem doses maiores para causar dano sério a saide (Langland & Langlais,
2002).

A ressec¢do cirdrgica, radioterapia e quimioterapia, utilizadas isoladamente ou
em combinagdo, sdo as trés mais comuns modalidades utilizadas no tratamento do cancer
de cabeca e pescoco. Embora sejam eficazes na erradicacdo do tumor, também causam
prejuizos aos tecidos adjacentes (Hong et al., 2010). Os prejuizos diretos para as estruturas
orais frequentemente ocorrem a partir da radioterapia e quimioterapia e os danos indiretos
podem também surgir a partir da toxicidade sistémica. Essas complicacdes podem ocorrer
durante e/ou apds o tratamento contra o cancer (Jham et al., 2008).

Rosales et al. (2009) ressaltaram que apesar das vantagens reconhecidas no
tratamento de tumores malignos, a terapia de radiacdo tem vdrios efeitos secunddrios na
regido da cabeca e pescoco e que a avaliagdo das condi¢des orais por um cirurgido-dentista
€ importante para prevenir ou minimizar esses problemas.

O tratamento radioterdpico leva a anormalidades do desenvolvimento
craniofacial, como hipodesenvolvimento maxilar e/ou mandibular e formacao de estruturas
anOmalas mineralizadas. Tanto a quimioterapia quanto a radioterapia podem causar
alteracoes na odontogé€nese como hipoplasia de esmalte, coroas pequenas, anodontia,
microdontia; alteracdes na rizogénese, tais como fechamento prematuro dos 4pices,
afilamento, taurodontia, efeitos esses mais acentuados quando as duas formas terapéuticas

estdo associadas (Campos, 2004; Albuquerque et al., 2007; Otmani, 2007). Os disttrbios
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mais graves na odontogénese sio vistos quando a exposi¢cdo a radiagdo ocorre no inicio da
formacdo e nas fases de diferenciacdo celular. A radioterapia também tem efeito direto
sobre os odontoblastos, diminuindo a capacidade de producdo de dentina reacional,
dependendo da dose e da idade do paciente (Otmani, 2007).

De acordo com Andrews & Griffiths (2001a), a radioterapia para tumores de
cabeca e pescoco ¢ uma modalidade de tratamento vidvel que pode gerar uma vasta gama
de complica¢des dentdrias potencialmente debilitantes. Dentes irradiados podem apresentar
uma descalcificacdo dentdria com maior facilidade, os mecanismos de secre¢do dos
odontoblastos podem ser afetados observando a formagdo de osteodentina, reducdo de
vascularizacdo com fibrose e atrofia; e, atuando nos estagios de desenvolvimentos dentarios
podem alterar o crescimento dentdrio e resultar em irregularidades na dentina e no esmalte.

Em 1951, English & Tullis observaram efeitos patolégicos nos tecidos orais,
glandulas salivares e desenvolvimento dentério de suinos jovens. Radia¢do foi aplicada no
corpo todo com doses de 250 a 800 R e dentes e maxilares foram coletados para andlise
histol6gica. Alteracdes grosseiras foram visualizadas na mucosa oral como hemorragia e
ulceracdes. Glandulas salivares se mostraram os tecidos menos sensiveis a radia¢do, no que
diz respeito a alteracdes histoldgicas. Um tipo caracteristico de hipoplasia no esmalte foi
observado em molares que receberam doses acima de 400 R, logo ameloblastos produzindo
ativamente matriz orginica do esmalte parecem ser sensiveis a radiacdo.

Dale (1953) estudou o efeito histopatolégico da irradiacdo no incisivo de ratos.
Os animais foram divididos de acordo com a idade e a dose de exposicao (controle, 375,
500, 625 e 750 rad) e sacrificados 30 dias ap6s a radiagdo. Observou-se que morreram mais
ratos nos grupos que foram expostos a uma dose maior de radiacdo, bem como a
amelogénese e dentinog€nese foram progressivamente inibidas e o grau de hipoplasia
aumentaram. O esmalte e dentina pré-expostos € o esmalte e dentina hipopldsicos pods-
radiacdo sio facilmente visiveis, observando que a radiacdo causa alteracdes na formacgao
do 6rgdo dentario.

English et al. (1954) avaliaram o efeito da radiacdo ionizante na cavidade bucal.
Ratos foram expostos a 500, 1000 e 1500 rad na regido de cabeca e pescogo e divididos de

acordo com a etapa do estudo e sacrificados apos 100 dias. No grupo 500 e 1000 rad,
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alteracoes dentdrias ndao foram observadas. No grupo 1500 rad, foi observada perda de pélo,
lesdes na pele, alteracdes oculares e de peso, bem como dentais. Microscopicamente
observou-se uma ruptura completa no dente antes e apds a radiacdo. Muitas vezes havia
uma cavidade pulpar grande na parte antes da exposi¢cdo, indicando que odontoblastos
foram destruidos. A drea entre o segmento pré-radioterapia e pds-radioterapia do dente foi
cercado por polimorfonucleares, com uma drea central de necrose. Uma reagdo inflamatéria
foi bem evidente ao longo da por¢do neoformada do dente e grandes massas de cemento
estavam presentes. Na dentina, havia geralmente uma zona em que praticamente nao estava
presente. Constatou-se que ndo parecia haver uma recuperagdo total dos tecidos do dente
formado.

Utilizando 100 ratos, Hansen e English (1957) aplicaram uma radioterapia de
1500 R na regidao de cabeca e pescoco em metade destes animais com a finalidade de
identificar o periodo de sobrevida e crescimento dos incisivos em 16, 24, 39, 48 horas e 3,
5,7,8,9, 10, 11, 16 e 21 dias apds exposi¢ao. No dia seguinte, 18 animais dos 50 que
foram submetidos a radioterapia morreram decorrente de seus efeitos colaterais, outros dois
ratos morreram 9 dias apds. No periodo de 16 e 24 horas apds a radioterapia, ndo foi
possivel observar nenhuma alteracdo dos animais experimentais em relacao ao controle. Na
avaliacdo histologica de 5 dias apds a radioterapia observou-se alteragdo visivel na
amelogénese e odontogénese, também visivel em sete dias, entretanto foi possivel
identificar uma neoformacdo na porcdo apical do epitélio odontogénico. No oitavo dia,
observou-se uma proliferacdo e diferenciacdo celular, € no nono dia ficou visivel uma
regeneracdo dos tecidos dentdrios, sendo visivel a separacdo de um segmento pré-
radioterapia e outro pds-radioterapia. Esta separacdo continuou em 16 e 21 dias sendo que
no ultimo verificou-se uma maior estabilizacio apesar de apresentar algumas
irregularidades. Os autores concluiram que alteragdes severas aconteceram nos tecidos
odontogénicos na dose estudada.

Coady et al., em 1967, estudaram os efeitos da radiagdo gama sobre a taxa de
erup¢do dentdria em ratos. Animais foram submetidos a radiagdo no corpo inteiro com dose
cumulativa de 1200 e 2400 rad. Os incisivos superiores foram marcados logo abaixo na

margem gengival com uma ponta diamantada em uma peca de mdo e sacrificados uma
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semana apds. Nao foi observado diferenca estatistica entre os grupos em relacdo a taxa de
erupcdo. Nao foram observados efeitos sobre a taxa de renovagdo celular e alteragdes
histolégicas nos incisivos, todavia, varios efeitos secunddrios foram observados no final do
incisivo.

Koppang e Stokke, 1969, avaliaram se havia diferengca entre os incisivos
superiores e inferiores de ratos submetidos a radioterapia, com rela¢do a sua sensibilidade.
Foram usados 60 animais aleatoriamente divididos em seis grupos de acordo com a dose de
radiacdo X recebida: 7, 6, 5, 4, 3 e 2 Gy. A radiacdo foi direcionada lateralmente a cabeca
dos animais, de modo a permitir que ambos os dentes fossem atingidos de maneira
semelhante. O tempo de sacrificio foi de 14 dias. Foi possivel observar que a dose minima
utilizada (2 Gy) foi capaz de induzir a formacao de lesdes completas e incompletas na face
vestibular dos incisivos superiores, enquanto que a dose de 7 Gy induziu a formagio de
alteracdes na face lingual dos incisivos superiores e inferiores. Os autores puderam concluir
que a face vestibular apresenta maior radiossensibilidade do que a lingual e que o incisivo
superior € considerado o dente mais radiossensivel.

Em 1975, Horn et al. compararam os efeitos de doses fracionadas e tnicas de
radiacdo X no incisivo de ratos. Foram divididos de acordo com a dose administrada:
controle, dose unica de 1500 R, 3 doses totalizando 2400 R, 5 doses totalizando 2690 R.
Foi possivel observar radiograficamente que o incisivo superior foi afetado em todos os
periodos experimentais. Nos ratos que receberam doses fracionadas foi visualizada uma
interrupcao na formagdo dental entre o terco basal e médio, nos que receberam dose unica a
interrupcdo aconteceu com renovacio e formacgdo dentdria. As dreas de interrup¢do nos
grupos com doses fracionadas mostravam interrup¢do na aposicao de dentina, lacunas de
reabsor¢do, necrose e desaparecimento do germe dentdrio. No grupo de dose unica de 1500
R ocorreu formagdo de barreira calcificada no local da interrup¢do, diferenciacdo dos
ameloblastos e odontoblastos em dreas isoladas e tecido odontogénico da drea basal
semelhante ao normal. Concluiu-se que doses tnicas de raios X s@o menos prejudiciais que
doses fracionadas.

Sweeney et al. (1977) avaliaram o efeito da radiacdo sobre os dentes de ratos

albinos em desenvolvimento. Os animais foram divididos em grupo controle, 2400, 4800 e
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7200 rad. Foram realizadas avaliacdo microscOpica € comparacdo entre 0S grupos,
constatando que o grupo 2400 rad apresentou semelhangas com o controle. No grupo 4800
rad alteragcGes patoldgicas foram encontradas de forma mais severa nas primeiras semanas
pos-radiacdo e que ocorreram apenas na regido odontogénica no dente incisivo, tais como
formacdo irregular de dentina, células odontoblasticas desorganizadas, entretanto o esmalte
ndo apresentou alteracdes. O grupo 7200 rad foi o grupo com mais alteracdes severas nos
odontoblastos e nos ameloblastos. Constatou-se que em doses mais altas de radiacdo os
efeitos histologicos se tornam mais evidentes e que os ameloblastos sdo células menos
sensiveis a radiacdo do que os odontoblastos.

Kahn et al., em 1979, estudaram alteracdes nos germes dos molares de ratos
pelos efeitos da radiacdo X. Utilizaram ratas grdvidas que tiveram seus fetos removidos
com 18 dias de gestacdo e o germe do primeiro molar extraido. Utilizando uma dose de 16
Gy de radiac@o X no segundo dia da cultura in vitro os germes foram avaliados por 12 dias
e encontradas alteracdes que dependeram do tempo de sacrificio pds-irradiacdo. Os autores
constataram dez dias apds a radioterapia alteracdo nas cuspides, destruicdo grave dos
ameloblastos com falta de produ¢do de esmalte, nos odontoblastos e alteracdes na dentina,
bem como pré-ameloblastos e pré-odontoblastos apresentando degeneracio moderada.

Avaliando os efeitos da irradiacdo gama de corpo todo com doses de 8 a 16 Gy
em dentes de ratos, Pearson & Phelps (1981), observaram morte dos animais 20 semanas
apds a irradiagdo. Sete semanas apds a radioterapia os grupos que receberam 12, 14 e 16 Gy
apresentaram auséncia dentdria em vdarios animais, provavelmente devido a redugdo
significativa da taxa de erupcdo. Os autores afirmam ainda que a regido odontogénica,
devido a sua alta taxa de divisao celular, € altamente radiossensivel.

Em 1989, Lee et al. observaram hipodontia em pré-molares ap0s irradiagdo em
cachorros Beagle. Os animais foram divididos em seis grupos baseado no momento de
radioterapia: intra-uterino (8, 28 e 55 dias pds-coito) e pos-parto (2, 70 e 365 dias pOs-
parto) e conforme a dose de radiagdo: controle; 0,16; 0,83; 1; 1,2; 1,8; 2,1; 2,2; 2,6; 2,9; 3,4
e 3,8 Gy. Verificou-se que havia relagc@o entre dose e tempo na observacdo de hipodontia de

pré-molares nos animais irradiados 55 dias pds-coito e 2 dias pds-parto com doses iguais ou
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maiores a 0,83 Gy; e também nos animais irradiados 28 dias pds-coito com doses iguais ou
maiores a 1,2 Gy.

Saad et al., em 1991, verificaram alteracdes no desenvolvimento pré-natal de
incisivos de ratos pela radiacdo gama. As ratas gravidas foram expostas a 4 Gy de radiacao
gama com 12 dias de gestacdo. Atraso no desenvolvimento dos incisivos superiores e
inferiores dos animais irradiados, auséncia da matriz de dentina, papila pobremente
estabelecida, dreas de necrose, células do epitélio interno do 6rgao do esmalte pobremente
diferenciadas e falha na polarizacdo foram visualizados. Concluiram que a radiacdo gama
interfere na citodiferenciacdo do 6rgdo do esmalte e papila dentdria com inibicdo da
odontogénese.

Ubios et al., em 1992, avaliaram o crescimento mandibular e a taxa de erup¢ao
dentdria em molares de ratos submetidos a radiacio X na regido de molares. Os grupos
foram subdivididos em controle e irradiados (20 Gy), com tempos de sacrificio de 30 e 60
dias. Foi possivel observar que os animais irradiados apresentavam atrofia muscular e
micrognatia, além de atraso ou falha na erup¢ao dos molares inferiores. A diminuicdo da
taxa de erupg¢do foi significante nos tempos de sacrificios utilizados.

Kaste et al. (1994) estudaram alteracdes dentdrias em criangas com doengas
malignas submetidas a quimioterapia e radioterapia. Anormalidades foram observadas em
radiografias panoramicas obtidas antes, durante e apds o tratamento. Foram encontradas
anormalidades na odontogénese induzida por quimioterapia como nanismo radicular,
hipodontia, microdontia e taurodontia. Efeitos da radioterapia incluiram dentes ou raizes
reduzidas, hipodontia e altera¢do na erup¢do dentaria. Muitas criancas receberam os dois
tipos de tratamento e, distinguir os efeitos da quimioterapia daquelas causadas pela
radiacdo foi dificil. Concluiram que a natureza e gravidade dos efeitos colaterais variam de
acordo com a idade da crianca, doses e regido anatOmica tratada.

Kaste et al. (1997) definiram alteragdes dentais em pacientes sobreviventes de
leucemia linfobléstica aguda (LLA). Reviram registros clinicos e radiografias panoramicas
de sobreviventes entre 1975 e 1991. Foram comparados pacientes com idade até 8 anos
idade e maiores de 8 anos, que receberam doses de 1800 cGy com baixo risco ou 2400 cGy

de alto risco. As anormalidades encontradas foram: raiz atrofiada (24,4%), microdontia
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(18,9%), hipodontia (8,5%), taurodontia (5,9%) e dentes retidos (4,0%). Os pacientes que
possuiam até 8 anos e receberam radioterapia desenvolveram mais anormalidades dentérias
mais do que os maiores de 8 anos e os que ndo receberam irradiacdo. Constatarem que
sobreviventes de LLA apresentam frequentemente anomalias dentais que podem afetar sua
qualidade de vida.

Manzi, 2005, avaliou o efeito da radiacdo X no desenvolvimento dentdrio de
primeiros molares de fetos de ratos. Foram irradiados com doses de 1 e 4 Gy in utero aos
13 dias de gestacao (estdgio de lamina), 16 dias (estdgio de broto) e aos 19 dias (estdgio de
sino). Os animais foram sacrificados 30 dias apds o nascimento e alteracdes foram
avaliadas quantitativa e qualitativamente por meio da microscopia eletronica de varredura.
Foi possivel observar que a radiacdo X promoveu efeito deletério nas dimensdes oclusais
dos molares em desenvolvimento, em todos os estdgios estudados com a dose de 4 Gy,
principalmente no estdgio de sino, os quais apresentaram fusdo das cuspides, fraturas
corondrias e canaliculos dentindrios levemente mais delgados e dispersos. Com dose de 1
Gy, foram observadas alteragdes nos molares irradiados no estdgio de sino.

Em 2006, Lopes et al. avaliaram a prevaléncia de alteracdes dentdrias em
criangas portadoras de cancer por meio de radiografias panoramicas. A amostra foi
constituida por pacientes tratadas por quimioterapia ou quimioterapia associada a
radioterapia na regido de cabeca e pesco¢o e com média de idade de cinco anos. As
criangas que receberam quimioterapia associada a radioterapia apresentaram maior
incidéncia de alteracdes (47%) do que aqueles que receberam apenas a quimioterapia
(33%). As alteragbes mais comumente observadas foram a microdontia, macrodontia,
anodontia, taurodontia, além das altera¢des radiculares.

Boraks et al. (2008) avaliaram alteracdes ultra-estruturais de glandulas
parétidas de ratos que receberam uma dose fracionada (1500 cGy) de radiacdo. LesOes das
organelas citoplasmaticas, como dilatacdo do reticulo endoplasmdtico, destruicdo das
mitocondrias e formacdo das vacuolizacdes citoplasmdticas, além de lesdo da membrana
celular das células acinares foram observadas através de microscopia eletrOnica de
transmissdo. Portanto, a radiacdo ionizante promove alteragdes no parénquima glandular, o

que estd diretamente relacionado com a dose de radiacdo absorvida. Determinados
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fendmenos que surgem no citoplasma e material nuclear sdo indicadores de que a radiacao
ionizante levou a célula acinar a2 morte programada (apoptose).

Niehoff et al., em 2008, estudaram a ac¢do da dose tnica de 20 Gy de radiacio
X nos ossos e dentes da mandibula do lado direito de ratos. Os animais foram sacrificados
100 dias apds a radioterapia. Foram identificadas perda de pelos e redu¢do no crescimento
do incisivo inferior direitos. As diferencas na estrutura dssea entre os lados foram visiveis,
mas nao significativas, ndo sendo encontradas diferencas nos valores de densidade Ossea. A
espessura do condilo mandibular direito estava reduzida em comparacdo ao esquerdo. Os
animais do grupo irradiado apresentaram menor aposicdo 6ssea do lado direito quando
comparado com o lado esquerdo.

Kaste et al. (2009) tiveram como objetivo descrever as freqiiéncias e fatores de
risco para a saide bucal alterada e odontogénese em sobreviventes de cancer infantil.
Observaram o desenvolvimento de microdontia, hipodontia, esmalte anormal, maior perda
de dentes, gengivite severa e xerostomia. A quimioterapia, fatores socioecondmicos,
exposi¢ao a radiacdo maior ou igual a 20 Gy foram significativamente associadas com um
risco aumentado de apresentarem anomalia dentdria. Conclufram que a radioterapia e a
quimioterapia sao fatores de risco para sequelas bucais/dentais nos sobreviventes de cancer
infantil.

No mesmo ano, Vasconcelos et al. avaliaram o desenvolvimento dentiria em
criancas e adolescentes que sofriam de leucemia infantil e foram submetidos a
quimioterapia isolada ou associada a radioterapia, comparando a idade dentaria com um
grupo controle. O desenvolvimento dentdrio foi analisado por meio de radiografias
panoramicas de 92 criancas divididas em dois grupos: criangas entre 5 € 12 anos com
leucemia, e grupo controle. A idade dentaria dos individuos foi estimada de acordo com
Demirjian et al. e uma diferenca significativa foi encontrada entre a idade cronoldgica e
dentdria de pacientes submetidos a terapia anti-neopldsica, quando comparados ao grupo
controle, mas nao houve diferencas significativas entre os pacientes tratados com diferentes
protocolos anti-neoplasicos. Concluiu-se que a terapia anti-neoplasica pode interferir na
maturidade dentdria de criangas tratadas de cancer, interferindo na formacdo e

desenvolvimento radicular.
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Araujo (2010) avaliou a acdo da radiacdo na regido odontogénica do incisivo
inferior de rato com doses de 5 e 15 Gy, por intermédio da andlise histologica e medida da
taxa de erup¢do. Utilizou 30 ratos divididos nos grupos controle, radioterapia 5 Gy e
radioterapia 15 Gy. A mensuracdo da taxa de erupcdo dentdria foi realizada a cada dois
dias, perfazendo o tempo total de 16 dias. Os animais do grupo 5 Gy apresentaram valores
da taxa de erup¢do dentdria semelhantes ao controle, os animais do grupo 15 Gy
apresentaram reducdo na taxa de erup¢ao dentdria a partir do sexto dia do experimento. No
inicio da regido odontogénica do grupo 15 Gy, ocorreram irregularidades na organizacao
dos odontoblastos e ameloblastos, alteracdo na formacao da al¢a epitelial, além da presenca
de hemorragia. Na regido odontogénica correspondente a face distal do terceiro molar, foi
possivel constatar leves alteracdes nos odontoblastos na regido distal do dente do grupo 5
Gy, quando se compara com o grupo controle. O grupo 15 Gy apresentou destruicio com
visivel redu¢@o no tamanho do dente e desorganizacdo nos odontoblastos e ameloblastos;
cortes dessa regido apresentaram alteracoes mais severas que no inicio da regido
odontogénica. Concluiu-se que a dose de 5 Gy causou leves e pequenas alteragdes
morfolégicas e nao interferiu na taxa de erupc¢do dentéria e que a dose de 15 Gy provocou
intensas alteragdes histolégicas e estruturais na regido odontogénica do incisivo de rato, e

que, a partir do quarto dia apds a radioterapia a taxa de erup¢ao diminuiu.

2.2 Modelo de formacao dentaria de ratos

Segundo Shour & Massler (1971), o dente € mais que um 0rgdo mastigatorio.
Suas propriedades peculiares sdo um valioso indicador bioldgico que reflete e registra,
durante o seu desenvolvimento, as condi¢cOes metabdlicas do animal. Estes registros,
diferentes daqueles em 0ssos, ndo sdo transitorios, mas sdo permanentemente gravados no
esmalte e dentina, nos quais ndo ocorre reabsor¢ao.

Nos ratos o incisivo esta localizado anteriormente aos molares, estendendo-se
na mandibula, abaixo e além dos molares. O crescimento, calcificagdo e erup¢do ocorrem

continuamente ao longo da vida, mostrando em um unico dente todos os estdgios de

12



Avaliagdo- do-efeito- radioprotetor da vitamina E nav taxa de erupcio- dentiwio ewy ratoy ivradiados
Revisdo da Literatura

formacdo dentdria, desde a inicial até a maturacdo; portanto, alteracdes dentais durante sua
formagdo podem ser observadas (Schour & Massler, 1971; Ohshima et al., 2005).

O incisivo do rato consiste de uma coroa que pode ser dividida em duas partes:
uma anterior ou convexa, chamada labial que € revestida por esmalte, € um remanescente
posterior ou cdncavo, na lingual e por¢des laterais, recobertas por cemento. Os tecidos
periodontais dos incisivos sdao formados por um ligamento periodontal na superficie do
dente onde a dentina é coberta por cemento (mesial, lingual e parte da distal), enquanto na
labial e parte da distal, o esmalte € coberto pelo 6rgio dentédria e por um tecido conjuntivo
muito vascularizado, chamado periodonto relacionado ao esmalte, que € similar aos tecidos
que revestem a coroa de dentes de crescimento limitado quando esta estd completa e a
erupcao intradssea inicia, tais como os molares de roedores (Marks & Schroeder, 1996).

Esses dentes sdo também continuamente desgastados na borda incisal pelo
atrito a que sao submetidos. Ohshima et al. (2005) descreveram a morfologia do
compartimento epitelial apical (regido odontogénica), em cortes seriados transversais do
incisivo inferior de roedores, mostrando caracteristicas morfolégicas equivalentes aos
estdgios de botdo, capuz e campanula no germe dentdrio de um molar. Essa regido €
responsavel pela formacdo continua da estrutura dentéria, através da proliferacdo celular
que ocorre no epitélio da alca cervical e, consequentemente, da migracdo e diferenciacio

das células ameloblasticas e odontoblasticas em direcdo incisal.

2.3 Propriedades e mecanismo de acao da vitamina E

O termo vitamina E € usado para descrever a familia de oito compostos
estruturalmente relacionados consistindo do alfa, beta, gama e delta tocoferol e seus
respectivos tocotrienol (Shen et al., 2006; Uchida et al., 2007; Takada & Suzuki, 2010).
Evidéncias segurem que tanto o alfa quanto o gama tocoferol apresentam importante
atividade antinflamatéria e anti-oxidante e podem desempenhar um papel preventivo em
estados de doencga cronica associada com aumento da inflamacdo e estresse oxidativo

(Birringer, 2010; Himmelfarb et al., 2003).
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Alfa-tocoferol tem sido o foco da investigacdo, porque € a forma mais comum e
biologicamente ativa (Engin, 2009; Singh et al., 2006). Shen et al. (2006) relataram que a
abundancia de a-tocoferol no corpo humano e sua eficiéncia, comparavel com as moléculas
de vitamina E, leva-a a ser estudada como principal tema para pesquisas bdsica e clinica.
Sua principal acdo € a anti-oxidante, lipossolivel, seu mecanismo de acdo € proteger as
membranas fosfolipidicas, inibindo a peroxidacdo lipidica, auxiliando na regeneracao
tecidual e no combate aos radicais livres (Wu & Corft, 2007).

O tocoferol administrado por via oral é absorvido pelo trato intestinal por um
mecanismo semelhante ao das outras vitaminas lipossoliveis aproximadamente em 2/3 do
valor ingerido sendo solubilizado pelos 4cidos biliares. A por¢@o nao absorvida € eliminada
pelas fezes (Lemaire-Ewing ef al., 2010). E transportado no plasma como tocoferol livre,
sendo rapidamente distribuido nos tecidos. Armazena-se no tecido adiposo, é lentamente
excretado pela bile e o restante é eliminado pela urina (Brigelius-Flohé & Traber, 1999).
Em contraste com outras vitaminas lipidicas nenhum efeito téxico ocorre mesmo quando
altas doses suplementares sao ingeridas (Lemaire-Ewing et al., 2010).

Quando ocorre uma inflamacao, reporta-se que a vitamina E exerce efeitos pro
ou antinflamatérios dependendo do tipo celular e do modelo experimental. O mecanismo
envolvido no aumento induzido da ativagao na fosforilacao de células T pela vitamina E é
relatado pela redistribuicdo de proteinas sinalizadoras associadas a jangadas lipidicas. O
tocoferol media a inibicdo do transporte de proteinas o que ird resultar na atenuacdo da
liberacdo de citocinas inflamatodrias (Lemaire-Ewing et al., 2010).

Lindshield et al. (2010) ressaltando que o licopeno, selénio e vitamina E sdo
micronutrientes comumente consumidos por homens diagnosticados com céancer de
prostata, avaliaram os efeitos de licopeno (250 mg/kg), selénio (methylselenocysteine, 1
mg/kg) e vitamina E (y-tocoferol, 200 mg/kg) isoladamente e em combinagdo sobre o
crescimento de adenocarcinomas na prostata de ratos. Dietas contendo estes
micronutrientes foram administradas durante 4 a 6 semanas antes da implantacdo do tumor
por injec¢do subcutidnea. Nos varios grupos de dieta, o selénio promoveu diminui¢do da
area final, do peso do tumor e do peso do tumor versus peso corporal, o licopeno e o y-

tocoferol ndo alteraram qualquer uma dessas medidas. Nao houve interagdes significativas
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entre as combinacdes de nutrientes sobre o crescimento do tumor. Concluiram que apenas o
consumo de selénio reduziu o crescimento do tumor de prostata.

Para determinar o efeito da vitamina E sobre a expressdo da adiponectina e
leptina em ratos obesos, Shen et al., em 2010, utilizaram trinta machos que foram divididos
em trés grupos: (1) grupo de controle, alimentados com ragdo normal, (2) grupo obesidade
induzida por dieta, alimentados com uma dieta rica em gordura e (3) grupo intervencao,
alimentado com um alto teor de gordura e dieta suplementada com vitamina E (350 mg/kg).
Ap6s 10 semanas alimentados, os ratos foram pesados e sacrificados. Sangue e tecidos
adiposo foram recolhidos e niveis de mRNA, proteina de leptina e adiponectina foram
medidos. Os niveis de adiponectina e leptina foram mais baixos no grupo 2 do que no
grupo de controle e a intervencdo de vitamina E aumentou a expressdo de leptina e
adiponectina. A andlise mostrou que os niveis de leptina se correlacionaram positivamente
com a massa de gordura corporal. Logo, concluiram que a administracdo de vitamina E
diminui expressao de leptina e adiponectina em ratos obesos € que os antioxidantes podem
desempenhar um papel importante no tratamento de doencas relacionadas com a obesidade.

Pedrelli et al., em 2011, avaliaram a efic4cia profilatica de um agente tépico,
contendo 10% de tocoferdis e tocotriendis 0,3%, em 30 pacientes com fotossensibilidade
em comparagdo com o retinol, um veiculo simples e dreas nao tratadas (controle). Apds a
determinacdo da dose minima de eritema com UVB, duas dreas de 2 x 2 cm foram
seleccionados sobre as nddegas de cada paciente, uma das quais foi tratado com a
formulacdo antioxidante enquanto que o outro campo ndao foi submetido a qualquer
tratamento. Avaliacdo de reacdes foi realizada atribuindo escores indicativos de sua
intensidade. Todas as reagdes da irradiacdo foram significativamente mais baixas nas dreas
tratadas com a formulacio topica de vitamina E em comparagdo com os tratados com o
veiculo simples ou retinol. Concluiram que a utilizagdo da formulag@o topica que contém
concentragdes significativas de tocotriendis e tocoferdis representa uma estratégia

promissora para reduzir os danos da pele foto-induzida.
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2.4 Estudo do efeito radioprotetor da vitamina E

Entre os andlogos selecionados e os ésteres de a-tocoferol testados para
radioprotecdo, éster a-hemissuccinato (a-tocoferol succinato) e uma analdgica insaturados
(y-tocotrienol) quando administrado subcutaneamente em ratos 24 horas antes da
irradiacdo, protegem contra irradiacdo gama (Singh et al., 2006). Para Prasad et al. (2002) a
eficacia radioprotetora do a-tocoferol e abordagens nutricionais de radioprotecao,
indicaram que a-tocoferol € eficaz quando administrado 24 horas antes da irradiacdo na
dose de 400 mg/kg de peso corporal.

Em suas revisdes de literatura, Prasad et al. (2002) enfatizaram a importancia
de se estabelecer uma dosagem para os antioxidantes e recomendaram a administracdo
didria dos mesmos em menos de 48 horas antes da irradiacio. Como resultado, essa
dosagem pré-determinada pode dar inicio a danos em células tumorais, mas nao em células
em condi¢des normais antes da radioterapia. A permanéncia de antioxidantes pds-irradiagao
¢ importante a fim de reduzir a taxa de reparo de células tumorais que sofreram danos pela
radiacdo, mas nao de células normais.

A ac¢do radioprotetora da vitamina E € estudada hd muito tempo. Trabalhos
como o de Rostock et al. (1980), que estudaram altas doses de vitamina E como agente
radioprotetor com 60 ratos machos divididos em controle, 15 e 20 Gy e receberam uma
dieta de 2,5% de vitamina E por duas semanas antes da radioterapia e 4 horas antes da
radiacdo uma injecdo intraperitoneal soluvel e dgua (150 mg). Comparando 180 dias de
sobrevivéncia e histologia dos pulmdes e coracdo dos animais constatou-se que nao houve
diferenca estatistica entre os grupos e que a vitamina E ndo foi um eficaz agente
radioprotetor.

Felemovicius et al. (1995) testaram a vitamina E como um radioprotetor para o
intestino do rato. Foram realizadas aplicagdes topicas 30 minutos antes da radioterapia por
meio cirirgico nos animais em quatro grupos: (1) solucdo salina; (2) veiculo 6leo de soja;
(3) a-tocoferol com solucdo salina; (4) a-tocoferol com 6leo de soja. Outra etapa da
pesquisa realizou ingestdo suplementar na dieta de 250 UI de alfa-tocoferol 10 dias antes da

radioterapia (1100 c¢Gy). Os animais foram sacrificados 5 dias apds a radioterapia. O
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nimero de células do intestino delgado, cripta, altura da mucosa e nimero de células
caliciformes foram significativamente protegidos dos efeitos da radiacdo nos animais que
receberam a vitamina E. Constataram que a vitamina E pode servir como um protetor de
irradiacdo parcial contra a enterite aguda, se administrada como pré-tratamento oral ou
como uma aplicagdo topica breve.

Manzi et al. (2003) avaliaram a a¢do radioprotetora da vitamina E no processo
de reparo tecidual em ratos apds procedimento cirirgico. Os animais foram divididos em
grupo controle, vitamina E, vitamina E irradiado e 6leo de oliva irradiado. Os animais dos
grupos submetidos a radioterapia foram expostos 03 (trés) dias apds a cirurgia e os que
receberam a vitamina E foi injetado uma dose de 90 UI de pré-tratamento. A acdo foi
avaliada em laminas histolégicas coradas por hematoxilina e eosina e andlise morfologica
aos 4, 7, 14 e 21 dias apds a cirurgia. Constatou-se que a vitamina E apresentou agdo
radioprotetora eficaz na dose de 6 Gy.

A preparacio de monoglucoside alfa-tocoferol (TMG) administrado
intraperitoneal na dose de 600 mg/kg imediatamente apds a irradiagdo gama foi examinado
por Cherdyntseva et al. (2005) para verificar a eficacia como radioprotetor da medula 6ssea
e no sangue periférico de células nucleadas. Quando os ratos receberam uma dose de 5,6
Gy, uma diminui¢cdo marcada de células nucleadas na medula 6ssea e uma reducdo de
leucécitos periféricos dentro do periodo pds-irradiados foram observadas. No entanto, essas
alteracdes foram atenuadas nos ratos tratados com TMG. O retorno ao valor normal da
contagem de leucdcitos reduzido no sangue a partir do dia 8 foi mais rdpido nos ratos
tratados com TMG do que em ratos irradiados ndo tratados. Esses resultados indicam que o
efeito radioprotetor do TMG €, aparentemente, realizado através de sua influéncia sobre o
sistema hematopoiético.

Koizumi et al. (2005) avaliaram o &4cido ascorbico glucosideo (AsAG) e o
monoglucosideo de a-tocoferol (TMG), como inibidores de efeitos colaterais de
radioterapia e quimioterapia. A radioterapia foi aplicada nos pacientes com metastase
cerebral ou em coluna vertebral, os quais receberam 30 Gy / 10 fr / 2 W. Os pacientes com
cancer de mama ou cancer colo uterino receberam quimioterapia com protocolos

individuais. Foi administrado via oral de 1 mg/kg de TMG logo apds a quimioterapia ou

17



Avaliagdo- do-efeito- radioprotetor da vitamina E nav taxa de erupcio- dentiwio ewy ratoy ivradiados
Revisdo da Literatura

200 mg/kg de AsAG duas a trés horas antes de cada quimioterapia. A administra¢do oral
de 200 mg/kg de AsAG antecipadamente ou 1 mg/kg TMG imediatamente apds a
radioterapia ou quimioterapia impediu efeitos secunddrios, tais como ndusea severa ou
diarréia freqiiente. Concluiram que essas vitaminas inibiram efetivamente o efeito adverso
de radioterapia ou quimioterapia.

Ramos et al. (2006) avaliaram o efeito radioprotetor da vitamina E na fungdo da
glandula salivar, bem como analisaram a concentra¢do de proteina total. Foram utilizados
ratos machos e divididos em cinco grupos: controle, 6leo de oliva irradiado, irradiado,
vitamina E e vitamina E irradiado. A dose aplicada na radioterapia foi tinica de 15 Gy. Os
animais foram sacrificados 4, 8 horas e 30 dias apds a irradiagdo. Nao foram observadas
diferencas no volume salivar entre os grupos de 4 e 8 h. Em 30 dias, o volume salivar dos
animais do grupo 6leo de oliva irradiado foi significativamente reduzido em relacdo ao
grupo controle. O grupo irradiado apresentou volume salivar significativamente diminuido.
Na composicdo salivar, ndo foram observadas diferencas significativas no teor de proteina
total entre os grupos estudados. Concluiu-se que a radiagdo nao teve efeito sobre o teor de
proteina total e que a vitamina E com uma dose de 360 mg/kg protegeu a fun¢do salivar 30
dias ap6s a irradiacao.

Singh et al. (2006) avaliaram o efeito radioprotetor da vitamina E em ratos e
seus ésteres avaliando as citocinas hematopoiéticas. Foram utilizados a-tocoferol, o-
tocoferol, y-tocoferol e tocotrienol, a-tocoferol succinato e acetato de tocoferol em ratos,
sendo aplicado 400 mg/kg com um veiculo (polietileno glicol) 24 horas antes da radiagdo
gama de dose total que variou de 3 e 7 Gy. Foram realizadas coletas de sangue 24 horas e 4
dias apds a administracdo do medicamento e avaliado pelo teste Elisa sanduiche para
detectar citocinas e pelo Luminex multiplex para confirmar os achados. Os resultados
indicaram que a eficdcia superior do radioprotetor a-tocoferol succinato pode ser devido a
inducdo relativamente maior de G-CSF (fator de estimulac@o de colonias de granuldcitos) e
interleucina 6.

Chitra & Shiamala Devi (2008) objetivaram avaliar os efeitos da radiacdo e do
a-tocoferol no fluxo salivar e em parametros salivares selecionados de pacientes com

cancer de boca. Os pacientes foram divididos em quatro grupos. Um grupo tratado com
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radioterapia durante trés semanas, o segundo tratado com radioterapia durante seis
semanas, o terceiro tratado com radioterapia durante trés semanas suplementado com o-
tocoferol e o ultimo tratado com radioterapia durante seis semanas suplementado com a-
tocoferol. Toda a saliva foi coletada antes, durante e ao final da radioterapia e
simultancamente foi realizada a suplementagdo com a-tocoferol nesses pacientes que
pertenciam aos grupos suplementados. A redugdo do fluxo salivar, da atividade da amilase,
de protefna total e sédio, e o aumento do pH e potdssio ocorreu no grupo tratado por
radioterapia durante seis semanas sem suplementacdo. Quando o a-tocoferol foi
administrado, uma melhora significante nesses niveis pdde ser observada. A redug¢do no
fluxo salivar promoveu crescimento da microflora bacteriana e causou dificuldade na fala e
degluticdo, afetando a qualidade de vida dos pacientes, sendo que o a-tocoferol aumentou o
fluxo salivar e manteve o meio bucal adequado nos pacientes.

No mesmo ano, Sezen et al. utilizaram ratos para determinar os efeitos da
vitamina E e da L-carnitina, individualmente ou combinadas, nos danos radioinduzidos no
cérebro e retina. Foram aplicados 40 mg/kg ao dia de vitamina E intramuscular e/ou 200
mg/kg ao dia de L-carnitina intraperitoneal, iniciando 04 horas antes da radioterapia de 15
Gy até 10 dias apés a mesma. Através dos dados obtidos, concordaram com os demais
estudos em relagdo ao papel radioprotetor e antioxidante da vitamina E e da L-carnitina. No
entanto, o uso combinado dessas substdncias nao apresentou um aumento no efeito
radioprotetor das mesmas.

Wambi et al. (2008) avaliaram uma dieta usando suplemento composto por L-
selenometionina, vitamina C, succinato de vitamina E, dcido e lipdico-N-acetil cisteina na
sobrevida de ratos ap0s irradiacdo. O pré-tratamento de animais com doses de antioxidantes
significativamente mais elevadas resultaram em um aumento de células brancas do sangue
e neutrofilos em sangue periférico 4 e 24 horas apds a radiacdo de 1 Gy e 8 Gy. Os
antioxidantes sdo eficazes na prevencdo de linfopenia periférica somente apds baixa dose
de radiacdo. Verificaram que o uso de antioxidantes aumentou significativamente a
sobrevida dos ratos apds exposi¢do a uma dose potencialmente letal de raios X, quando
administrado antes ou apds a irradiacdo. A suplementacdo com antioxidantes foi também

associada com o aumento de células da medula dssea apds irradiacdo. Concluiram que
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suplementacdo oral com antioxidantes parece ser eficaz para radioprotecdo de células
hematopoiéticas e melhora da sobrevida, e a modulacdo da apoptose é uma conseqiiéncia
do mecanismo de radioprotecao do sistema hematopoiético pelos antioxidantes.

Singh et al. (2009) avaliaram o efeito radioprotetor do succinato de a-tocoferol
(TS) em ratos. Foram injetados 400 mg/kg nos animais e irradiados com diferentes doses de
radiacdo y (3 e 7 Gy). Células de sangue periférico foram coletadas. TS protegeu
significativamente os ratos contra doses letais de radiacdo, reduziu significativamente
trombocitopenia, neutropenia € monocitopenia, nio teve efeito significativo sobre os
linfécitos, indicando que pode ser til apenas para os compartimentos de células mieldides.
Concluiram que o TS pode ser desenvolvido como um radioprotetor para os seres humanos
contra os efeitos potencialmente letais de exposi¢ao a radiacdo.

Estes mesmos autores em 2010, realizaram uma pesquisa com finalidade de
elucidar o papel do G-CSF (fator de estimulacdo de colonias de granulécitos) induzido, em
resposta a administracao de a-tocoferol succinato na protecdo de camundongos irradiados
no corpo todo. O papel de G-CSF na sobrevivéncia apds a irradiacdo foi determinada por
ratos no tratamento da doenca com uma dose de protec¢do de TS (400 mg/kg), 24 horas
antes da exposi¢do a uma dose letal (9,2 Gy; 0,6 Gy/min) de irradiagdo y cobalto 60. Os
camundongos tratados receberam anticorpos neutralizantes para G-CSF 16 horas antes da
irradiacdo, para verificar a eficdcia radioprotetora do TS. Os niveis maximos de G-CSF
foram observados em sangue periférico 24 h apés administracdo de TS. Quando os animais
receberam o anticorpo neutralizante para o G-CSF, o TS ndo protegeu contra a radiagao.
Depois de serem desafiados com um LD90/30 (dose letal causando mortalidade de 90% ao
longo de 30 dias), os animais tratados exibiram sobrevivéncia significativamente maior. Os
resultados indicaram que o G-CSF pela administracdo de TS mobilizou as células
hematopoiéticas e foi responsavel pela protecdo contra a radiacdo ionizante.

Kulkarni et al. (2010) estudaram o efeito radioprotetor do gama tocotrienol
sobre células-tronco hematopoéticas (HSCs) e células progenitoras (HPCS) em
camundongos subletalmente irradiados. A andlise de citometria de fluxo indicou que a
radiag@o reduziu as HPCs para 40% no dia 2 e 4 ap0s a irradiagdo total do corpo em todos

os grupos de tratamento. Os nimeros de HPC em ratos tratados com gama tocotrienol
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gerou uma recuperagcdo quase completa (90%) no dia 7 do experimento, mas manteve-se
empobrecida em ratos tratados com o veiculo (30%), mesmo no dia 13 apds a radiacdo.
Animais irradiados que foram tratados com gama tocotrienol mantiveram um maior nimero
de colonias, preservando assim a capacidade auto-renovavel de HSCs. O tratamento com
gama tocotrienol também reduziu a freqiiéncia de eritrécitos micronucleados
significativamente. Concluiram que o gama tocotrienol protegeu o tecido hematopoiético,
preservando os HSCs e HPCS e prevenindo danos ao DNA persistente.

Singh et al. (2012) estudaram o papel a-tocoferol succinato na protecdo de
camundongos com sindrome gastrointestinal induzida por irradiacdo no corpo todo. Foram
injetados subcutaneamente 400 mg/kg de a-tocoferol succinato e expostos a diferentes
doses de radiacdo, sendo monitorados durante 30 dias. Os resultados demonstram
sobrevivéncia de um significativo nimero de ratos irradiados com 9,5; 10; 11 e 11,5 Gy,
quando a administracao da solucao ocorreu 24 horas antes. O a-tocoferol succinato também
protegeu o tecido intestinal de ratos irradiados em termos de cripta e nimero de
vilosidades. Concluiram que o a-tocoferol succinato protegeu os ratos do dano

gastrointestinal por radiacdo induzida.
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3. PROPOSICAO

O objetivo neste trabalho foi avaliar, por meio de andlise histoldgica e taxa de

erupcdo dentdria, o efeito da vitamina E na regido odontogénica de incisivos de ratos como

radioprotetor.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado apds a aprovagdo do Comité de Etica em
experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Campinas, sob protocolo nimero
1843-1 (Anexo 1). Foram utilizados, no total, 40 ratos (Rattus norvegicus, Albinus Wistar),
machos, com idade entre oito e dez semanas e peso médio de 220 gramas, procedentes do
Biotério Central da UNICAMP. Durante a realiza¢do do estudo, os animais foram mantidos
em gaiolas de policarbonato, as quais permaneceram em ambiente com temperatura e
umidade controladas e um ciclo alternado de 12 horas claro-escuro. A alimentacdo dos

animais constou de ra¢ao balanceada padrao e dgua ad libitum, diariamente.

4.1 Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos, sendo trés grupos
experimentais, contendo inicialmente dez animais cada, conforme descrito abaixo e,
sucintamente, apresentado na Tabela 1.

» Grupo Controle (C): os animais foram submetidos a gavagem sham e
radioterapia sham;

» Grupo Radioterapia 15 Gy (R): os animais foram submetidos a dose tnica
de radioterapia de 15 Gy na regido de cabeca e pescoco e realizada gavagem sham;

» Grupo 6leo de oliva + Radioterapia 15 Gy (RO): os animais receberam
dose unica de 15 Gy de radioterapia na regido de cabeca e pescoco. Durante trés dias antes
e trés dias ap0s, foi administrado 6leo de oliva (4 ml/kg) via oral através da gavagem;

> Grupo vitamina E + Oleo de oliva + Radioterapia 15 Gy (ROV): os animais
receberam dose tnica de 15 Gy de radioterapia na regido de cabeca e pescogo. Durante trés
dias antes e trés dias apds, foi administrado 6leo de oliva (4 ml/kg) com alfa-tocoferol (360

mg/kg) via oral através da gavagem.
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Tabela 1 - Diferentes grupos experimentais utilizados neste estudo.

Grupos | Niimero de ratos Doive aie Tratamento
radiagdo
C 10 Nio Nao
R 10 15 Gy Niao
RO 10 15 Gy 4 ml/kg corpéreo de 6leo de oliva
360 mg/kg corpdreo de a-tocoferol
ROV 10 15 Gy diluido em 4 ml/kg de 6leo de oliva

4.2 Tratamento

Aos animais pertencentes aos grupos que receberam Oleo de oliva foram
administrados 4 ml/Kg (peso corpéreo) de 6leo de oliva. O grupo tratado com Vitamina E,
foram administrados 360 mg/Kg (peso corpdreo) de vitamina E (alfa-tocoferol) diluidos em
4 ml/Kg de 6leo de oliva. A administragdo foi realizada via oral, utilizando uma agulha
para gavagem conectada a uma seringa de 3 ml, permitindo que as solucdes fossem
depositadas diretamente no estdmago dos animais (Figura 1). A aplica¢do da vitamina E foi

realizada diariamente 60, 36 e 12 horas antes e apOs da radioterapia.
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Figura 1 - Animal submetido a gavagem com a deposicdo das substancias diretamente no estdmago.

4.3 Processo de radioterapia

Previamente ao procedimento de irradiacdo, todos os animais dos grupos
experimentais foram anestesiados, via intramuscular, com 80 mg/kg de Cloridrato de
Ketamina (Dopalen® Agribrands do Brasil Ltda.; Paulinia, Sdo Paulo, Brasil) e 8 mg/kg de
Cloridrato de Xylasina (Rompum®, Bayer S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil). Os animais
experimentais receberam dose tnica de 15 Gy de radiagdo, a partir de um acelerador linear,

da marca Varian, modelo Clinic 6/100 com distancia focal de 100 cm. O campo de
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colimacdo foi de 15 x 30 cm, de modo que apenas a regido de cabeca e pescoco fosse

irradiada (Figura 2).

Figura 2 — Visdo detalhada dos ratos posicionados para o procedimento de irradiacdo da regido de
cabeca e pescoco.

4.4 Avaliacio da taxa de erupc¢io dentaria

A taxa de erupcdo dentdria foi medida em todos os animais. Para tal, foi
realizada uma marca linear na face vestibular dos incisivos inferiores com uma broca
cilindrica diamantada adaptada a uma caneta de alta rotacdo sob refrigeracdo. Com o

auxilio de uma ocular milimetrada (Ernest Leitz Wetzlar Germany 12,5x) adaptada a lupa
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estereoscopica, e, utilizando-se para calibragcdo uma régua milimetrada (Carl Zeiss 5+
100/100 mm), foi medida a distancia da margem gengival até a marca confeccionada com a
broca diamantada (Figura 3), sendo este procedimento repetido trés vezes para confirmagdo
dos valores. Para a obtencdo das medidas, os animais foram anestesiados com Halotano
(Cristélia, Brasil). Os valores da marcagdo realizada no dente até a margem gengival foram
anotados iniciando-se no dia da radioterapia a cada dois dias até o do sacrificio (14 dias
apds a radioterapia) totalizando sete medidas, portanto a primeira medida da taxa de
erupcdo dentdria foi constatada dois dias apds a radioterapia. Quando a marca se
aproximava da borda incisal do dente que estava sendo desgastada pelo atrito, uma nova
marca era realizada. Para uma melhor confirmagao dos dados, foi realizada a verificacao da
taxa de erupc¢do tanto no incisivo inferior direito quanto no esquerdo e o valor final da
erup¢ao didria foi dado pela média destes valores. Os valores foram transformados em

milimetros e analisados estatisticamente.

Figura 3 - Marcag@o no dente incisivo
inferior do rato para medicdo da taxa
de erup¢do dentéria ao longo dos dias.
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4.5 Obtencao e Preparo das pecas

Todos os animais foram sacrificados por deslocamento cervical 14 dias apds a
radioterapia. As hemimandibulas dos ratos foram removidas e fixadas por imersio em
formol 10% tamponado. Apds a coleta, cada hemimandibula com disco de corte
diamantado, alta concentracdo, dupla face, dimensdes de 4" X 0,12" X 1/2 (102 mm X 0,3
mm X 12,7 mm) (EXTEC corp., Diamond Wafering Blade) foi cortada ao meio (Figura 4)
e mantidas em formol 10% tamponado por 24 horas sob agitacdo para promover uma

melhor fixacgao.

Figura 4 — Esquema representando a sec¢do da hemimandibula em duas
partes para promover uma melhor fixacao.

4.6 Procedimento Histologico

Ap6s a fixagdo, as hemimandibulas foram descalcificadas com EDTA 4,13%
em tampao fosfato pH 7,4, durante 30 dias com troca da solu¢do diariamente. A regido
odontogénica foi separada com uma lamina de barbear a partir da face mesial do terceiro
molar, desidratadas em solucdes crescentes de etanol, diafanizadas e incluidas em Paraplast
Plus ®: Tissue Embedding Medium (McCormick™ Scientific, Leica Biosystems St. Louis
LLC, USA). Cortes semi-seriados com 5 pum de espessura foram obtidos utilizando um

micrétomo Leica RM 2155 (Leica - Flussigkeit, Alemanha), de acordo com o protocolo
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estabelecido pela disciplina de Histologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba —
UNICAMP.

Nas hemimandibulas do lado esquerdo, cortes histoldgicos longitudinais foram
realizados em relacdo ao longo eixo do incisivo. A partir de cada bloco foram obtidas dez
laminas histolégicas, contendo trés cortes cada. Esses cortes foram obtidos apenas para
determinar a extensdo da lesdo pela radioterapia, a partir da regido odontogénica em dire¢ao
a incisal. Nas hemimandibulas do lado direto, os cortes histolégicos realizados foram
transversais em relacdo ao longo eixo do incisivo. Os cortes semi-seriados foram realizados
a partir do inicio da regido odontogénica em direcdo a borda incisal do incisivo. Foram
analisados cortes do inicio da regido odontogénica e cortes da regido odontogénica

correspondente a face distal do terceiro molar, como demonstra o esquema da figura 5.

Figura 5 — Esquema representando a
disposicdo dos cortes histoldgicos
transversais nas regides selecionadas a
partir dos cortes longitudinais. *Os
cortes semi-seriados foram realizados a
partir da regido odontogénica em
direcdio a borda incisal do dente
incisivo.

A: Inicio da regido odontogénica do
incisivo.

B: Regido odontogénica do incisivo,
correspondente a face distal do terceiro
molar.
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4.7 Avaliacao

Para avaliacio morfoldgica, as laminas foram coradas com hematoxilina e
eosina, montadas em balsamo do Canada e analisadas em microscépio de luz comum.

Para a avaliagdo da taxa de erup¢do dentdria os dados foram tabulados em
milimetros, divididos nos grupos estudados e avaliados estatisticamente. Inicialmente foi
realizada andlise exploratdria e como os dados violavam a suposi¢do de esfericidade pelo
teste de Mauchly (p<0,0001) foi necesséria a aplicacdo da metodologia de modelos lineares
mistos pelo procedimento PROC MIXED (SAS*). As médias dos tratamentos foram
comparadas usando o comando LSmeans e teste de Tukey-Kramer considerando o nivel de

significancia de 5%. *SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, Release 9.1, 2003.
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S. RESULTADOS

5.1 Avaliacao clinica

No dia do sacrificio foi possivel observar que os ratos submetidos a radioterapia
apresentavam queimaduras, sangramentos e perda de pelos (alopécia) quando comparados

aos animais do grupo controle (Figura 6).

Figura 6 - Aspectos clinicos dos animais dos grupos controle e experimentais na pesquisa,
respectivamente.

Inicialmente os grupos eram formados por 10 animais cada, entretanto devido a
efeitos da gavagem e radioterapia, alguns animais dos grupos experimentais morreram. Os

animais sobreviventes estao descritos na tabela 2.
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Tabela 2 - Distribui¢do inicial e final dos animais no decorrer da pesquisa.

Grupos | Niimero inicial de ratos ~ Numero de ratos no dia do sacrificio
C 10 10
R 10 9
RO 10 9
ROV 10 8

Na figura 7 observam-se os valores médios das taxas de peso dos ratos, valor
dado em gramas, que demonstra similaridade nos grupos experimentais. Ocorreu perda de
peso dos animais experimentais apOs a radioterapia e a partir do 12° dia do experimento

estes animais comec¢aram a ganhar o peso perdido.
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Figura 7 — Valor médio do peso dos ratos (em gramas) durante a pesquisa. A radioterapia foi
aplicada no inicio do experimento (seta).
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5.2 Taxa de erupcao

Na tabela 3, observam-se os resultados dos valores da média e desvio padrao da

taxa de erupcdo dentdria em ratos submetidos a dose de radioterapia de 15 Gy. No segundo

e no quarto dia apds a radioterapia, a taxa de erup¢do dentdria permaneceu semelhante

comparando o grupo controle e experimentais. No sexto dia do experimento, constatou-se

redugdo na taxa de erup¢do dentdria dos grupos experimentais radioterapia e 6leo de oliva

com o grupo controle. O grupo vitamina E ndo apresentou diferenca estatistica até o dia 08

do experimento. A partir do décimo dia apds a radioterapia ocorreu diminuicao

significativa na taxa de erupc¢do dentdria de todos os ratos experimentais em relagdo ao

grupo controle.

Tabela 3 - Médias (desvio padrdo) dos valores das taxas de erup¢do dentdria dos ratos.

C R RO ROV
Dia 2 0.54 (0.04) Aa 0.45 (0.04) Aab 0.44 (0.04) Aab 0.46 (0.07) Aabc
Dia 4 0.55 (0.05) Aa 0.51 (0.04) Aa 0.50 (0.05) Aa 0.53 (0.06) Aa
Dia 6 0.54 (0.06) Aa 0.43 (0.05) Bbc 0.44 (0.04) Bab 0.45 (0.05) ABabc
Dia 8 0.55 (0.05) Aa 0.41 (0.04) Bbc 0.44 (0.03) Bab 0.46 (0.05) ABab
Dia 10 0.56 (0.05) Aa 0.40 (0.05) Bbc 0.43 (0.03) Bab 0.43 (0.05) Bbc
Dia 12 0.55 (0.03) Aa 0.37 (0.06) Bbc 0.40 (0.05) Bb 0.39 (0.03) Bed
Dia 14 0.56 (0.04) Aa 0.36 (0.05) Bb 0.38 (0.06) Bb 0.37 (0.03) Bd

*Letras distintas (maidsculas na horizontal e mindsculas na vertical) indicam diferenca significativa pelo teste
de Tukey-Kramer (p<0,05).

A figura 8 demonstra os resultados das taxas de erupcdo dentdria nos grupos

controle e submetidos a radioterapia com dose de 15 Gy com ou sem tratamento.
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Figura 8 - Valor médio da taxa de erupcdo dentdria (em milimetros) em ratos dos grupos
controle e experimentais. A radioterapia foi aplicada no inicio do experimento (seta).

5.2 Avaliacao histologica
5.2.1 Inicio da regido odontogénica

No 6rgdo dentério do grupo controle observou-se um aspecto semelhante a uma
ferradura, todo rodeado por um tecido conjuntivo bem vascularizado chamado foliculo
dentario. Os odontoblastos apresentavam-se bem organizados, polarizados e integros,
dispostos em palicada, constituindo uma s6 camada de células contornando a papila
dentaria, com aspecto colunar. Os pré-ameloblastos estavam organizados como células
cilindricas altas e polarizados e as células da papila dentdria dispostas uniformemente
apresentando células indiferenciadas, fusiformes ou estreladas, com numerosos
prolongamentos citoplasmaticos (Figura 9).

Nos grupos que foram submetidos a radiagdo, observou-se que ocorreu uma

aparente reducdo na populacdo celular na regido do foliculo adjacente a face lingual do

orgdo dentdrio sugerindo uma regido mais fibrilar (pobre em células), quando comparado
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ao grupo controle. Observou-se ainda alteragdes na formacdo da alca epitelial do 6rgédo

dentdrio independente do tratamento aplicado nesses.

™ 200 pm

Figura 9 - Lamina histolégica do grupo controle demonstrando o aspecto semelhante a ferradura
com odontoblastos e pré-ameloblastos organizados e células da papila dentdria dispostas
uniformemente.

Na figura 10 é possivel comparar os aspectos histolégicos entre os grupos
estudados. Nos animais experimentais, foi possivel observar alteracdes significativas
quando comparados ao grupo controle tais como extravasamento de hemdcias dos vasos
sanguineos evidenciando a ocorréncia de hemorragia, alteracio na formacdo da alca
cervical e aparente reducdo do niimero de células na regido do foliculo adjacente a face

lingual do 6rgdo dentario, como demonstrado nas figuras 11 e 12.

35



Avaliagdo do-efeito radioprotetor da vitamina € na taxe de evupcio- dentirio em ratoy irvadiadosy
Resultados

£y
5

Figura 10 — Cortes histoldgicos transversais do inicio da regido odontogénica de incisivos de ratos
nos grupos controle (C), radioterapia 15 Gy (R), 6leo de oliva 15 Gy (RO) e vitamina E 15 Gy
(ROV). A seta vermelha marca alteragdo na formacdo da alga epitelial e a amarela mostra uma
reducdo no nimero de células na regido do foliculo adjacente a face lingual do 6rgdo dentario. Na
coluna A o valor da barra corresponde a 200 pm, na B a 50 um e na C a 20 um.
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" 3 ; L4 n °
Figura 11 — Nesta lamina do grupo R € possivel observar a presenca de hemacias fora dos vasos

sanguineos, caracterizando hemorragia (seta rosa), alteracdo da alca epitelial (seta vermelha) e
aparente reducdo na populagdo celular (seta amarela).
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igura 12 — Nesta lamina do grupo R € possivel obserar alteragdo da alga eitelial (seta vermelha)
e a seta amarela aponta a regido do foliculo mais fibrilar (pobre em células) quando comparado ao
grupo controle.
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5.2.2 Regido odontogénica correspondente a face distal do terceiro molar

No grupo controle dessa regido, foi possivel observar um maior didmetro do
incisivo do rato. Os odontoblastos apresentavam-se bem organizados, polarizados e
integros, dispostos em pali¢ada, constituindo uma sé camada de células produzindo pré-
dentina. Os ameloblastos estdo organizados como células cilindricas altas e polarizados
produzindo a matriz organica do esmalte de forma continua e as células da papila dentéria
estdo dispostas uniformemente.

Nas laminas dos grupos experimentais, foi possivel identificar destruicio com
visivel redu¢do no tamanho do 6rgdo dentdrio provocada pela falta de produgdo de esmalte
e dentina. Também se verificou alteracdes nos ameloblastos com falta na producdo de
matriz do esmalte em algumas regides, como demonstrado na figura 13.

Presenca de um grande vaso que sugere a ruptura de vasos menores formando
um unico vaso de paredes delgadas e preenchido por hemadcias (hemorragia) também foi
visualizado em vdrios cortes dessa regido dos grupos experimentais. Vasta desorganizacao
nos odontoblastos e ameloblastos e produgdo de dentina formando “ilhas de dentina” no
interior da papila dentdria demonstraram que nessa regido as alteragdes foram mais severas

do que no inicio da regido odontogénica.
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Figura 13 — Cortes histoldgicos transversais da regido odontogénica correspondente a face distal do
terceiro molar de incisivos de ratos nos grupos controle (C), radioterapia 15 Gy (R), déleo de oliva
15 Gy (RO) e vitamina E 15 Gy (ROV). A seta verde aponta a visivel redu¢do do tamanho do
incisivo, a seta branca alteragdes nos ameloblastos e a seta azul mostra a desorganizagdo dos
odontoblastos. Na coluna A o valor da barra corresponde a 200 um, na B a 50 um e na C a 20 pm.
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5.2.2.1 Grupo Controle (C)

No grupo controle observa-se a organizacdo dos odontoblastos de aspecto
colunar, pré-ameloblastos polarizados e as células da papila dentdria regularmente

distribuidas (Figura 14).

‘ § "It . 280
‘ M - -

Figura 14 - Lamina do grupo controle mostrando a formagdo dentdria do incisivo com os
ameloblastos e odontoblastos organizados produzindo matriz organica do esmalte e pré-dentina
respectivamente de forma continua.
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5.2.2.2 Grupo Radioterapia (R)

Esse grupo serviu como referéncia para avaliar as consequéncias de uma dose
unica de 15 Gy de radioterapia na regido odontogénica de incisivos de ratos. Foi possivel
observar que os ameloblastos apresentaram-se irregulares em determinadas regides (Figura
15).

Os odontoblastos se apresentaram alterados, interferindo na formacgao de pré-
dentina e conseqiiente maturagdao da dentina e, como perdem sua polarizacdo, pareciam

produzir pré-dentina em dire¢des aleatorias, formando “ilhas de dentina” (Figuras 15 a 18).

v & \ -

S~ . " - _ ] .
Figura 15 - Corte histolégico (grupo R) apresentando alteracdes nos odontoblastos (seta azul) que
produziram pré-dentina em dire¢Oes aleatorias, formando “ilhas de dentina” (marcacdo amarela),
desorganizagdo dos ameloblastos (seta branca) apontando a falta de producido da matriz orginica do

esmalte e hemorragia na regido do foliculo (seta rosa).
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Figura 16 - Corte histolégico (grupo R) apresentando alteragdes nos odontoblastos (seta azul), que
produziram pré-dentina em dire¢des aleatorias formando “ilhas de dentina” (marcag@o amarela).
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Figura 17 - Corte histolégico (grupo R) apresentando alteragdes nos odontoblastos (seta azul), que
produziram pré-dentina em dire¢des aleatdrias, formando “ilhas de dentina”.
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5.2.2.3 Grupo Oleo de Oliva (RO)

Nesse grupo, alteragdes semelhantes ao grupo radioterapia foram observadas

em diversos cortes histoldgicos, como pode ser confirmado nas figuras 19, 20 e 21.
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20 pm

. . 4 -
Figura 20 - Corte histolégico (grupo RO) apresentando altera¢des nos odontoblastos (seta azul), que
produziram pré-dentina em dire¢des aleatérias, formando “ilhas de dentina” e presenca de

hemorragia (seta rosa).
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5.2.2.4 Grupo Vitamina E (ROV)

Esse grupo experimental também apresentou alteragdes significativas causadas

pelo efeito da dose dnica de radiac@o, similar aos grupos anteriores como demonstram as

figuras 22 a 25.

200 pm

S
V) apresentando uma visivel alteracdo de tamanho no

incisivo (seta verde) com ma-formacgdo dentdria e a presenca de um grande vaso (seta preta).

Figura 22 - Corte histolégico (grupo RO
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- —riie d
nos odontoblastos (seta azul) e

' - > 2 y W . >
Figura 23 - Corte histolégico (grupo ROV) apresentando alteracdes
nos ameloblastos (seta branca).

50



Avaliagdo do-efeito radioprotetor da vitamina  na taxo de evupcio- dentiwiov em ratoy ivradiados
Resultados

Figura 24 - Corte histoldgico (grupo ROV) apresentando altera¢des nos odontoblasos (seta azul)
com perda de polarizacado celular.
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6. DISCUSSAO

A utilizacdo da radiacdo ionizante para fins terapéuticos é frequente nas
neoplasias malignas, gerando resultados présperos em pacientes submetidos a radioterapia,
podendo essa modalidade de tratamento ser realizada de forma isolada ou associada a
cirurgia e/ou quimioterapia. A a¢cdo da radiacdo nos tecidos dentdrios em desenvolvimento,
dependendo da dose, pode causar grandes alteracdes, em alguns casos impedindo
completamente a formagdo dentéria.

No presente trabalho foi utilizada dose tnica de radiacdo de 15 Gy. Niehoff et
al., em 2008, relataram, apés cdlculo utilizando um modelo quadratico linear, que uma dose
unica de 15 Gy equivale a dose fracionada de 54 Gy (27 x 2Gy). Essa dose é um valor
médio que muitos profissionais adotam como tratamento em pacientes portadores de cancer
na regido de cabeca e pescoco. Deste modo, trabalhos que utilizam dose unica de
radioterapia apresentam um efeito de dose muito maior quando comparado a tratamentos
radioterapicos com doses fracionadas.

No dia do sacrificio, constatou-se que os animais que foram submetidos a dose
de 15 Gy de radioterapia apresentaram peso inferior, queimaduras e alopécia, quando
comparados aos do grupo controle. Estes achados foram semelhantes aos encontrados por
English et al. (1954) e Niehoff et al. (2008).

Neste estudo, escolheu-se utilizar o incisivo de rato, pois esse dente apresenta
crescimento continuo e suas células estdo em constante renovagao (Merzel & Novaes,
2006), além de serem utilizados como modelo experimental em diversas pesquisas com
radioterapia (Dale, 1953; English et al., 1954; Hansen & English, 1957; Coady et al,
1967; Koppang & Strokke, 1969; Horn et al., 1975; Swenney et al., 1977; Pearson &
Phelps, 1981; Saad et al., 1991; Niehoff et al., 2008; Aratjo, 2010).

Muitos estudos sobre erup¢do dentdria utilizam o incisivo de rato como modelo
(Dale, 1953; English et al., 1954; Hansen & English, 1957; Coady et al., 1967; Araujo,

2010), porque varias alteracOes dos fatores ligados a0 movimento eruptivo podem ser
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facilmente produzidas nesses dentes, permitindo a observacdo da resposta dos tecidos
envolvidos e da taxa de erupgao.

Na regido odontogénica ocorrem rapidas divisdes celulares e os odontoblastos e
ameloblastos iniciam a formacgdo de dentina e esmalte. Devido a essa constante proliferacdo
celular, essa regido € considerada bastante radiossensivel (Pearson & Phelps, 1981; Merzel
& Novaes, 2006). Outra vantagem desse crescimento dentdrio continuo € que a irradiacao
pode ser aplicada em qualquer idade do animal e os ameloblastos e odontoblastos podem
ser estudados nas suas diversas fases em um mesmo animal (Koppang & Stokke, 1969).

Na presente pesquisa foi possivel visualizar uma reducdo histolégica no
diametro do incisivo dos grupos experimentais quando comparados ao controle. Sabe-se
que indmeras alteracdes dentdrias podem ocorrer em criangas submetidas a tratamento
antineopldsico, podendo ser de forma, nimero, tamanho ou estrutura (Lopes et al., 2006;
Vasconcelos et al., 2009). Estudando alteracdes dentdrias em criancas submetidas a
radioterapia, Kaste er al (1994, 1997, 2009) encontraram dentes ou raizes reduzidas,
hipodontia, alteragdo na erupc¢do dentdria, microdontia, taurodontia, xerostomia, esmalte
anormal, perda de dentes, gengivite severa e dentes retidos.

A irradiacdo com 4 Gy in ttero, durante a fase de formacao do germe dentario
de molares de ratos, acarreta o aparecimento de alteracdes no 6rgdo dentdrio, como a
redugdo no seu tamanho, fusdo das cuspides e fraturas corondrias (Manzi, 2005). Alteragdes
na producdo de esmalte foram encontradas entre seis e sete dias apds dose unica de
radiacdo de 16 Gy (Kahn et al., 1979). Horn et al., 1975, relataram que doses unicas de
radiacdo promoveram diferenciagdo dos ameloblastos e odontoblastos apenas em dreas
isoladas, acarretando em aposi¢do de matriz de esmalte e dentina irregulares. Sweeney et
al., em 1977, relataram dano acentuado aos ameloblastos e odontoblastos, apds doses
fracionadas de 48 e 72 Gy. Saad et al., em 1991, reportaram desorganizacio e degeneracao
das células da papila dentéria, assim como pobre diferenciacdo e auséncia de polarizacao
nas células da superficie da papila e do epitélio interno do esmalte em fetos irradiados com
4 Gy de radiacdo in utero aos doze dias de gestagdo. Dentre os efeitos da radiagdo
observados nos grupos irradiados experimentais nesta pesquisa pode-se citar na regiao

odontogénica, a desorganizacdo celular, odontoblastos desorganizados, despolarizados
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sintetizando dentina em dire¢Oes diversas ou auséncia na sintese, ameloblastos alterados,
falta de producdo de matriz do esmalte em determinadas regioes.

Virias alteracdes histoldgicas foram encontradas nesta pesquisa, resultados que
concordam com os de English et al. (1954), Boraks et al. (2008) e Aradjo (2010) relatando
alteracodes graves em diferentes tipos celulares com uma dose de 15 Gy de radioterapia.

No presente trabalho, foi observado que os odontoblastos sofreram alteracdes
estruturais muito mais evidentes do que os ameloblastos. Tal achado corrobora com as
afirmac¢des de English & Tullis (1951), Dale (1953) e Sweeney et al. (1977) que relataram
que ameloblastos sdo células menos sensiveis a radiacdo do que os odontoblastos.

No inicio da regido odontogénica dos animais, observou-se poucas alteragdes
nos grupos experimentais em relacdo ao grupo controle. Entretanto, na regido subsequente,
as alteracdes provocadas pela radioterapia foram bem evidentes nos grupos experimentais,
0 que sugere que a regido odontogénica se recupera no decorrer do tempo, o que também
ocorre devido ao movimento eruptivo dentdrio. Provavelmente em tempos anteriores aos 14
dias do sacrificio, seria possivel observar mais alteragdes nessa regido uma vez que na
regido odontogénica correspondente a face distal do terceiro molar (Regido B) as células
apresentam-se mais diferenciadas do que no inicio da regido odontogénica (Regido A).

Hansen & English (1957) estudaram diversos tempos de sacrificio para avaliar
a acdo da radioterapia em ratos e constataram que alteracdes na formagdo dentdria
apareciam em cinco dias, apds uma semana era possivel visualizar inicio de recuperacdo da
regido odontogénica e que em 21 dias esta regido era parecida com o controle. Coady et al.
(1967) adotaram um tempo de sacrificio de uma semana uma vez que alteracOes na
formacdo dentdria ja estavam presentes. Com o intuito de avaliar o efeito inicial da
radioterapia na regido odontogénica, foi escolhido um tempo unico de sacrificio de 14 dias
apos a radioterapia por ser um tempo adequado para se avaliar a taxa de erup¢do dentéria de
acordo com Koppang & Stokke (1969). Apos avaliar os resultados histologicos sugere-se
que pesquisas posteriores sejam realizadas com tempos maiores de sacrificio para constatar
se a regido odontog€nica ird se regenerar totalmente com ou sem o auxilio de
radioprotetores, € menores para certificar quando estas alteracdes histologicas comegcam a

surgir. No presente estudo o inicio da regido odontogénica apresentou alteracdes mais
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discretas quando se compara com a outra regido estudada. Talvez ocorram também
modificagdes histolégicas na regido mais madura do incisivo ou alteragdes nas fungdes,
metabolismo, polarizacdo celular, fosfatase alcalina ou apoptose.

Trabalhos comprovam que alteracdes na regido odontog€nica causam
diminui¢do na taxa de erupcdo dentdria dos incisivos pelo trauma provocado no periodonto
relacionado ao esmalte (Merzel et al., 2000a), resseccdo da regido odontogénica (Merzel et
al., 2000b; Merzel et al., 2004), remo¢ao da por¢cao vestibular da regido odontogénica
(Merzel & Novaes, 2006) e radiagcdo ionizante (Araujo, 2010) indicando que a acdo de um
agente externo seja trauma, resseccao ou radioterapia podem interferir na morfologia e
consequentemente, na taxa de erup¢ao dentdria nesse modelo. O desenvolvimento dentério
em humanos € muito semelhante ao que ocorre nos ratos. Portanto esse modelo de estudo
pode ser utilizado, ja que € possivel comparar os resultados de pesquisas de dentes de ratos
com de humanos.

No presente trabalho foi realizada a mensuracao da taxa de erupcao dentédria em
ratos pela metodologia de marcacdo dos dentes adotada por Coady et al. (1967) e Araijo
(2010).

Ubios et al. (1992) identificaram atraso ou falha na erup¢do dos molares
inferiores e diminui¢do da taxa de erup¢do em molares de ratos submetidos a radiacdo X
(20 Gy) e sacrificados com 30 e 60 dias. Coady et al., em 1967, que, estudando uma dose
cumulativa de 12 e 24 Gy, ndo observaram diferencas na taxa de erupcdo dentdria nem
efeitos sobre a taxa de renovacgdo celular e alteragdes histoldgicas nos incisivos, porém
esses autores utilizaram dose fracionada de radioterapia e adotaram o tempo de sacrificio de
7 dias. Esse resultado difere dos encontrados nesta pesquisa, pois foi constatada diferenca
estatistica na taxa de erupcdo dentdria a partir do sexto dia apds a radioterapia, aparente
reducdo na populacdo celular na regido do foliculo adjacente a face lingual do incisivo,
quando comparado ao grupo controle no inicio da regido odontogénica e alteracdes na
formacdo da alga epitelial do 6rgdo dentario independente do tratamento aplicado nesses.
Esta diferenca pode ser justificada, pois a pesquisa de Coady et al. adotou doses

fracionadas de radiacdo gama com tempo de sacrificio de sete dias no incisivo superior,
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nesta pesquisa foi utilizada dose dnica de radiacdo X com tempo de sacrificio de quatorze
dias em incisivos inferiores.

Os padroes de diversos tipos de alteracdes decorrentes da radioterapia sdao
semelhantes entre as espécies, como ratos (Dale, 1953; English et al., 1954; Hansen &
English, 1957; Coady et al., 1967; Sweeney et al., 1977; Ubios et al., 1992; Manzi, 2005;
Cherdyntseva et al., 2005; Ramos et al., 2006; Boraks et al., 2008; Niehoff et al., 2008),
camundongos (Kulkarni et al., 2010; Singh et al., 2010; Singh et al., 2012), porcos (English
& Tullis, 1951) e cachorros (Lee et al., 1989).

Diversos estudos demonstram que as alteracdes geradas pela radioterapia
podem ser evitadas ou minimizadas com a utilizacdo de substincias denominadas
radioprotetoras. Visto que a formacdo dentdria ocorre nos primeiros anos de vida e ainda é
grande o nimero de criangas com neoplasias malignas que necessitam da radioterapia como
tratamento, ¢ importante estudar substincias que evitem ou, pelo menos, minimizem esse
dano causado pela radiagdao na formagao dos dentes.

Investiga-se a eficacia radioprotetora do a-tocoferol e suas abordagens
nutricionais de radioprotecdo, visto que sua principal acdo € a antioxidante, sua atuagdo
lipossolivel, que seu mecanismo de agcdo € proteger as membranas fosfolipidicas, inibindo
a peroxidacdo lipidica, auxiliando na regeneragdo tecidual e combatendo os radicais livres
(Wu & Corft, 2007). Vérios trabalhos adotaram a vitamina E como op¢ao de estudo de sua
atividade radioprotetora (Rostock et al., 1980; Felemovicius et al., 1995; Manzi et al.,
2003; Cherdyntseva et al., 2005; Koizumi et al., 2005; Ramos et al., 2006; Singh et al.,
2006; Chitra & Shiamala Devi, 2008; Sezen et al., 2008; Wambi et al., 2008; Singh et al.,
2009, 2010; Kulkarni et al., 2010; Singh et al., 2012). Portanto, essa substincia pode ser
adotada como op¢do na pesquisa do tratamento radioprotetor no desenvolvimento dentério.

Existem algumas formas de aplicacdo da vitamina E no animal, dentre elas
estdo a intraperitoneal (Rostock et al.,, 1980; Manzi et al., 2003; Cherdyntseva et al., 2005;
Singh et al., 2006), tépica (Felemovicius et al., 1995; Pedrelli et al., 2011) e oral (Koizumi
et al., 2005; Ramos et al., 2006; Wambi et al., 2008). Com a finalidade de simular uma
condicdo real nesta pesquisa, a qual poderia ser utilizada posteriormente em humanos, foi

adotada a aplicacdo oral nos animais, que ocorreu utilizando uma agulha para gavagem,
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conectada a uma seringa de 3 ml, permitindo que as solucdes fossem depositadas
diretamente no estdmago.

Nesta pesquisa, aplicou-se nos animais uma dose de 360 mg/kg de vitamina E
baseada na pesquisa de Ramos et al. (2006) que constataram radioprotecdo com esta dose
em glandulas salivares. Esta substancia foi aplicada durante 60, 36 e 12 horas antes e apds
da radioterapia de acordo com Prasad et al. (2002) que recomendaram a administracao
didria em menos de 48 horas antes da irradiacdo, estes ainda salientaram a importancia da
permanéncia de antioxidantes pds-irradiacdo a fim de reduzir a taxa de reparo de células
tumorais que sofreram danos pela radiacdo. Shen ef al. (2010) usaram 350 mg/kg; Singh et
al. (2006), Singh et al. (2009, 2010) e Singh et al. (2012) utilizaram 400 mg/kg; Sezen et
al. (2008) e Lindshield et al. (2010) uma dose de 200 mg/kg.

Os resultados obtidos nesta pesquisa, decorrentes da avaliacdo da taxa de
erup¢do dentdria, mostraram que houve diferenca estatistica dos grupos experimentais
Radioterapia e Oleo de oliva seis dias apds a radioterapia, ja o grupo Vitamina E apresentou
essa diferenca apenas dez dias apds a radioterapia quando comparados com o grupo
controle. Essa diferenca pode sugerir uma tendéncia de radioprote¢do nesse grupo quando
comparados com 0s outros grupos experimentais.

Diferentes trabalhos relataram o efeito radioprotetor da vitamina E na
prevencao de alteragdes celulares (Prasad er al.,, 2002; Koizumi et al., 2005), no reparo
tecidual (Manzi ef al, 2003), nas funcdes das glandulas salivares (Ramos et al., 2006;
Chitra & Shiamala Devi, 2008), no cérebro e retina (Sezen et al., 2008), nas células
hematopoiéticas (Wambi et al., 2008; Kulkarni et al., 2010), nas células mieldides (Singh et
al., 2009), nas células gastrointestinais (Singh et al., 2012) e na sobrevida (Wambi et al.,
2008; Singh et al., 2009).

O trabalho de Rostock et al. (1980) demonstrou que ndo houve nenhum tipo de
protecdo histolégica dos pulmdes e coracdo em ratos submetidos a doses de 15 e 20 Gy de
radioterapia.

Radioprotecdo parcial também foi verificada por Felemovicius et al. (1995)
avaliando células do intestino e por Cherdyntseva et al. (2005) na medula dssea e sangue

periférico de células nucleadas. Sugerem-se pesquisas posteriores para verificar se existe
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uma completa acdo radioprotetora na taxa de erupc¢ao dentdria com doses mais elevadas de
vitamina E.

Nesta pesquisa, foi incluido o grupo RO, o qual foi constituido por animais que
foram submetidos a dose tnica de radiacdo X de 15 Gy e receberam 4 ml/kg corpdéreo de
6leo de oliva. Esse 6leo foi adotado em virtude da necessidade de utilizagao de um veiculo
para aplicar a vitamina E via oral nos animais, para confirmar que esse ndo seria um
possivel radioprotetor. Outros autores também utilizaram o 6leo de oliva como veiculo na
aplicacdo da vitamina E, tais como Manzi et al. (2003) e Ramos et al. (2006).

Apesar de que neste trabalho ndo foi possivel visualizar uma protecao da
vitamina E microscépica pelas alteragdes provocadas pela radioterapia, observamos uma
tendéncia a protecdo na taxa de erupcdo dentdria. Entretanto, a vitamina E poderia ser
utilizada como um agente radioprotetor uma vez que € uma substincia antioxidante,
facilmente encontrada na natureza e com a vantagem de ndo apresentar efeitos toxicos,
permitindo assim a sua utilizacdo sem preocupagdes.

Assim, associando esses achados a pratica clinica, quanto mais jovem um
paciente for submetido a radioterapia maior serd o grau e severidade das lesdes dentdrias
encontradas. Ainda € importante salientar que existem substiancias denominadas

radioprotetoras que servem para proteger contra os efeitos nocivos da radiacdo.
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7. CONCLUSAO

Dentro das condi¢des experimentais utilizadas, conclui-se que, apesar de
histologicamente ndao haver evidéncia de protecdo, a vitamina E demonstrou leve acdo

radioprotetora na taxa de erupcao dentdria em ratos.
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Comiss3o de Etica na Experimentagdo Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1843-1, sobre "Avaliacdo da taxa de erupcdo

1 ra lo_uso de rotetor”, sob a responsabilidade de Prof.
Dr. Pedro Duarte Novaes / Amanda Maria Medeiros de Araujo, esta de acordo
com os Principios Eticos na Experimentag3o Animal adotados pelo Colégio
Brasieiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado peia
Comiss3o de Efica na Experimentacdo Animal — CEEA/Unicamp em 04 de maio
de 2009, 3

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 18431, entitled "Evaluation of the rate of tooth

eruption in rats by use of radioprotective”, is in agreement with the Ethical
Principles for Animal Research established by the Brazilian College for Animal

Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas -
Unicamp) on May 4, 2008,

inas, 04 de maio de 2009.
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Presidente Secretaria
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