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IMPORTANTE

Esta pesquisa recebeu apoio da agéncia FAPESP para o programa de
Iniciacdo Cientifica da aluna, sob numero 2008/01018-2 e esta
vinculada a um Projeto de Pesquisa (processo FAPESP numero
2007/08024-5 - “Efeito da homeopatia e da fitoterapia sobre parametros
morfolégicos em alvéolo e glandulas salivares de ratos irradiados.
Estudo morfolégico e morfométrico”), o qual foi executado em conjunto
pelos discentes Karine Keila Cavalcanti, Hugo Tadao Futida (processo
2008/01010-1) e Camila Bortoletto Schoba (2008/01020-7), em comum
acordo com a FAPESP.

O estudo foi divido em trés partes entre os discentes. Por este motivo,
os capitulos “INTRODUCAQO” e “DISCUSSAQ” s&o idénticos, sendo que
0s mesmos foram escritos em conjunto pelos discentes. A aprovacao do

relatério final da agéncia FAPESP encontra-se no Anexo 2.
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in vitro = ("em vidro") € uma expressao latina que designa todos os
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RESUMO

O desenvolvimento de estudo de radioprotetores efetivos e atéxicos é
necessario devido ao grande risco da radiacdo X (RX) aos seres humanos
representado pela exposicdo a radiacao ionizante, quando da radioterapia. Os
efeitos deletérios da radiacao terapéutica sobre alvéolos pés-extracdo dental séo
bem conhecidos. O objetivo dessa pesquisa foi verificar o efeito radioprotetor de
uma formulacao fitoterapica feita a base de 6leo de copaiba, comparando-a com a
vitamina E, um conhecido radioprotetor. Foram observados os efeitos destas
substancias sobre a morfologia de alvéolos pés-extragdo em ratos irradiados com
irradiacdo X. Para tanto, foram utilizados 48 ratos divididos nos seguintes grupos:
G1 que recebeu NaCl 0,9% (controle - sham) e nao recebeu radiacado; G2 — recebeu
NaCl 0,9% e irradiacdo; G3 — recebeu suspensao de acetato de dl-alfa-tocoferol
(vitamina E) 40mg/kg/vo/dia e irradiacdo; G4 — recebeu 6leo de copaiba 2g/kg/vo/dia
e irradiagdo. Todos os tratamentos foram mantidos por sete dias. Ao final deste
periodo, os animais foram anestesiados com uma solucdo de quetamina/xilasina,
posicionados no acelerador linear e, com excecao do grupo 1, receberam 15 Gray
de radiacdo X. Os tratamentos foram mantidos por mais sete dias ap0s a irradiagéo.
Decorridos 3 dias da irradiacdo, os animais foram submetidos a anestesia com
pentobarbital e foi realizada a extracao do 1°. molar inferior esquerdo. A mucosa foi
suturada e os animais receberam dipirona sodica, via ip. Depois de 7, 14 e 21 dias
apdés a extracdo dentaria (n=4 por grupo), 0s animais foram novamente
anestesiados e sacrificados por aprofundamento da anestesia e sua mandibula foi
cuidadosamente dissecada. As mandibulas foram submetidas a técnica histolégica
de rotina (inclusdo em parafina). Apds processamento histoldgico de rotina, foram
feitos cortes (6 um) e submetidos a coloracdo HE. Foram obtidas fotomicrografias
para avaliacdo dos alvéolos. Foram observados trés campos com 100 pontos cada,
em trés laminas com profundidades de corte diferentes. Os resultados foram
descritos qualitativamente (avaliacdo histologica) e quantitativamente, sendo estes
avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis (nivel de significancia de 5%). Considerando
os periodos de 7, 14 e 21 dias, foram observadas as seguintes medianas (desvio
interquartilico): G1 - 53.0 (24.3), 52.5 (12.1), 56.0 (20.8); G2 - 3.0 (4.0), 8.5 (4.5),
24.5 (44.8); G3 - 14.0 (31.6), 7.5 (6.3), 11.8 (11.3) e; G4 - 13.9 (5.6), 4.0 (2.3), 11.3
(17.1). De uma forma geral, os tratamentos mostraram maiores quantidades de
tecido 6sseo que o G2 apos 10 e 24 dias, mas ndo no periodo 17 dias (Kruskal-
Wallis). O G1 foi superior (p<0,05) a todos os tratamentos e G2 em todos os
periodos. Nao houve diferencas estatisticamente significantes entre a vitamina E e a
suspensdo de Oleo de copaiba. Concluimos que as suspensdes fitoterapica e
vitamina E ndo demonstraram capacidade de radioprotecdo na reparacdo éssea
alveolar no modelo utilizado no presente estudo.

Palavras - chave: farmacologia; radiacao; osteorradionecrose; xerostomia
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ABSTRACT

The development of effective study and nontoxic radioprotective is necessary
due to the high risk of radiation X (RX) to humans represented by exposure to
ionizing radiation, when radiation. The deleterious effects of radiation therapy on
post-extraction dental alveoli are well known. The objective of this research was to
investigate the radioprotective effect of a herbal formulation made on the basis of
Copaiba oil, comparing it with vitamin E, a known radioprotective. We observed the
effects of these substances on the morphology of post-extraction alveoli in rats
irradiated with X irradiation Thus, we used 48 rats divided into four groups: G1
received 0.9% NaCl (control - sham) and received no radiation, G2 - received 0.9%
NaCl and irradiation; G3 - suspension of acetate-dl alpha-tocopherol (vitamin E) and
irradiation 40mg/kg/vo/day, G4 - received the copaiba 2g/kg/vo/day and
irradiation. All treatments were maintained for seven days. Thereafter, the animals
were anesthetized with a solution of ketamine / xylazine, placed in the linear
accelerator and, with the exception of group 1 received 15 Gray of radiation
X. Treatments were maintained for more than seven days after irradiation. After 3
days of irradiation, the animals were anesthetized with pentobarbital and was
extracted from 1. lower left molar. The mucosa was sutured and the animals
received dipyrone, intraperitoneally.After 7, 14 and 21 days after tooth extraction (n =
4 per group), animals were anesthetized and sacrificed by deepening of anesthesia,
and his jaw was carefully dissected. The mandibles were subjected to routine
histologic technique (paraffin embedding). After histological processing, sections
were taken (6 u m) and subjected to HE staining. Photomicrographs were obtained
for evaluation of the alveoli. We observed three fields with 100 points each, three
blades with different cutting depths. The results were described qualitatively
(histological evaluation) and quantitatively, which were evaluated by Kruskal-Wallis
(significance level of 5%).Considering the periods of 7, 14 and 21 days, observed the
median (interquartile deviation): G1 - 53.0 (24.3) 52.5 (12.1), 56.0 (20.8), G2 - 3.0
(4.0) 8.5 (4.5) 24.5 (44.8), G3 - 14.0 (31.6) 7.5 (6.3) 11.8 (11.3) and, G4 - 9.13 (5.6)
4.0 (2.3) 11.3 (17.1).In general, the treatments showed higher amounts of bone
tissue that G2 after 10 and 24 days, but not within 17 days (Kruskal-Wallis). The G1
was superior (p <0.05) for all treatments and G2 in all periods. There was no
statistically significant differences between vitamin E and the suspension of Copaiba
oil. We conclude that the suspensions herbal and vitamin E showed no ability to
repair radiation protection in alveolar bone in the model used in this study.

Key — words: pharmacology; radiation; osteoradionecrosis; xerostomia.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

Radioterapia e seus efeitos

A radioterapia tem sido uma das formas mais comuns de tratamento dos
tumores de cabeca e pescoco, onde tem obtido altos indices de cura e de maior
sobrevida. No entanto, a radioterapia envolve riscos em funcdo da quantidade de
radiacao ionizante absorvida pelos tecidos corporais, a qual pode resultar em danos
irreparaveis, pois no campo de radiacdo esta inserido o tecido normal, bem como o
tecido alvo (Chow & Theodore, 1998).

O tratamento de tumores da regido de cabeca e pescoco por meio da
radioterapia causa uma série de efeitos adversos em decorréncia da irradiacao de
estruturas adjacentes a esta regido, como as glandulas salivares. Complicacdes
como a xerostomia, mucosites, osteorradionecrose, perda do paladar, disfalgia e
caries dentais, sdo alguns dos efeitos colaterais decorrentes das alteracdes na
estrutura e funcao das glandulas salivares provocados, na maioria das vezes, em
decorréncia da diminuigédo do fluxo salivar (Coppes et al., 2002).

Um fator contribuinte para os efeitos deletérios causados pela radiagdo esta
na absorcdo de radiacao pelos tecidos vivos, onde ocorre a ionizacao e posterior
producao de radicais livres no interior das células.

Outros efeitos secundarios que podem ocorrer em pacientes irradiados sao
trismo, alteragdes vasculares, necrose de tecidos moles e osteorradionecrose (ORN)
(Regezi et al,1976; Sulaiman et al, 2003), este ultimo sendo considerado uma das
sequelas mais graves (Lambert et al, 1997; Thorn et al, 2000; Kanatas et al, 2002;
Sulaiman et al, 2003).

As principais causas de ORN sao bidpsias désseas, trauma por protese
dentaria ou de doencas periodontais e extracoes realizadas antes e apds a
radioterapia (Beumer et al, 1983; Morrish et al, 1981; Epstein et al, 1987; Lambert et
al, 1997; Vudiniabola et al, 1999; Oh et al, 2004). Sabe-se que a radiacao ionizante
também pode induzir a osteomielite, uma inflamacéo éssea severa que acaba por
ter efeitos deletérios no processo de cicatrizagdo pds-extracao dentaria (Aitasalo et
al,1998).

Devido a radiacdo ionizante, a cicatrizagdo é diminuida em tecidos
traumatizados cirurgicamente, em especial o tecido ésseo, que além de apresentar
menor resisténcia a infeccdo, pode resultar em radiosteomielite e/ou

osteorradionecrose. Assim, um marcante atraso no processo de reparagao alveolar
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€ provocado pela radiacdo X (Frandsen, 1962; Raveli et al, 1990; Cordeiro et al,
1992; Raveli et al, 1996).

Dentes que nao podem ser restaurados devido a carie, doenca periodontal ou
lesbes de raiz podem resultar em infeccoes no osso e ORN, devido a baixa
progressdo vascular e incapacidade dos mecanismos de reparacdo nos tecidos
irradiados (Constantino et al, 1995; Oh et al, 2004).

O conhecimento da dose de radiagédo, volume, modalidade, urgéncia, estado
geral e prognéstico, desempenham um grande papel na decisdo de remocao de
dentes (Beumer & Seto, 1981; Sulaiman et al, 2003). A analise do campo de
radiacao evita procedimentos desnecessarios, como extragdes realizadas fora da
area de radiacao, que nao constituem um fator de risco (Sulaiman et al, 2003).

Um ponto importante quando se consideram extracdes dentérias antes da
radioterapia, € o intervalo de tempo entre as extracbes dentarias e o inicio da
radiacao terapéutica. Este tempo deve ser suficiente para a cura inicial e para
permitir que os tecidos suportem a radiacdo emitida. No entanto, o tempo de
reparacdo ndo deve ser prorrogado por um longo prazo que comprometa o
tratamento e prognéstico (Starcke & Shanon,1977; Beumer Seto, 1981; Horiot et al,
1981; Beumer et al, 1983; Epstein et al, 1987; Marx & Johnson, 1987; Maxymiw et
al, 1991; Constantino et al, 1995; Tong et al, 1999; Reuther et al, 2003).

Radioprotetores

O desenvolvimento de radioprotetores efetivos, e farmacos utilizados para
recuperacao apos radiacao tém grande importancia, devido sua potencial aplicacéo
em exposicao a radiacao planejada, radioterapia, por exemplo, ou naquela nao
planejada com na industria nuclear, etc. (Arora et al., 2005).

Numerosos farmacos sintéticos e de origem natural, tais como antioxidantes
(Kumar et al., 2002), agentes citoprotetivos (Links & Lewis, 1999), inibidores da
enzima conversora de angiotensina (Molteni et al, 2000) e antagonistas dos
receptores da angiotensina-ll (Moulder et al., 1998), elementos metalicos (Miko et
al.,, 1998), imunomoduladores (Furuse et al., 1997; Guenechea et al., 1997;
Landauer et al., 1997), compostos sulfidrilicos (Ramnath et al., 1997; Weiss, 1997),
lipopolissacarideos e prostaglandinas (Van Buul et al.,, 1999; Riehl et al., 2000),
vitaminas A, C e E (Haranpanhalli et al, 1994) e ligantes de DNA (Martin &
Anderson, 1999) tém sido testados em modelos in vitro e in vivo, em ensaios com

humanos para minimizar injurias causadas pela exposicao a radiacao ionizante em
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doses subletais e sobreletais (Arora et al., 2005). Combinac¢des de agentes tém sido
testadas com pouco sucesso (Weiss et al., 1990; Kumar & Gupta, 2002).

Entre os radioprotetores moleculares, o WR-2721 [S-2-(3-aminopropil-amino)
acido etil-fosforotioico], também conhecido como amifostina, ethiophos (EUA) ou
gammaphos (antiga URSS), é a droga radioprotetiva mais profundamente estudada,
sendo inicialmente desenvolvida no Instituto de Pesquisas Walter Reed Army, nos
EUA, sob os auspicios do programa de desenvolvimento de drogas antiradiacao do
exército americano. Entretanto, os efeitos radioprotetivos dos compostos
fosforotioatos, incluindo a amifostina, sdo de curta acao e associados com efeitos
adversos graves, tais como nausea, vomitos, diarréia, hipotensdo, hipocalemia,
nefro- e neuro-toxicidade, em doses clinicamente efetivas. Estas limitagdes tém
restringido grandemente o uso clinico destes farmacos. A despeito destes
problemas, a amifostina (Ethyol®) é o unico radioprotetor aprovado pela FDA (Arora
et al., 2005). O selénio, um metal que atua na enzima glutationa peroxidase, facilita
a reducao dos perdxidos nos tecidos e pode ser considerado como radioprotetor
(Ellenhorn & Barceloux, 1688).

Na tentativa de aumentar a cicatrizacdo ap6s exodontias ou evitar infeccoes
secundarias, a oxigenagcao hiperbarica, o uso de antibiéticos e de remocao
profissional de placa tem sido utilizada como coadjuvante na gestdo de terapias
cirurgicas em pacientes irradiados (Koga et al, 2008). A oxigenacao hiperbarica
aumenta a tensdo de difusdo do oxigénio nos tecidos irradiados, a sintese de
colageno, a vascularizagdo e o metabolismo de redes de o0sso e,
consequentemente, a cura dos tecidos (Marx et al,1985; Lambert et al, 1997;
Chavez & Adkinson, 2001).

Packer et al (1979), observou que vitamina E pode capturar os radicais
peréxidos e quebrar a reacdo em cadeia da peroxidacdo lipidica. Segundo os
autores o alfa tocoferol é o mais potente anti-oxidante dentre os tocoferois reagindo
mais rapidamente que outros derivados ou &cidos graxos polinsaturados.
Subseqlientemente, o alfa tocoferol € regenerado pela acado do acido ascorbico e os
radicais sdo oxidados.

Marcus & Coulston (1996) estudaram as caracteristicas quimicas dos
tocoferéis e afirmaram que apresentam potencial antioxidante, o que impede a
oxidacao de constituintes essenciais, como a ubiquinona (coenzima Q), ou entao,
impede a producado de produtos toxicos da oxidagdo, como os peréxidos. Relatam

também, que a vitamina E (tocoferol) evita a formacéao de radicais livres.
4



Em um estudo realizado por Manzi (2001), o uso da vitamina E como
radioprotetor mostrou que o tecido de granulacdo, o desenvolvimento e ordenacao
das fibras colagenas de animais irradiados apresentaram desenvolvimento
morfolégico semelhante ao de animais nao irradiados, com um atraso no processo
de reparacao apenas no quarto dia.

Até o presente momento, ndo existe um Unico agente que preencha todos os
requisitos para um radioprotetor ideal, isto €, que produza toxicidade nao cumulativa
ou irreversivel, ofereca protecdo por longo periodo, tenha uma vida de prateleira de
2 a 5 anos e possa ser facilmente administrado (Coleman et al., 2003). Em vista
disso, continua a procura por agentes radioprotetores novos, menos tdéxicos e mais
eficazes.

A copaiba - Copaifera langsdorffii Desf. (Leguminosae-Caesalpinoideae) -
tem varios nomes populares (copaiba-vermelha, balsamo, oleiro, copauba, copaiba-
da-varzea, entre outros). Sua arvore atinge a altura de dez a quinze metros e sua
copa é globosa e densa. Tem grade ocorréncia em varios estados brasileiros (Minas
Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Parana). Na realidade, varias
plantas sdo chamadas de Copaiba dependendo da regido, sendo todas muito
parecidas, com as mesmas aplicacdes e os mesmos nomes. A Regido Norte é a
maior produtora do dleo-resina de copaiba. O éleo é, na realidade, um composto
6leo-resina obtido do género Copaifera L. (Leguminoseae). As principais espécies
fornecedoras do Oleo-resina sdo C. reticulata Ducke, C. guianensis Desf, C.
multijuga Hayne e C. officinalis L., as quais sdo responsaveis por 80%, 10%, 5% e
5%, respectivamente, da producédo brasileira. Em 2003, foram comercializadas 463
toneladas do 6leo-resina

O principal composto entre os varios sesquiterpenos é o beta-cariofileno,
seguido do alfa-humeleno, alfa-copaeno, alfa-bergamoteno e delta-cadineno. Entre
os diterpenos, foram encontrados o acido copalico e &cidos cloroquininicos e
covalénicos (Veiga Junior et al, 2007), sendo que a Copaifera langsdorffii se
mostrou rica em &cido caurendico - acido ent-caur-16-en-19-6ico (Cavalcanti et al.,
2006).

O éleo-resina ja demonstrou varias acoes farmacoldgicas, tais como atividade
antinoceptiva (Gomes et al.,, 2007), protetor e regulador do trato gastrintestinal e
anti-ulcerogénico (Paiva et al, 2004), antiinflamatério (Lima et al, 2003) e
estimulador da cicatrizacao (Paiva, et al. 2002).

N&ao ha relatos de toxicidade (Gomes et al., 2007), sendo que o 6leo é capaz
5



de diminuir os niveis séricos de uréia e de creatinina em roedores submetidos a
isquemia renal (Brito et al, 2005). Também nao altera os niveis das enzimas
hepaticas AST e ALT (de Araudjo Junior et al., 2005). Um dos achados mais
importantes € que a administracdo oral (2 g/kg) mostrou significante atividade

tumoricida (in vitro e in vivo) em melanoma induzidos em animais (Lima et al., 2003).

2. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi comparar os efeitos radioprotetores de uma
preparacao fitoterapica a base do éleo de copaiba e de uma formulagao de vitamina
E (ndo fitoterapica), sobre o alvéolo dental de ratos irradiados submetidos a

extracdo cirurgica do 12 molar inferior esquerdo.

3. MATERIAIS E METODOS

Para a execucao desta pesquisa, foram colaboradores a Profa. Dra. Solange
Maria de Almeida da Area de Radiologia da FOP — UNICAMP, a qual tem ampla
experiéncia na linha de pesquisa envolvendo ratos irradiados, além da aluna de
doutorado do Programa de Radiologia da FOP, a CD Leticia Rodrigues Nery. O Prof.
Dr. Pedro Duarte Novaes da area de Morfologia da FOP deu suporte técnico ao
estudo. Além destes, colaboraram na fase experimental os alunos de pés-
graduacao de Odontologia da FOP, o CD Julio César Leite da Silva e o farmacéutico
Paulo César Venancio.

Este estudo foi encaminhado ao Comité de Etica de Experimentacdo Animal
(CEEA) do Instituto de Biologia/lUNICAMP e foi aprovado em 28 de maio de 2007,
sob nimero 1259-1 (ANEXO 1). E importante notar que no referido parecer ndo
consta 0 nome de todos os integrantes do projeto, mas apenas da Profa. Dra.
Solange M. Almeida e da aluna Leticia R. Nery, pois foram as mesmas que ficaram

responsaveis em submeter o projeto ao Comité.

3.1 Farmacos
Foram utilizadas: suspensdo de acetato de dl-alfa-tocoferil (vitamina E,
Gerson E. Cecon - Farmacia de Manipulagao, Limeira, SP) a 80mg/mL em veiculo
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nao oleoso (Gerson E. Cecon - Farmacia de Manipulacéo, Limeira, SP), 6leo de
copaiba 2,5%, solucao salina (cloreto de s6dio — NaCl a 0,9%) estéril, anestésico
guetamina (100mg/mL), relaxante muscular xilasina (100mg/mL).

3.2 Animais

Foram utilizados 48 ratos, adultos (Rattus norvegicus albinus, Winstar, SPF)
com 6 a 10 semanas de vida, com peso entre 200 a 250g. Os animais foram
mantidos em gaiolas plasticas e passaram uma semana de adaptacdo ambiental
apds o transporte, antes do inicio do experimento. Foram mantidos em regime de
agua e alimentacao ad libitum, a temperatura média de 23°C e iluminacéao artificial
com lampadas fluorescentes, sendo fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas
escuro, considerando o periodo de luz das 7 as 19 horas.

3.3 Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos de quinze animais. O
grupo 1 foi o controle (grupo sham), ou seja, 0os animais receberam solucéo salina,
foram anestesiados e levados ao acelerador linear, mas ndo foram irradiados. O
grupo 2 recebeu solucao salina e irradiacado como descrito no item 3.4 - “Irradiacéo”;
o grupo 3 foi constituido por animais que receberam vitamina E (acetato de dl-alfa-
tocoferil a 80mg/mL) na dose de 40mg/kg/dia/vo e irradiacdo. O grupo 4 recebeu
0,25 mL do 6leo-resina de copaiba a 2,5% na dose 2g/kg/vo e irradiacdo. Todos os
tratamentos foram iniciados sete dias antes do procedimento de irradiacdo e

continuaram por mais sete dias apés este procedimento.

3.4 Irradiacao

Sete dias apos o inicio dos tratamentos, todos os animais foram anestesiados
com xilasina/quetamina, por via intramuscular. Os animais foram posicionados no
acelerador linear (Clinic 6/100®, Varian), sendo que o equipamento foi regulado de
forma a irradiar uma regiao de 18 x 30 cm, na qual estava a cabeca e o pesco¢o dos
animais (Figura 1 A). O restante do corpo foi protegido por uma placa suspensa de
chumbo de 4 mm de espessura (Figura 1 B). Os animais foram posicionados a uma
distancia focal de 100 cm. Os animais do grupo 1 (sham) foram retirados e os
demais receberam uma dose de 15 Gray de radiacdo X (Moraes-Ramos et al.,
2006).



Decorridos 3 dias da irradiacédo, os animais foram novamente anestesiados e
submetidos a extragdo do primeiro molar inferior esquerdo segundo a técnica

descrita por Zecchin et al. (2007).

Figura 1. Posicao dos animais no acelerador linear (A) e posi¢cao da placa de
chumbo (B). Fonte: Moraes-Ramos (2005).

3.5 Extracao do primeiro molar inferior esquerdo (Zecchin et al., 2007)

Uma solucdo de clorexidina a 0,2% foi friccionada contra os molares dos
animais. O descolamento da mucosa ao redor do molar foi feita cuidadosamente
com o auxilio de um Hollemback 3ss. O primeiro molar inferior esquerdo foi
seccionado com uma broca carbide de 4 acoplada a uma pec¢a de alta-rotacdo no
projeto piloto. Foi mantida a irrigacdo constante com solucdo de NaCl a 0,9%
utilizando uma pipeta tipo Pasteur. Ap6s a remog¢ao da por¢cao mesial por uma pinga
hemostatica curva, a porcao distal foi removida utilizando-se 0 mesmo Hollemback.
Devido a grande taxa de fratura, optou-se por adaptar a técnica e realizar a extracéo
sem a seccao do dente.

A sutura foi feita com fio de seda 5-0, em ponto Unico e 0s animais receberao
uma injecao intraperitoneal de dipirona sédica como medicagdo analgésica. A
expectativa de dor apos extragdes dentarias simples é usualmente de 12 horas no
maximo (Andrade, 2006) e, desta forma, apenas uma injecao de dipirona foi
suficiente para o controle da dor nos animais. A partir da extracdo, os animais
receberam ragéao triturada e agua ad libitum durante 48 horas e racao normal apés
este periodo.



3.6 Obtencao das pecas histologicas

Os animais de cada grupo, divididos em quatro subgrupos de cinco animais
cada, foram sacrificados aos 7, 14 e 21 dias apds a extracdo do molar inferior, ou
seja, apdés 10, 17 e 24 dias apdés a irradiacdo. O sacrificio ocorreu por
aprofundamento da anestesia. Sua mandibula foi cuidadosamente removida e as
pecas foram dissecadas, sendo os tecidos moles extrabucais removidos. As pecas
foram cuidadosamente delimitadas, sendo divididos em partes para facilitar a
penetracao do fixador.

A fixacédo foi feita por solugdo de formol tamponado (pH 7,2) em tampao
fosfato de sbédio a 0,1M, durante pelo menos 72 horas. As mandibulas foram
submetidas a descalcificacdo da estrutura em solucao de EDTA a 7% e formol a 5%
até verificacdo de completa descalcificacdo (aproximadamente 30 dias). Apos este
procedimento, a peca foi delimitada através de uma lamina, seccionando-se o

material excedente.

3.7 Processamento do material para microscopia de luz

As pecas removidas foram lavadas em &gua destilada, desidratadas em
etanol a 70%, 95% e 100%, diafanizadas em xilol, embebida e incluidas em parafina
a 65°C, em sentido longitudinal. Cortes seriados de 6 um foram feitos em micrétomo
manual (Leica, RM 2145 em laminas histolégicas, que foram desparafinizados,
hidratados e) e colhidos corados por Hematoxilina-Eosina para anélise da estrutura
geral (Michalani, 1980).

Foram realizadas fotomicrografias em cortes histolégicos seriados e corados,
por meio de fotomicroscépio, empregando-se ocular de 10x e objetiva de 32, 40 e
100 vezes com iluminacdo convencional. Foram observadas as caracteristicas
histol6gicas do processo de cicatrizacdo 6ssea nas laminas nos diferentes tempos
do estudo em cada alvéolo dental.

3.8 Forma de analise dos resultados:

A comparacao qualitativa entre os grupos foi subjetiva, isto é, por descricdo
histoldgica do tecido em cada grupo. A comparacao quantitativa foi feita através do
teste de Kruskal-Wallis, considerando um nivel de significancia de 5%, utilizando o

software BioEstat versao 4.0.



3.9 Analise qualitativa/quantitativa do tecido 6sseo

As fotomicrografias obtidas em microscopia 6ptica dos cortes histolégicos
seriados foram realizadas através de fotomicroscépio Nikon (eclipse E800) e
sistema fotografico Nikon (FDX-35), empregando-se objetiva de 32 vezes e
iluminagdo convencional. As laminas foram analisadas utilizando o sistema Image
Pro-plus 4.1.0.1 (Media Cybernetics, Silver Springs). As imagens foram gravadas
com uma camera colorida da marca CoolSNAP-Pro color (Roper Scientific
Photometrics) adaptada a um microscépio Eclipse E800 (NIKON), utilizando uma
objetiva Nikon de 10X. Uma imagem de um campo vazio foi gravada como
referéncia para corregdo de sombras e o sistema de medida foi calibrado com o
slide de referéncia antes de ser iniciada qualquer gravagao.

Foram avaliados trés campos de observacdo com 100 pontos cada, em cada
alvéolo, em trés laminas com profundidades de corte diferentes. Em cada campo de
observacéao foi contado o numero de pontos preenchidos por tecido ésseo (valor 1)
ou preenchidos por outro tecido (valor 0). Foi obtida uma média da soma do total de
pontos em cada profundidade em cada regido do alvéolo. A Figura 2 mostra o
método utilizado para a contagem dos campos.

Limite para
posdicionamento dos
campos

Alvéolo pds-

Incisivo

Nervo alveolar

Figura 2. Posicionamento dos campos para contagem dos campos com
tecido 6sseo.
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4. RESULTADOS

A Figura 3 mostra as medianas (xdesvio interquartilico) das contagens dos

campos com tecido 6sseo em fungao dos grupos.
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~ Irradiado-
] Controle F—
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o Irradiado-{ [l
T i Controle F—
0 20 40 60 80 100

Numero de campos histolégicos com tecido 6sseo

Figura 3. Niumero de campos (mediana = desvio interquartilico) com tecido 6sseo

dos alvéolos dentais.

A Tabela 1 mostra os mesmos dados que estdo apresentados na Figura
acima, com a comparacao estatistica entre os grupos considerando um mesmo
periodo de tempo e entre os periodos considerando um mesmo grupo. Pela Tabela
1 é possivel observar que aos 10 dias os tratamentos nao apresentaram diferencas
estatisticamente significantes (Kruskal-Wallis, p>0,05) entre si, mas mostraram
quantidade maior de campos ésseos do que o grupo controle irradiado e menor
quantidade do que o grupo controle ndo-irradiado. Entretanto, aos 17 e 24 dias néo
foi possivel observar diferengcas na quantidade de campos nos grupos tratados
quando comparados ao controle irradiado, indicando que os tratamentos ndo foram
efetivos em manter a quantidade de osso neo-formado aumentada. Além disso, os
tratamentos mostraram, nesses periodos, diferencas estatisticamente significantes
(Kruskal-Wallis, p<0,05) com o grupo controle n&o irradiado.

A comparacgao entre os periodos, considerando cada grupo separadamente,
mostrou que nao houve diferengas estatisticamente significantes (Kruskal-Wallis,
p>0,05) para o grupo Controle ndo irradiado. Houve tendéncia de maior formagéo de
tecido 6sseo ao longo do tempo para o grupo controle ndo irradiado e a formacao

0ssea nao aumentou significativamente apo6s 10 dias do tratamento.
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Tabela 1. Numero de campos (medianatdesvio interquartilico) com tecido

6sseo nos alvéolos dentais.

Tempo (em dias)

Grupo 10 17 24
Controle 53.0 (24.3) a,A 52 5(12.1) a 56.0 (20.8) a,A
Irradiado 3.0 (4.0) b,A 5(4.5) b, B 24.5 (44.8) b,AB
Copaiba 13.9 (5.6) c,A 4.0 (2.3) c,B 11.3(17.1) b,A

Vitamina E 14.0 (31.6) c,A 7.5 (6.2) bc,B 11.8 (11.2) b,A

Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).
Letras minUsculas mostram a comparagao entre 0s grupos.
Letras mailsculas representam a comparacgao entre os periodos considerando um mesmo grupo.

A Figura 4 mostra exemplos dos achados histolégicos dos grupos em estudo
em cada periodo.

Tempo (em dias)

Grupo 17

Controle
nao irradiado

Controle
irradiado

Copaiba

Vitamina E

Figura 4. Exemplares das imagens histoldgicas obtidas na porgao cervical nos
periodos estudados, em fun¢ao dos grupos.
12



E possivel observar pela Figura 4 que o grupo controle ndo irradiado
apresentou evolucao do processo de cicatrizacdo compativel, sendo que aos 24
dias ja havia total maturacdo do tecido 6sseo. Ja o grupo controle irradiado
apresenta aos 10 dias um nitido atraso no reparo cicatricial, ndo mostrando
neoformacdo de tecido 6sseo. Além disso, aos 24 dias ndao mostra reparacao
completa do alvéolo dental. Os grupos “vitamina E” e “6leo de copaiba” néo
apresentaram homogeneidade no reparo cicatricial, embora tenham mostrado tecido
0sseo aos 10 dias quando comparados ao grupo controle irradiado.

5. DISCUSSAO

Para obtencdo de bons resultados em tumores malignos, a radioterapia
geralmente esta associada a cirurgia. No entanto, ela também envolve certos riscos,
dependendo da quantidade de radiacao ionizante absorvida pelos tecidos. Algumas
vezes, os tecidos podem sofrer danos irreparaveis, ja que o tecido normal esta
presente no campo de radiagcdo, assim como a lesdo (Chow & Theodore, 1998). Na
tentativa de minimizar esses danos causados pela radiacéo, novos agentes tém sido
pesquisados e uma formulacéo fitoterapica feita a base de 6leo de copaiba foi
testada neste estudo.

Devido a radiacdo ionizante, a cicatrizagdo € diminuida em tecidos
traumatizados cirurgicamente, em especial o tecido ésseo, que além de apresentar
menor resisténcia a infeccdo, pode resultar em radiosteomielite e/ou
osteorradionecrose. Assim, um marcante atraso no processo de reparacao alveolar
€ provocado pela radiacdo X (Frandsen, 1962; Raveli et al, 1990; Cordeiro et al,
1992; Raveli et al, 1996). Varios autores estudaram a ocorréncia da
osteorradionecrose e puderam concluir que sua incidéncia € maior quando a
extracdo dentaria ocorre ap6s a radioterapia (Thorn et al, 2000; Marx & Johnson,
1987). Por esse motivo, a extracao foi realizada apds a radioterapia, para podermos
avaliar a agdo das medicacoes.

A observacdo de Packer et al (1979) de que vitamina E poderia ser util

clinicamente ao capturar os radicais perdxidos e quebrar a reacdo em cadeia da
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peroxidacdo lipidica, deu origem a sua utilizacgdo como possivel agente
radioprotetor. Por esta razao, o 6leo de copaiba, conhecido pela grande quantidade
de agentes antioxidantes em sua constituicdo, foi comparado no presente estudo
com a vitamina E.

Embora Manzi (2001), tenham mostrado que o uso da vitamina E permitiu o
melhor desenvolvimento e ordenacao das fibras colagenas em animais irradiados,
no presente estudo, estes achados nao foram encontrados, provavelmente pelo tipo
de lesao induzida. Além disso, neste estudo optamos pela irradiacdo dos animais
previamente ao estabelecimento da ferida cirdrgica, enquanto que a maioria
absoluta dos autores observou os tratamentos das feridas antes da irradiacao.

O Oleo-resina de copaiba demonstrou previamente varias acdes
farmacoldgicas, entre elas, como protetor e regulador do trato gastrintestinal e anti-
ulcerogénico em um estudo realizado por Paiva et al., em 2004, no qual pode avaliar
e comprovar sua acao antioxidante. A sua acao antioxidante foi o que norteou sua
escolha no presente estudo, uma vez que muito dos danos causados pela radiacao
podem ser explicados por reacdes quimicas enddégenas que elevam a concentracao
de radicais livres com alto poder oxidante.

Kumar (1986) relatou que fisiologicamente, podem ser consideradas nove
fases fundamentais na evolucdo do processo de regeneracdo éssea: hematoma,
inflamacao, demolicdo, tecido de granulagcédo ostedide, ostedlise/osteogénese, 0sso
fibrilar, osso lamelar, remodelacdo e adaptacao funcional. A rigor, estas fases nao
sdo encontradas isoladamente. O estudo do efeito de substéncias farmacoldgicas
que visem proteger o tecido 6sseo contra os efeitos deletérios da radiacao deve,
necessariamente, considerar estes fendmenos. Qualquer uma das fases poderia,
teoricamente, contribuir para o entendimento dos fendmenos envolvidos na
reparacao deste tecido.

Segundo Hupp (1998), o processo de regeneracgao inicia imediatamente apds
a extragcdo dental. Nesta fase ocorre a lesdo, onde ha a hemorragia do local e
posterior formacdo do coagulo sanguineo. Este é gradualmente invadido por
fibroblastos originados por mitose dos fibroblastos pré-existentes e por diferenciacao
de células adventicias, ambos presentes nos remanescentes do ligamento
periodontal. Ao mesmo tempo, ocorre a proliferacdo de células endoteliais,
originando novos capilares. Logo apbés a estabilizacdo do coagulo o processo
inflamatério acontece por meio do substrato natural, e é nessa etapa que se observa

0s quatro pontos cardeais da inflamacéo: tumor, calor, rubor e dor. Todas estas
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fases foram evidenciadas em todos os animais, independentemente do grupo a que
pertenciam, mostrando que a irradiacao nao bloqueia o processo inflamatério.

Para Raveli et al. (1990), o periodo seguinte ao p6s-operatério € um dos mais
criticos dentre as fases do processo de reparo, podendo a radiacao provocar
alteracdes profundas do ligamento periodontal e de sua capacidade de resposta ao
trauma, com reflexos nas demais fases de reparagédo alveolar. Por isso, optou-se
por realizar a irradiacao trés dias antes da cirurgia neste estudo.

Peterson (2000) considera completa a reparacao do alvéolo quando este se
encontra totalmente preenchido por tecido 6sseo neoformado e a crista alveolar
remodelada. Isto ocorre por volta de 21 dias po6s-extracdo no rato e 64 dias no
homem. Embora o reparo 6sseo seja mais rapido no rato, este animal tem sido
muito utilizado em modelos experimentais para estudo de substancias
radioprotetoras. Embora mais acelerada, a reparacdo Ossea nos roedores é
morfologicamente muito similar a humana. No presente estudo observamos que no
7° dia ap6s a extracado dentaria a quantidade de tecido 6sseo formado se manteve
até o 212 dia, inclusive no grupo controle. Em comparacdo com o grupo que recebeu
irradiacdo, mas nao tratamento, foi possivel observar uma tendéncia das
substancias utilizadas em auxiliar na reparacao 6ssea apés 7 dias da extracao.

Os resultados encontrados no tempo de 14 dias, para 0 nosso estudo estao
de acordo com os observados por Cordeiro et al, em 1992, no qual no grupo
controle evidenciou-se trabéculas ésseas neoformadas; e por Raveli et al. em 1990,
no qual foram encontrados restos de coagulo até 14 dias de pds-operatério no grupo
irradiado. Foi observado neste trabalho, que aos 21 dias, o reparo 6sseo alveolar
mostrava-se bastante evoluido, com o alvéolo quase completamente preenchido de
trabéculas 6sseas no grupo controle, estando de acordo com os resultados de
Carvalho et al. (1997), onde mostraram que a neoformacado éssea continuou além
do tempo de 21 dias. Os grupos irradiados apresentaram-se atrasados em relacao
aos demais grupos.

Kumar (1986) explica que a neoformagédo do tecido conjuntivo exibe uma
grande quantidade de células, notadamente fibroblastos e capilares neoformados.
Ao mesmo tempo, os fibroblastos sintetizam fibras e sustancia fundamental amorfa.
A proliferacdo e migragao dos elementos sdo oriundas do osso medular, enddsteo e
peridsteo, caracterizando a formacédo do tecido de granulacdo com o comego da
angiogénese e envio de células mesenquimais e osteoblastos. Partindo para a fase

de diferenciacdo éssea ou mineralizagdo, nas proximidades das paredes alveolares
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e, a partir do apice alveolar, os osteoblastos, originados de células denominadas
Osteo-progenitoras, depositam matriz organica, formando um tecido ostedide. Com a
sua calcificacdo, processo onde o osteoblasto forma fibras colagenas e
osteomucina, sao constituidas as trabéculas ésseas. Assim, deve ficar claro que o
processo de formacdo do tecido de granulacdo e do ostedide € concéntrico,
principalmente as expensas dos restos do ligamento periodontal. A radiacao poderia
interferir em todas estas fases, principalmente suprimindo a funcao do fibroblasto e
das células 6steo-progenitoras. Novamente, um possivel campo para o estudo das
substancias radioprotetoras poderia ser o efeito de farmacos sobre estas células,
durante o processo de reparo tecidual. Podemos observar nesse estudo que a
formacdo dssea em alguns grupos irradiados, independente da substancia
radioprotetora utilizada, ocorre do centro para periferia, inverso do que deveria
ocorrer.

Durante o processo cicatricial 6sseo, para que ocorra a regeneragao, certos
fatores devem estar sempre presentes em numero e qualidade. Sobre esses
fatores, pode-se atuar modelando-os de forma a tornar mais previsivel a
regeneracao. Pohle, Ritchie & Wright (1931), Stein, Brady & Raventos (1957), Dotto
et AL (1970), Moore (1984), Rudolph et al (1988), Ravelli et al (1990), Bernstein et al
(1993), Wang et al (1994), Almeida (1997) e Monteiro (1999), mostraram que a
irradiacao, como fator extrinseco, promove um retardo do processo de reparo
alveolar, podendo esse evento ser observado em todos os grupos irradiados nesta
pesquisa, confirmando os efeitos deletérios da radiacao ionizante.

O uso de radioprotetores efetivos e farmacos utilizados para recuperacéo
apos radiacdo consistem na preocupacao em diminuir os efeitos deletérios das
radiacdes ionizantes. Assim, embora a suspensdo do 6leo de copaiba nao tenha
mostrado um efeito significativo, outras substancias naturais devem ser estudadas a
fim de verificar sua relevancia no tratamento radioterapéutico e nos parametros
morfolégicos da reparacao éssea, de particular interesse para a odontologia, bem

como da cicatrizagdo em geral.

6. CONCLUSOES

Este estudo discutiu varios aspectos ligados as radiagdes ionizantes,
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principalmente aquelas utilizadas terapeuticamente, dando énfase e servindo como
base para outras pesquisas que visem o estudo de substancias farmacologicamente
ativas sobre o reparo 6sseo apds radiacao. A partir dos resultados obtidos e dentro
das condicdes experimentais utilizadas, pode-se concluir que quantitativamente a
formulacgéo fitoterapica feita a base de 6leo de copaiba ndao se comportou como um
radioprotetor na reparacao 6ssea alveolar.
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