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Resumo

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito radioprotetor da Vitamina E no reparo
de feridas exodonticas expostas a altas doses de radiacdo X. A amostra, constituida por
90 ratos machos, foi dividida em 6 Grupos experimentais: Grupo Controle, cujos animais
nao sofreram qualquer tipo de tratamento; Vitamina E, constituido por animais gue foram
submetidos a terapia medicamentosa de Vitamina E; Oleo, cujos animais foram
submetidos a administracdo de oSleo mineral, no qual a Vitamina E foi dissolvida;
Irradiado, cujos animais foram submetidos a exposicdo (nica de 15 Gy de raios-X 72
horas apés a cirurgia; Vitamina Eflrradiado, constituido por animais que receberam
Vitamina E e foram submetidos ao mesmo procedimento de irradiacdo e o Grupo
Oleo/liradiado, constituido por animais que receberam dleo e também foram irradiados
com dose Unica de 15Gy. Os animais foram submetidos ao procedimento cirlirgico, o qual
constituiu-se de exodontia do incisivo superior esquerdo. Os animais pertencentes aos
tempos de sacrificio de 14, 21 e 28 dias receberam duas doses de marcadores
fluorescentes. O tempb de sacrificio foi de 4, 7, 14, 21 e 28 dias. A quantidade de osso
neoformado depositado na ferida foi avaliada por meio da analise morfométrica, usando
uma ocular reticulada (objetiva de 40 x, PK 8x, Reichert), em cortes preparados por
desgaste no microscopio de fluorescéncia. Foi observada diferenca estatisticamente
significante entre o Grupo hradiado e os Grupos Controle, Oleo/lrradiado e Vitamina
Efirradiado aos 14 dias, e no tempo de 28 dias, apesar de uma maior quantidade de
trabéculas 6sseas observadas nos grupos Vitamina E/lrradiado e Oleo/lrradiado, estes
nao diferiram estatisticamente do Grupo lrradiado. Assim concluiu-se que a Vitamina E e
o Oleo agiram como um eficaz radioprotetor no processo de reparacéo 6ssea alveolar aos

14 dias.

Palavras Chave: vitamina E, alvéolo, cicatrizagio de feridas



Introducédo e Revisao de Literatura

A cirurgia combinada com a radioterapia tem sido uma das formas mais comuns de
tratamento dos tumores malignos avangados de cabega e pescogo. Essa modalidade
terapéutica tem obtido aitos indices de cura e maior sobrevida, porém os efeitos
colaterais oriundos da radioterapia sdo graves. Algumas vezes os tecidos podem sofrer
danos irreparaveis, uma vez que o tecido normal & incluso no campo de radiagio’.

Dentre as injirias que ela pode causar estdo a osteomielte e a
osteorradionecrose’. Estas apresentam como fator etiologico a combinacéo de irradiagéo
trauma € infecg:ﬁos, sendo observado uma diminuicdo dos componentes celulares no
tecido de granulagdo, atraso na epitelializagdo, declinio na neoformacao Ossea e
reabsor¢do ossea marcante*. Desta forma, quando as primeiras fases da reparacao
ocorrem em tecidos previamente danificados pela radiagdo, as deficiéncias em
organizagéo do coagulo e proliferacéo epitelial podem levar a um defeito persistente de
superficie, facilitando o desenvolvimento de radio-osteomielite®.

O processo de reparo alveolar requer uma grande quantidade de vasos
sanguineos’. Levando-se em considerag&o que a irradiagdo acarreta em diminuicdo da
resposta vascular, depresséo fibroblastica e redugéo da diferenciagéo osteoblastica®, é
esperado um atraso no processo de cicatrizagao alveolar em pacientes irradiados.
Portanto, a exodontia durante ou apos a exposigio & radiagao terapéutica dos maxilares,
é bastante preocupante, uma vez que pode levar ao aparecimento da
osteorradionecrose’.

Os danos observados neste processo de reparagio alveolar véo depender da
dosagem da radiagsio e do momento em que ela é empregada® *'°.

Varias técnicas tém sido empregadas na tentativa de reduzir o dano provocado pela
radiagio nos tecidos sadios. Um grande nimero de drogas anti-oxidantes, os agentes

radioprotetores, t&ém sido utilizadas na tentativa de diminuir os efeitos colaterais causados



pela radioterapia na regido de cabeca e pescogo. Dentre estas drogas radioprotetoras
podemos citar a vitamina E, que € um componente natural das membranas celulares e
que possui a propriedade de reagir com os radicais livres formados durante a radiacéo,
protegendo o tecido do dano. Sua agao radioprotetora ja foi demonstrada na preservacao
das criptas do intestino delgado'’, no aumento da taxa do processo de reparo do DNA'? e
na hipofungao salivar',

Diante do fato de que a exodontia durante ou ap6s a exposicdo a radiagao
terapéutica dos maxitares pode acarretar danos irreparaveis e que a vitamina E apresenta
uma ac¢do antioxidante, tivemos como objetivo neste trabalho avaliar se uma
suplementagdo com vitamina E poderia proteger o processo de reparacéo 6ssea alveolar

de ratos irradiados.
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Material e metodos

Para isto foram utilizados 90 ratos (Rattus norvegicus albinus wistar) machos, com
aproximadamente 90 dias de idade que foram divididos aleatoriamente em 6 grupos
experimentais e mantidos durante o periodo experimental com 20 gramas de ragao
previamente triturada e 4gua “ad libitum” diariamente. Grupo controle, no qual os animais
ndo sofreram quaiquer tipo de tratamento; Grupo vitamina E, que corresponde ao grupo
em que os animais receberam tratamento prévio com 360 mg/kg de acetato de alfa
tocoferol (vitamina E); Grupo irradiado, grupo no qual os animais receberam uma dose
unica de 15Gy de radiagdo X na regido de cabega e pescogo, 72 horas ap6s a exodontia;
Grupo vitamina Efirradiado, que comresponde ao grupo de animais que receberam
tratamento prévio de 360 mg/kg de acetato de alfa tocoferol (vitamina E) e foram
irradiadbs com dose unica de 15 Gy na regido de cabeca e pescocgo. Pelo fato da
vitamina E ser lipossol(vel, esta foi diluida em déleo mineral e, portanto mais dois grupos
experimentais foram avaliados, Grupo 6leo, no qual os animais receberam apenas o oleo
mineral (4mlkkg) e o Grupo Oleo irradiado, no qual os animais receberam o 6leo mineral
(4miikg) e foram irradiados com dose Unica de 15 Gy de radiacéo X na regido de cabeca
€ Pescogo.

A administragéo da Vitamina E para os grupos Vitamina E e Vitamina E/lrradiado foi
realizada em trés doses com intervalo de 24 horas, sendo mantido o intervalo de 12 horas
entre a ultima dose de Vitamina E e o procedimento de irradiagéo. Este mesmo
procedimento se repetiu para os animais dos gQrupos Oleo e Oleofiradiado. A
administragdo da vitamina e 6leo foi realizada por via enteral, através da intubagdo com
um tubo plastico tipo cateter adaptado, conectado a uma seringa de 3 ml, através da qual
os materiais foram administrados. Dessa forma, as solugbes foram depositadas
diretamente no estdémago dos animais.

Todos os animais foram submetidos a extragio dentaria do incisivo superior do lado



esquerdo trés dias antes da irradiacdo. Previamente a irradiagéo, todos os animais foram
anestesiados, via intramuscular, com cloridrato de ketamina (Dopalen®) com dose de 80
mg/kg e xylasina com dose de 8 mg/kg, inclusive aqueles pertencentes aos grupos
Controle, Vitamina E e Oleo Mineral para que os animais fossem submetidos aos
mesmos estimulos e situacoes de estresse. A iradiacéo foi realizada por um acelerador
linear, da marca Varian, modelo Clinic 6/100, distancia alvo-fonte de 100 cm e campo de
15x30 cm, de modo gue permitiu a irradiagio de 8 animais ao mesmo tempo.

Para a avaliagio da reparagéo do alvéolo, os animais pertencentes aos tempos de
14, 21 e 28 dias receberam duas doses de marcadores fluorescentes, a primeira de
tetraciclina (15 mg/kg, Sigma, USA) e a segunda calceina (15 mg/kg, Sigma, USA). A
primeira dose foi administrada apés cinco dias da extragéo dentaria e a segunda 3 dias
antes do sacrificio para cada grupo nos respectivos tempos. Os animais pertencentes aos
tempos de 4 e 7 dias ndo receberam doses de marcadores fluorescentes, pois o tempo
de sacrificio era menor do que o tempo preconizado para administrago dos marcadores.
Nestes dois grupos, a quantidade de tecido 6sseo neoformado foi determinada pela
deposigao do mesmo no centro do alvéolo. Os animais foram sacrificados nos tempos de
4, 7, 14, 21 e 28 dias com trés ratos por grupo, sendo sacrificado a cada tempo de
estudo.

As pegas contendo o alvéolo dental foram removidas e imediatamente radiografadas
para realizagdo da fotodensidade do aivéolo utilizando para isto um aparelho de raios X
da marca GE 1000, 10mA e 70kVp, e filmes Kodak de sensibilidade EF. Os dados obtidos
foram encaminhados a andlise estatistica de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey, com
nivel de significancia de 0,05. Apés, as pegas foram fixadas em formol tamponado 10%
durante 72 horas e incluidas em tubo de ensaio em metacrilato 0,5%. Cortes transversais
foram obtidos tomando por base a porgao mais superior do alvéolo usando um disco de

diamante montado em serra de baixa velocidade (South Bay Technology, USA), colados
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em laminas de vidro e desgastados para uma espessura de 50-100 pym. Apos a
montagem com Entellan® (Merck, Alemanha) as {aminas foram analisadas
morfometricamente em microscopio de fluorescéncia (Leica DMLP, Alemanha), através
da contagem de pontos com o uso de uma ocular reticulada (objetiva 40x, PK 8x,
Reichert) em cortes preparados por desgaste, e em seguida fotografadas. Os dados
obtidos foram submetidos & analise estatistica de Mann Whitney com nivel de
significancia de 0,05.
Resultados

No tempo de 4 dias a formagao de trabéculas 6sseas era bastante incipiente, porém
foi possivel observar que os Grupos Oleo, Vitamina E e Controle apresentaram maiores
quantidades de trabéculas 6sseas, ndo diferindo estatisticamente entre si. O grupo que foi
apenas irradiado, apesar de apresentar uma quantidade baixa de osso neoformado, nao
diferiu estatisticamente do Grupo Controle. Os Grupos Vitamina E/lradiado e
Oleo/lsradiado foram os que apresentaram menores quantidades de trabéculas, n&o

diferindo entre si (tabela 1).

Tabela 1
Grupo Tempo
4 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Controle 44 ABc 136 Ab 34 ABa 483 Aa 50,5 ABa
Oleo 56 Ac 51 Bec 26,8 ABb 30 Bb 47,7 Ba
Oleo Irradiado 0 Cec 6,6 ABD 17 Ba 10 Ca 48,8 Ba
Trradiado 1,8 Bec 10,3 ABa 4 Cb 125 Ca 149 Ba
Vitamina E 4 ABc 4 Be 36 Ab 50,7 Aab 622 Aa
Vitamina E imadiado 0  Cb 68 ABab 13 Ba 18,3 BCa 17,2 Ba

No tempo de 7 dias observou-se gue o Grupo Controle apresentou a maior
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quantidade de trabéculas, nao diferindo estatisticamente dos Grupos Oleollrradiado,
Irradiado e Vitamina E/lrradiado. Os Grupos Vitamina E e Oleo ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante entre si, porém encontraram-se com valores mais
baixos que o Grupo Controle (tabela 1).

Em 14 dias foi possivel observar que o Grupo Vitamina E apresentou o maior valor
de mediana, portanto possuia uma maior quantidade de trabéculas 6sseas neoformadas.
Os Grupos Controle (Figura 1) e Oleo apresentaram quantidades semelhantes de osso
neoformado e ndo diferiram estatisticamente entre si e em relagdo aos Grupos
Oleo/Irradiado e Vitamina E/irradiado (Figura 2). Os grupos Oleo/irradiado e Vitamina
E/lrradiado nao diferiram estatisticamente entre si. O Grupo lIrradiado (Figura 3)
apresentou um baixo nimero de mediana, ou seja, de trabéculas dsseas, diferindo
estatisticamente dos demais grupos, sugerindo que a radiagéo interferiu no processo de

reparo alveolar e que a Vitamina E e o Oleo apresentaram protegao (tabela 1).

Figura 1

Figura 2

12



Figura 3

No tempo de 21 dias, os Grupos Controle e Vitamina E apresentaram as maiores
quantidades de trabéculas 6sseas nao diferindo estatisticamente entre si. O Grupo
Oleofirradiado apresentou diferenca estatisticamente significativa do Grupo Oleo,
apresentando menor valor de mediana, ou seja, pouca quantidade de trabeculado 6sseo.
Quando comparado com o Grupo Irradiado, observou-se que estes nao diferiram entre si
e foram os Grupos que apresentaram a menor quantidade de trabéculas, confirmando a
acdo deletéria da radiagdo. O Grupo Vitamina E/lrradiado apesar de n&o diferir
estatisticamente do Grupo Irradiado, apresentou uma maior quantidade de trabéculas
6sseas neoformadas e em relagcdo aos Grupos Controle e Vitamina E, o Grupo Vitamina
E/lrradiado apresentou menor nimero de osso neoformado diferindo estatisticamente
destes (tabela 1).

No tempo de 28 dias foi possivel observar que o Grupo Vitamina E apresentou
uma maior quantidade de trabéculas nao diferindo estatisticamente do Grupo Controle. O
Grupo Controle possui o maior numero de osso neoformado em relacéo aos Grupos Oleo,
Oleo/irradiado, Irradiado e Vitamina E/lrradiado, porém nao difere estatisticamente
destes.

Quando se avaliou o comportamento de cada grupo em fungdo do tempo

observou-se que os grupos apresentaram valores baixos de mediana, ou seja, quantidade
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baixa de trabéculas dsseas neo- formadas nos tempos iniciais, sendo estes valores

aumentados gradativamente a medida que o tempo de avaliagéo era aumentado.

Pela andlise da densidade do alvéolo pode se observar que os grupos néo diferiram entre

si nos tempos de 7, 14, 21 e 28 dias (tabela 2). No tempo de 4 dias os grupos Vitamina E

e Oleo apresentaram menores valores de densidade, diferindo significativamente dos

demais grupos (tabela 2).
Tabela 2
Controle Oleo Vitamina E Irradiado O Irradiado Vit E/Irradiado
4 dias 0,96 (0,04) A 0,76 (0,05)B 0,82(0,04)B 1,00 (0,06)A 1,02(0,67YA 1,02(0,06)A
7 dias 0.83 (0,06) A 0,79 (0,06) A 0,89(0,04) A 0,84(0,05)A ©0,88(0,05 A 086(0,04)A
14 dias 0,85 (0,04 A 0,85 (0,060 A 0,92(0,06)A 0,98 (0,06)A 1,00(0,06)A 0,96(0,05A
21 dias 0,94 (0,05) A 0,96 (0,0 A 096(0,060A 0,98 (0 07HA 093(0,05A 097(0,06)A
28 dias 0,93 (0,06) A 0,92 (0,05)A 0,86(0,05)A 0,93 (0,06)A 091(0,06)A 0,92(0,04) A
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Discussao

10,14
|1

De acordo com Raveli et a e Kurihashi et al ? trés dias apds a exodontia, o

alvéolo enconira-se preenchido por coagulo sanguineo, com numerosos macrofagos e

1 ** observaram formacao

células inflamatorias cronicas. Ja aos 4 dias, Hom et a
moderada de trabéculas 6sseas. Enquanto que Okamoto e Russo *° relataram que aos 4
dias, ao nivel do terco apical, foi notada pouca quantidade de osso neoformado. Em
nosso estudo, no tempo de 4 dias, todos os grupos apresentaram pouca quantidade de
trabéculas Gsseas estando semelhante com os achados de Hom et al * e Okamoto e
Russo '®. Em nosso estudo, aos 4 dias, todos os grupos que foram irradiados,
independente de tratados ou néo, foram os que apresentaram maior atraso no processo
de reparo, confirmando o efeito deletério da radiacdo no organismo.

Huebsch et al. 7 salientaram que o inicio da organizacdo do coagulo pode dar-se
entre 12 e 23 horas ap6s a cirurgia. A progressao da mineralizagéo tem seu inicio apés o
3° dia de pos-operatorio em ratos, ocorrendo a partir das paredes e “fundus” alveolar em
direg¢do ao centro'®.

Aos 7 dias, pode-se observar uma evolugdo no processo de reparo para todos os
grupos avaliados. De acordo com Astrand e Carlsson' e Sela e Jaffe # o padrao normal
do reparo alveolar em ratos, uma semana depois da extracao, € caracterizado por uma
completa desintegragio do coagulo sanguineo primario e sua substituicéo por elementos
do tecido conectivo jovem e grande quantidade de osteoblastos. Raveli et af ™ relataram
que o grupo controle apresentava delicadas espiculas 6sseas neoformadas rodeadas por
numerosos osteoblastos preenchendo os trés tergos alveolares, enquanto que 0 grupo
irradiado com dose de 1.25Sv apresentava este mesmo padrio 0sseo apenas hos tergos
médio e apical. Em nosso estudo o Grupo Controle também apresentou uma maiar

guantidade de trabéculas 6sseas em relagéo ao Grupo Irradiado, porém esta diferenca

nao foi significativa. Nos tempos de 4 e 7 dias néo foi evidenciado um efeito protetor da
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Vitamina E.

De acordo com Lamano Carvaiho, Bombonato e Bretegani 2 aos 14 dias o alvéolo
encontra-se igualmente ocupado com tecido conectivo maduro e trabeculado 6sseo e nas
3° e 6° semanas ap6s o alvéolo estava inteiramente preenchido por osso trabecular
espesso.

Os resultados encontrados no tempo de 14 dias para o nosso estudo estao de
acordo com os observados por Cordeiro et al 22 no qual no grupo Controle evidenciou-se
trabéculas ésseas neoformadas espessas, diferentemente do grupo irradiado que
apresentou trabéculas esparsas, irregulares e com nimero reduzido de osteoblastos.
Kurihashi et al %, também relataram que o Grupo lrradiado apresentava reduzida
quantidade de trabéculas em relagéo ao Controle e que os efeitos da radiagéo séo mais
prejudiciais quando a exodontia é realizada algum tempo apés a exposi¢do aos raios X
Porém, para Raveli et al '* o periodo seguinte ao pés-operatério € um dos mais criticos
dentre as fases do processo de reparo, podendo a radiagdo provocar alteragdes
profundas do ligamento periodontal e de sua capacidade de resposta ao trauma, com
reflexos nas demais fases de reparacéo alveolar. isto pode ser observado no nosso
trabalho, em que os animais pertencentes aos grupos irradiados receberam radiagao trés
dias apés a cirurgia.

Comparando com a prética clinica em seres humanos, existe bastante controvérsia
a respeito do intervalo de tempo entre a exodontia e a irradiagdo®™. A exragao
previamente a radiacao € indicada em muitos casos como forma de prevengdo da
Osteorradionecrose 24252 William 27 sugeriu um periodo de espera de 3 a 15 dias para
doses de 10 a 20 Gy e 5 a 7 semanas para doses de 50 a 60 Gy. Daly e Drane *
relataram 72 casos de necrose em 304 pacientes, 22 destes casos foram atribuidos a
irradiagdo pré-extrag@o. Assim como na pesquisa de Fujishita 7 em que a osteite da

radiagdo ocorreu mais freqiientemente no grupo em que a cirurgia foi realizada apds a
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irradiagao do que no grupo pré-irradiagao.

No nosso trabalho a diferenga entre o grupo Controle e Irradiado foi significativa,
estando o grupo controle com o processo de reparo alveolar bastante avangado. E
interessante notar que os grupos Vitamina Elirradiado e Oleofirradiado apresentaram
processo de reparo 6sseo alveolar semelhante ao do grupo controle. Neste fempo
podemos sugerir um efeito radioprotetor conferido pelo leo e pela Vitamina E.

Neste estudo o composto de alfa-tocoferol (Vitamina E) foi utilizado devido a sua
alta atividade biologica e propriedades antioxidantes. Sua principal fungéo é reagir com os
radicais livres peroxido formados em decorréncia da radiagéo, interrompendo a reagao
em cadeia da peroxidacgo lipidica que ir4 promover a morte celular®. Portanto, a vitamina
E e o éleo administrados oralmente antes da irradiagéo, foram eficazes para protecdo do
alvéolo irradiado.

De acordo com Haddad et al ®, Okamoto e Russo '® e Magalhges et al *° a
conclus3io do reparo 6sseo acontece por volta de 21 dias. Diferentemente, Cordeiro et al
22 shservaram que aos 28 dias o processo de reparo néo havia sido completado, e que o
alvéolo encontrava-se parcialmente ocupado por trabéculas Gsseas neoformadas. De
acordo com Pietrokovski @ Massler *! a reparagdo alveolar é considerada completa
quando o alvéolo se encontra preenchido por tecido 6sseo neoformado e a crista alveolar
remodelada, existindo portanto, um equilibrio dindmico osteoblastico-osteoclastico.

No nosso trabalho, no tempo de 21 dias, o processo de reparagéo 6ssea alveolar
nao estava completo, estando os grupos irradiados atrasados em relagéo aos grupos nao
irradiados. O grupo Oleofirradiado apresentou valores_ semelhantes ao do grupo lrradiado,
nao diferindo estatisticamente entre si. Ja o grupo Vitamina Eflrradiado apesar de
apresentar uma maior quantidade de trabéculas quando comparado ao grupo irradiado,
também ndo apresentou diferenca significativa. No tempo de 28 dias os grupos Vitamina

E/lrradiado, Oleo/lrradiado e irradiado nao diferiram estatisticamente entre si. Nestes
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tempos a vitamina E e o 6leo ndo foram eficazes como radioprotetor quanto no tempo de
14 dias. Este fato pode ser devido a eliminagio destas substancias do organismo do
animal.

Na densidade radiografica os grupos néo diferiram entre si nos tempos de 7, 14, 21
e 28 dias provavelmente devido a sobreposicdo de estruturas ésseas na regiao
mensurada e também pelo fato de que o 0sso, apesar de formado em aiguns grupos, nac
se encontrava totaimente maduro, sendo assim incapaz de absorver radiagdo X. A
diferenga por nés encontrada no tempo de 4 dias para o grupo Vitamina E e Oleo pode
ser explicada pela acéo antioxidante destes compostos neste tempo, pois o ato cirlrgico

apenas é capaz de promover a formagéo de radicais livres.

i8



Conclusao

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

- Foi possivel observar protegao no processo de reparagio 6ssea alveolar 14 dias

apos a radiagao no grupo irradiado e pré-tratado com Vitamina E e Oleo.
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