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Resumo

A eficiéncia da radioterapia de cabega em cabeca e pescogco no controle do
cancer de cabegca e pescoco é conseguida a expensas de diversas
complicagdes e toxicidades bucais. Nesse contexto, estudos ja publicados
sugerem que as microestruturas dos tecidos dentais de pacientes que foram
submetidos a radioterapia de cabega e pescogco estdo sujeitas aos efeitos
diretos da radiacdo, podendo contribuir para o desenvolvimento da carie
relacionada a radiacao (CRR). Portanto, o objetivo desse estudo foi analisar se
os efeitos diretos da radioterapia em cabeca e pescoc¢o sao capazes de afetar
a micromorfologia da jungdo amelodentinaria (JAD). Vinte e nove dentes
permanentes humanos extraidos por motivos independentes deste estudo
foram submetidos a um estudo observacional baseado na microscopia de luz
optica (MLO), microscopia com luz polarizada (MLP) e pela andlise em
microscépio eletrdnico de varredura (MEV); para analise da forma e integridade
da JAD, dos fusos, tufos e lamelas do esmalte bem como da relacédo entre os
tubulos dentinarios e a JAD. A combinacdao da MLO com MLP identificou JAD
preservada em 100% dos espécimes. Fusos, tufos e lamelas do esmalte
também foram observados na maioria dos espécimes (75%, 74,7% e 71,4%,
respectivamente). Apenas uma pequena propor¢do das amostras néao
apresentava tubulos dentinarios se estendendo até a JAD (16.4%). Em
conclusdo, os aspectos microestruturais da JAD estdo altamente preservados
em dentes extraidos de pacientes submetidos a radioterapia em cabeca e
pescocgo, evidéncia que enfraquece a teoria que a destruicdo radiogénica da
JAD é essencial para etiologia, apatogénese e a progressédo da CRR.

Palavras-chaves: Suscetibilidade a Céarie Dentaria — Camada de Esfregaco —
Lesao de Contragolpe.



Abstract

The effectiveness of radiotherapy in controlling head and neck cancer is
achieved at the expense of several oral complications. In this context,
previously published studies suggested that the microstructure properties of
dental tissues of patients who underwent head and neck radiotherapy is
impaired by the direct effects of radiation on teeth, leading to radiation-related
caries (RRC). Therefore, the aim of this study was to analyze if direct effects of
head and neck radiotherapy would be able to affect the dentin-enamel junction
(JAD) micro morphology. Twenty-nine human permanent teeth extracted from
post-head and neck radiation patients were submitted to an observational study
based on optical light microscopy (OLM), polarized light microscopy (MLP) and
scanning electron microscopy (SEM) for the shape and continuity of the JAD as
well as the presence and integrity of enamel spindles, tufts, lamellae and the
relationship between the odontoblastic tubules and the JAD. The combination of
OLM and MLP showed that the shape and continuity of the JAD were highly
preserved (100%). Enamel spindles (75%), enamel tufts (74.7%) and enamel
lamellae (71.4%) were observed in most of the samples. Only a small
proportion of the samples did not present odontoblastic tubules arriving to the
JAD (mean 16.4%). In conclusion, the micro morphological features of the JAD
are highly preserved in teeth from patients who underwent head and neck
radiotherapy, supporting the theory that direct radiogenic destruction of teeth
seems to be not essential to the etiology, pathogenesis and progression of
RRC.

Keywords: Dental Caries Susceptibility - Contrecoup Injury - Smear Layer.



Sumario

© N o O k0w Dd=

INtrOAUGAOD......ciiiieeiii s e e s 10
Revisao de Literatura..........cccccemimnnnnmmmmnnnnnsssssssssnnnnssssssssssssssssssassns 10

[ 0T 0T o = Lo Lo 12
Materiais @ MEtodos........ccccrrrrrrcrmmmrrrrsssssmes e es s s e s e e s s s e s eesnsnnnnes 12
== 1= Lo Lo 14
DiSCUSSA0....cccirummrriisssssmnnssssssssssss s s sssssssnsn s ssssssss s ssmnnnsssssssssnnnnssnssssanns 23

070 1o 11 == o 26
Bibliografia.........ccuurmiiiiiiineess s —————— 26



1. Introducao

O presente estudo se propds a analisar a estrutura microscépica da JAD
de dentes humanos que foram extraidos de pacientes oncolégicos que
haviam concluido radioterapia na regido de cabeg¢a e pescogco. O
objetivo principal deste trabalho foi testar a hipdtese de que os efeitos
diretos da radiacao sao capazes de gerar alteracées na micromorfologia
da JAD e contribuir para o inicio e a progressao da carie de radiagcao -
CRR.

2. Revisao de Literatura

A radioterapia de cabeca e pescoco em pacientes oncoldgicos €
associada a varios efeitos adversos odontoldégicos como mucosite,
hipossalivacao, osteorradionecrose, carie relacionada a radiacao (CRR),
infecgdes fungicas e trismo. A CRR é uma das mais sérias consequéncias da
radioterapia de cabeca e pesco¢o no contexto odontoldgico e é caraterizada
por uma forma rampante que costuma causar amputagdo coronaria e
destruicdo generalizada dos dentes, apenas poucos meses apds a conclusao
da radioterapia em cabeca e pescoco (1 - 4). O risco para desenvolver a CRR é
permanente apés a radioterapia em cabeca e pescogco e afeta
aproximadamente 25% dos pacientes que concluiram esta modalidade de
tratamento oncoldgico, causando impacto negativo na qualidade de vida dos
pacientes afetados. Portanto, a CRR €& um grande desafio para o cirurgiao-
dentista pelas altas taxas de caries rampantes e recorrentes e também pelo
notdrio insucesso restaurador dos dentes afetados devido as altas taxas de
perda precoce de restauragdes. Finalmente, a CRR é um dos principais fatores
de risco para a osteorradionecrose (5, 6).

A CRR ¢ atualmente considerada uma doenca multifatorial
principalmente atribuida aos efeitos indiretos da radiacdo sobre a quantidade
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(hipossalivagdo) e a qualidade da saliva (mudangas na composicdo que
aumentam o risco de cdaries rampantes) (2, 6). Entretanto, diversos
pesquisadores sugerem que efeitos diretos da radiagcdo sobre a estrutura
dental seriam importantes para o inicio e a progressao da CRR, trabalhando
em sinergia ao efeito indireto da radiacdo supramencionado (7 — 12). Estudos
anteriores afirmam que os efeitos diretos da radiagdo na denticdo podem
causar alteracbes na integridade da juncdo amelodentinaria (JAD),
promovendo a perda da integridade da juncédo entre 0 esmalte a e dentina,
causando por sua vez uma desorganizagao da estrutura prismatica do esmalte
e uma diminuicdo da resisténcia dental contra o ataque acido bacteriano
oriundo da progressao da carie (8,13).

7

A JAD é formada enquanto os tecidos duros dentais estdo em
desenvolvimento, podendo ser observada em cortes histolégicos como uma
linha irregular que une o esmalte e a dentina (14). A JAD geralmente apresenta
25 a 100um de diametro e sua estrutura morfoldgica é freqientemente descrita
como microedentagdes mineralizadas convexas em diregdo a dentina e
cbncavas em direcdo ao esmalte dental (15-18). Esta estrutura contém
projecées que aumentam o contato entre 0 esmalte e a dentina, o que faz com
que ocorra uma reducao na concentracao de estresse na juncéo das estruturas

dentais que possuem diferentes caracteristicas minerais e propriedades fisicas

distintas 18).

Estudos que utilizam a microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

demonstram que a JAD apresenta uma série de proje¢cdes que aumentam a
adesd@o entre a dentina e o esmalte dentario, sendo mais pronunciada na
porcdo corondria onde a tensdo oclusal € mais intensa . A
micromorfologia da JAD é constituida pelo esmalte e seus componentes
estruturais conhecidos como lamelas, tufos e fusos do esmalte. Lamelas e
tufos sdo considerados como pontos criticos para infiliragdo bacteriana e
fragilidade estrutural decorrente da progressdo microscépica da carie o que,

por sua vez, leva a fraturas dentais (20-25). As lamelas sdo estruturas de

matriz organica nao calcificada do esmalte que apresentam um padrao linear
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de formacao, por vezes sinuoso, e com um padrao de ramificacdo (25). Os
tufos séo considerados como regides de hipominerilizagdo do esmalte ricos em
componentes organicos que lhes conferem aparéncia ondulada (20-26).

3. Proposicao

O objetivo desse estudo foi analisar se os efeitos diretos da radioterapia
em cabeca e pescoco sao capazes de afetar a micromorfologia da juncao
amelodentinaria (JAD).

4. Material e Métodos
Selecdo da Amostra

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de ética da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, Sao Paulo, Brasil (protocolo No. 167/2006), estando
de acordo com as recomendacdes do Conselho Nacional de Saude — Ministério

da Saude do Brasil, para pesquisa com material humano.

Vinte e nove dentes permanentes humanos obtidos de 15 pacientes com
cancer que haviam concluido radioterapia em cabeca e pescog¢o foram usados.
Todos os espécimes utilizados neste estudo foram extraidos de modo
independente ao desenvolvimento deste estudo devido a doenca periodontal
avancada. Todos os dentes que foram analisados neste estudo estavam dentro
do campo de radiagdo no momento da radioterapia e, portanto, receberam
altas doses de radiacdo que variam entre de 50 a 70,4 Gy. Ap6s a extragao
dentéria as amostras foram imediatamente armazenadas em solugao de formol
a 10% até que fossem processadas para analise.

Analise microscdpica

Cortes axiais de 100um de espessura foram realizados na dire¢cdo do

eixo central vertical do dente foram realizados por meio de um disco
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diamantado montado em cortadeira de precisdo de baixa-velocidade
(Buehlerlsomet, Lake Bluff, lllinois, USA), sob irrigagdo constante. Os cortes
foram realizados coincidindo com o sentido vestibulo-lingual das amostras. A
seguir, as amostras foram polidas usando-se uma série de lixas com
granulacdo crescente até a obtencdo de espécimes com espessura final de
aproximadamente 80um (controlada por paquimetro digital). Uma secgédo de
cada espécime foi submetida a analise por meio da microscopia de luz 6ptica
(MLO) (DMR; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) e microscopia de luz
polarizada (MLP) (DM 5.000; Leica, Wetzlar, Germany) para a analise
descritiva da morfologia da JAD.

Posteriormente, 10 dos 29 espécimes foram selecionados para andlise
por meio do microscopio eletrénico de varredura (MEV). Os espécimes foram
fraturados na regiao central das coroas com a utilizacdo de um cinzel cirtrgico.
As superficies internas fraturadas de esmalte e dentina foram entédo
submetidas ao condicionamento com acido fosférico 37% (Condac 37, FGM
Dental products, Joinville, SC, Brazil), durante 30 segundos na porcao do
esmalte e 15 segundos na dentina com lavagem e secagem subsequente com
auxilio de jato de agua e ar, por aproximadamente 15 segundos em cada
etapa. Posteriormente, todas as amostras foram desidratadas em solucao de
etanol (variando de 70% a 100%) e secadas com pontas de papel absorvente
(DCP-1, Denton Vacuum inc., Moorestown, NJ, USA). As amostras foram
confeccionadas em blocos de aluminio (stubs), de forma unitaria, com a
superficie fraturada e condicionada posicionada para o alto. As amostras foram
fixadas nos stubs com ajuda de uma fita duplas face carbonada (Electron
Microscopy Sciences, Washington 19034 - USA). Em subsequéncia, as
amostras foram cobertas (pulverizadas) com ouro numa maquina metalizadora
(Balzers SCD 050 sputtercoater, Balzers Union Aktiengesellschaft, Furstentum
Liechtenstein, FL-9496 - Germany), por 120 segundos, para examina-las no
MEV (JSM - 5600LV - JEOL LTD., Téquio, Japao).

Todas as caracteristicas morfologicas foram analisadas em éareas que
nao foram afetadas pela CRR. A andlise descritiva por MLO, MLP e MEV foi
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realizada em toda a superficie coronaria da JAD (iniciando na porgao cervical
da coroa dental e terminando na regido incisal ou oclusal). O critério para

analise em microscépica das amostras foi:

e Forma e continuidade da JAD
- Preservada ou n&o preservada
e Presenca de fusos, tufos e lamelas do esmalte
- Presente ou ausente
e Relacéo entre os tubulos dentinarios e a JAD
- (0) tubulos dentinarios se estendendo até a JAD

- (1) tubulos dentinarios aguém da JAD

5. Resultados

Dos 29 dentes incluidos neste estudo, 37,9% (11) foram incisivos, 34,5%
(10) molares e 27,6% (08) caninos. Vinte e nove dentes foram avaliados por
MLO e 28 por MLP.

Microscopia de Luz Optica

A forma e continuidade da JAD foram preservadas na regiao cervical em
86,2% (25) das amostras, na regidao coronaria media em 93,1% (27) dos casos
e na regido incisal ou oclusal em 72,4 % (21) das amostras, o que significa que
83,9% das amostras apresentaram forma normal e continuidade preservada da
JAD (Figura 1 A).

14
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Figura 1A: Fotografia de microscopia 6tica, evidenciando que a continuidade da forma da
JAD (100x). E = esmalte; D = dentina; Seta escura: JAD.

Os fusos de esmalte estavam presentes na regiao cervical em 75,9%
(22) dos casos, em 72,4% (21) das amostras na regido coronaria meédio, e em
65,5% (19) das amostras na regiao incisal ou oclusal. Em media, 71,3% das
amostras apresentaram fusos do esmalte (Figura 1 B).

Os tufos do esmalte estavam presentes na regido cervical de 69% (20)
das amostras; 89,7% (26) das amostras apresentaram tufos na regiao
coronaria média e 65,5% (19) dos casos na regiao oclusal. No geral, 74,7% dos
casos apresentaram tufos de esmalte. Figura 1 B.
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morfoldgicas do esmalte da JAD (50X). E = esmalte; D = dentina; Seta preta = tufo de esmalte;

Setas brancas = esmalte em fusos.

As lamelas de esmalte estavam presentes na regido cervical em 82,7%
(24) das amostras, na regido coronaria médiade 62,1% (18) dos casos e na
regiao incisal ou oclusal de 62,1% (18) das amostras. Em média, 69%

espécimes demonstraram evidéncias microscopicas de lamelas de esmalte.

Os resultados da relagédo entre os tubulos dentinarios e a JAD (Figura 2)
encontram-se resumidos na Tabela I.
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T wa a
Figura 2: Fotografia de microscopia de luz éptica mostrando os tGbulos dentinarios com

ramificagdo terminal de chegadas e invadindo (setas pretas) a JAD (400X). E = esmalte; D =

dentina.

Tabela |. Relacdo entre o prolongamento dos tubulos dentinarios e a JAD, analisados sob a

microscopia 6ptica.

Regiao Regido Média - Regido Média - Regido Incisal / Total (%)
Cervical Inferior superior Oclusal
Tdbulos que NAO 34.5% (10) 13.8% (4) 13.8% (4) 3.4% (1) 16.4%
chegam a JAD
Tdbulos 86.2% (25) 86.2% (25) 96.5% (28) 83.6%
dentindrios que 65.5% (19)
chegam a JAD
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Microscopia de Luz Polarizada

Para a andlise por meio da MLP, todos os espécimes foram avaliados na
regido coronaria média. A forma e a continuidade da JAD (Figura 3) estavam
conservadas em 100% dos casos.

Figura 3: Fotografia de microscopia de luz polarizada mostrando a continuidade da JAD

preservada (50X). E = esmalte; D = dentina.

Os fusos do esmalte estavam presentes em 75% (21) dos dentes. Os
tufos do esmalte (Figura 4A) estavam presentes em 71,4% (20) dos casos e as
lamelas de esmalte (Figura 4B) estavam presentes em 71,4% (20) dos
espécimes.
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Figura 4A: Fotografia de microscopia de luz polarizada, demonstrando os defeitos

morfolégicos do esmalte que chegam a JAD (50x). E = esmalte; D = dentina; Setas pretas:

fusos de esmalte.
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Figura 4B: Fotografia de microscopia de luz polarizada, demonstrando a presenga de lamela

no esmalte (seta preta) (50x). E = esmalte; D = dentina.

A relagao entre os tubulos dentinarios e a JAD (Figura 5) também foi
avaliada por meio da MLP e 100% (28) das amostras apresentaram tdabulos
dentinarios que se estendiam até a JAD.
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Figura 5: Fotografia de microscopia de luz polarizada demonstrando os tGbulos

dentinarios que chegam a JAD (400x). E = esmalte; D = dentina.

Microscopia eletronica de varredura

A forma e a continuidade da JAD (Figura 6A) estavam preservadas em
100% (10) dos espécimes. Os fusos do esmalte, os tufos e lamelas estavam
presentes em 100% (10) dos casos. A relagao entre os tubulos dentinarios e a
JAD (Figura 7), quando avaliada por meio do MEV mostrou que 100% das
amostras apresentaram tubulos que se estendiam até a JAD.
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Figura 6: Fotografia de microscopia eletronica de varredura, mostrando a forma e a

continuidade da JAD, tufos de esmalte e fusos de esmalte. E = esmalte; D = dentina.
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Figura 7: Fotografia de microscopia eletrdnica de varredura mostrando a

ramificagdo dos tubulos que chegam a JAD. E = esmalte; D = dentina; setas pretas =
bifurcacéo dos tubulos dentinarios.

6. Discussao

A JAD é a estrutura que realiza a uniao fisica do esmalte e da dentina,
dois tecidos biolégicos calcificados mecanicamente diferentes entre si que tem
propriedades quimicas, fisicas e funcionais altamente especializadas (17, 18,
27-29). A JAD desempenha um papel fundamental na prevencao de
transmissdo de fissuras e de microrganismos através do esmalte para a
dentina (17, 21).

7

A dentina é menos mineralizada do que o esmalte e contém maior
quantidade de colageno fato que a permite reduzir a concentracdo de tensao
mecanica que recebe da mastigacdo, promovendo deflexdo e prevenindo
rachaduras e trincas em esmalte e dentina. Por esta raz&o, fissuras ou planos
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de fratura que sé@o formadas no interior do esmalte raramente se propagam
através da JAD para a dentina subjacente. Neste contexto, a JAD desempenha
funcdo mecanica essencial para protecao mecanica dos dentes (21, 30).

Na literatura existem muitas duvidas nao solucionadas a respeito das
caracteristicas morfolégicas, das propriedades mecanicas e dos aspectos
funcionais da JAD em dentes de pacientes que receberam radioterapia para o
tratamento do céncer de cabega e pescoco. Sendo que existem autores que
conjecturam prejuizo funcional da JAD decorrente dos efeitos diretos da
radioterapia sobre o esmalte e a dentina, o que, por sua vez, diminuiria a
capacidade da JAD de prevenir a propagacao de microfraturas e de resistir a
progressao da carie (9, 10).

O presente estudo avaliou a JAD irradiada in vivo, modelo que valoriza
0s resultados obtidos por que esta amostra foi submetida ndo apenas aos
efeitos diretos da radioterapia, mas também aos efeitos indiretos como
hipossalivacao, alteragdes qualitativas da saliva e uma série de outros eventos
(como higiene limitada e dieta pastosa) que tornam o ambiente bucal dos
pacientes irradiados extremamente cariogénico (31).

A combinagédo da MLO, da MLPe do MEV jamais havia sido utilizada no
contexto deste trabalho de pesquisa e permitiu uma analise detalhada das
microestruturas que compéem o esmalte e a JAD desta amostra.
Recentemente, a morfologia e o conteudo mineral da CRR foram estudados
por meio da MLP e do MEV, sendo que néo foi possivel encontrarevidéncias
microscépicas de destruicdo radiogénica da dentina e do esmalte cariados (32,
33), entretanto, a morfologia da JAD em éreas livres de CRR foi muito pouco

estudada até o momento.

Pioch et al., (1992) foram os primeiros autores que demonstraram
experimentalmente os efeitos da radiacdo na JAD, mas, diferentemente de
nosso estudo, foram utilizados dentes bovinos irradiados in vitro (9). Estes
autores relataram que a radiagdo causou alteragdes morfoldgicas na JAD, o
que reduziria sua estabilidade e aumentaria o risco para a CRR (9). Mais
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recentemente, outro grupo de pesquisadores relatou que o ambiente de
hipossalivacao induzida pela radiagcdo pode promover um aumento da tenséo
na JAD, diminuindo suas propriedades mecanicas e, portanto, aumentando o
potencial de fraturas do esmalteque causariam a notéria destruicdo dental
associada a CRR (13).

Contudo, no presente estudo, a continuidade e a morfologia da JAD se
mostraram altamente preservada na maioria absoluta das amostras. Em
nenhum espécime foi possivel observar evidéncias de alteracdes
micromorfolégicas nos componentes da JAD, incluindo lamelas, fusos e tufos
do esmalte bem como a relagdo harmoniosa entre as terminac¢des dos tubulos
dentinarios e a JAD. Além disto, foi observada preservacdo do formato
microestruturado da JAD em todos os espécimes irradiados avaliados. E
oportuno mencionar que a auséncia de alguns componentes morfol6gicos da
JAD em uma pequena parcela dos espécimes deste estudo nao foi interpretada
como efeito destrutivo da radiacdo e pode ser atribuida a variabilidade dos

componentes morfol6gicos do esmalte e da dentina humana.

Walker et al., (2011) ao estudarem os efeitos da radioterapia oncolégica
sobre os dentes relataram inexisténcia das lamelas do esmalte. Em contraste
com estes resultados, a presente amostra apresentou elevada densidade de
lamelas do esmalte na regido cervical da coroa dental com evidente extenséo

das lamelas até a JAD.

Recentes estudos sugerem que os tufos sdo elementos morfolégicos do
esmalte dotados de elevada fragilidade, atuando como fontes para a iniciacao e
propagacao de fraturas (20, 23, 24, 34). Outros pesquisadores acreditam que
eles proporcionam protecdo interna de tensbes mecanicas aplicadas ao
esmalte (34). No presente estudo, os tufos foram altamente preservados do
ponto de vista morfolégico e frequentemente detectados entre as amostras
irradiadas.

A dentina é composta por uma complexa trama de tubulos dentinarios
com aproximadamente 01um de didmetro que contém os processos celulares
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dos odontoblastos e os fluidos odontoblasticos essenciais para a fisiologia
dentinaria e pulpar (30). Em condigbes normais, os processos odontoblasticos
podem se estender até a JAD ou mesmo atravessara JAD e alcangar o
esmalte. Os resultados deste trabalho de conclusdo de curso mostraram néo
existir alteragées na micromorfologia da JAD, inclusive com a preservagao da
relacdo entre os tubulos dentinarios e a JAD. Estes resultados contrariam os
achados de Grotzet al.,(1997), que sugeriram que a radiagdo promoveria trés
alteracbes caracteristicas nos dentes: (1). Rarefacdo da ramificacdo dos
tubulos dentinarios; (2).Tubulos dentinarios que naoatingiriam a JAD e (3).
Formacdo de uma zona de baixa densidade mineral em dentina com
aproximadamente 10 um de largura justaposta a JAD (7). Estes autores
relataram ainda que a radiagdo poderiacausar obliteracdo dos tubulos
dentinarios decorrente da degeneragao dos processos odontoblasticos que, por
sua vez, se deveria & diminuicdo da vascularizagdo pulpar radioinduzida (7). E
imperioso enfatizar que foi possivel observar tdbulos dentinarios
morfologicamente preservados alcancando e ultrapassando os limites da JAD

na maioria das amostras JDE, contrariando os resultados supramencionados.

7. Conclusao

Os resultados aqui apresentados rejeitaram a hipétese que os efeitos
diretos da radioterapia sobre dentes humanos irradiados in vivo seriam
capazes de modificar a micromorfologiada JAD e provavelmente nao
participam de modo relevante para a etiologia e a progressdao da CRR em
pacientes oncologicos.
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