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RESUMO:

A radioterapia € utilizada como modalidade de tratamento para uma ampla gama de tumores. Apesar
de altamente eficaz, além das células neoplésicas outras células também sdo atingidas, portanto, os
efeitos colaterais da radioterapia tém impacto nas estruturas proximas a esta regido, como os dentes.
Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar se a radiagdo ionizante promove alteracéo na biomassa do
biofilme microbiano multiespécie e na microdureza dentinaria pos biofilme. Dez dentes incisivos
bovinos foram segmentados em discos de dentina totalizando 30 amostras e divididos em dois
grupos experimentais de acordo com a dose de radiacdo. A microdureza inicial das amostras (DO0)
foi obtida. Em seguida, um biofilme de 21 dias foi formado sobre as amostras. Apos este periodo,
o0s espécimes foram corados com cristal violeta 0,01% e a biomassa do biofilme foi quantificada.
Posteriormente o teste de microdureza dentinaria (D1) foi novamente conduzido. Os testes
estatisticos apropriados foram aplicados (a = 0,05). A radiacdo ionizante favorece a biodegradacao
dentinaria apds biofilme afetando a sua dureza, além de contribuir para uma maior biomassa do
biofilme microbiano.

INTRODUCAO:

A radioterapia é utilizada como modalidade de tratamento para uma ampla gama de tumores (Dijk
et al., 2020). Sua utilidade no tratamento do cancer de cabeca e pescoco € indiscutivel (Dijk et al.,
2020), podendo ser realizada em combinacdo com a cirurgia e a quimioterapia (Rodrigues et al.,
2018). A localizacéo e o tipo de tumor determinam tanto o melhor método de tratamento, como a
dose de radiacdo necessaria (Rodrigues et al., 2018). Normalmente, o nucleo do tumor recebe uma
dose total de 50 a 70 Gy, fracionadas diariamente, por um periodo de 5 a 7 semanas (Jham; da Silva
Freire, 2006).

O alvo da radiacdo é a molecula de DNA das células neoplasicas, que se encontram em estagio de
maior atividade mitdtica (Haddad et al., 2008). Apesar de ser um tratamento altamente eficaz e ndo
invasivo, outras células, aléem das neoplésicas, também sdo atingidas durante o tratamento

(Rodrigues et al., 2018). Portanto, os efeitos colaterais da radioterapia na regido de cabeca e pescoco



tém impacto determinante nas estruturas préximas a esta regido, como glandulas, 0ssos, tecidos
moles e dentes (Ray-Chaudhuri et al., 2013).

A dentina € uma estrutura altamente afetada pela radioterapia (Rodrigues et al., 2018). A radiacéo
ionizante produzida durante o tratamento radioterapico gera severa desidratacao, levando a formacéo
de trincas e fissuras ao redor dos tubulos dentinarios, e destruicdo dos prolongamentos
odontobléasticos (Rodrigues et al., 2018, Velo et al., 2018). Além disso, ocorre degradacdo das
fibrilas colagenas e alteracdes no conteddo organico que compde o substrato (Rodrigues et al., 2018,
Velo et al., 2018), tornando-a fragilizada (Rodrigues et al., 2018) e, possivelmente, mais susceptivel
a fratura. Além disso, a radiacdo ionizante € responsavel pela formacdo de radicais livres e liberacdo
de ions, dentre os quais, os ions fosfato (Rodrigues et al., 2018), que podem se agregar a estrutura
do biofilme, tornando-o ainda mais resistente e aderido & dentina intrarradicular (Venegas et al.,
2006). A presenca de ions célcio no biofilme aumenta a agregacao celular, uma vez que esta é
estabelecida atraves de pontes de calcio (Venegas et al., 2006). As alteracdes na estrutura dentinaria
aumentam a sua rugosidade, afetando a interacdo dos microrganismos com a superficie do substrato
(Teughels et al., 2006). Uma superficie dentinaria desmineralizada garante maior forca de adesdo
aos microrganismos aderentes do que a dentina higida, em decorréncia da exposic¢éo das fibrilas
colagenas (Mayrand et al., 1985, Xu et al., 2019). O Enterococcus faecalis, por exemplo, apresenta
proteinas de ligacdo ao colageno, serina protease e gelatinase (Hubble et al., 2003), que séo fatores
potenciais de viruléncia, e que lhe conferem grande capacidade de se ligar mais facilmente a dentina
(Hubble et al., 2003, Xu et al.,, 2019). Os microrganismos, quando presentes na dentina
intrarradicular higida, sdo capazes de dissolvé-la (Eick, 2021), promovendo a precipitacdo de
hidroxiapatita, cujos ions célcio servirdo de substrato primario para a adesao bacteriana e formacéo
de biofilme (Ozdemir et al., 2010). Tal processo leva a altera¢6es profundas na estrutura dentinéria,
tornando-a mais fragil e com aspecto mais erodido (Buzalaf et al., 2015). Consequentemente, é
possivel hipotetizar que a radioterapia, além de fragilizar o substrato dentinario, também contribua
para o estabelecimento de um biofilme mais estruturado e complexo, o qual, por sua vez, podera
exacerbar ainda mais o processo de erosdo. Contudo, a literatura ainda nao evidenciou tais achados.
Tendo em vista a escassez de estudos relacionados as consequéncias da radioterapia sobre a estrutura
dentinéria e sua relacdo com a formacao do biofilme, surge a seguinte questdo de pesquisa: “A
radiacdo ionizante promove alteracdo na biomassa do biofilme microbiano multiespécie e na

microdureza dentinaria?”



PALAVRAS-CHAVE.:
Biomassa, biofilme, radioterapia.

METODO:

Tipo de estudo: Estudo experimental ex vivo.

Aspectos Eticos: O presente projeto de pesquisa foi construido em conformidade com a Lei Federal
11.794, de 8/10/2008. Os dentes bovinos foram adquiridos no Frigorifico “Carnes e Vinhos
Moreira”, razdo social “Comércio de Carnes e Vinhos Moreira Ltda — Epp”. O presente trabalho foi
submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Unisul, para apreciacio. As atividades
foram iniciadas somente apds a aprovacdo do trabalho pelo CEUA. O Centro de Pesquisas
Oncoldgicas (CEPON), aonde os discos de dentina foram irradiados, assim como a Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), onde foi realizado o teste de microdureza, institutos com os quais
ja se mantém parceria, ndo necessitam de aprovacdo em comité de ética, visto que os dentes a serem

empregados sdo bovinos.

Critério de incluséo e excluséo: N&o se aplica.

Preparo dos espécimes: Dez dentes incisivos bovinos foram utilizados nesse estudo, os quais foram
armazenados em solucéo de formol 10% & 37°C até o inicio do experimento. Os dentes tiveram suas
coroas e a porcao apical removidas com o auxilio de um disco diamantado dupla-face sob
refrigeracdo constante, de forma a se obter segmentos radiculares de aproximadamente 20 mm de
comprimento. O tecido pulpar foi extirpado com o auxilio de limas e extirpa-nervos, sob irrigacdo
constante de 5 mL de soro fisioldgico 0,85%. Em seguida, os segmentos radiculares foram
seccionados, com o auxilio de um disco diamantado, onde foram obtidos discos de dentina (4 mm
altura x 4 mm largura x 2 mm espessura), totalizando 30 amostras. As amostras foram lixadas, sob
irrigacdo constante e polidas com pastas a base de alumina com granulagdo decrescente (0,3; 0,1 e
0,05 um) em discos de pano para polimento. Entre o uso de cada lixa e pasta, as amostram foram
cuidadosamente lavadas em agua corrente. Ao final, os discos foram imersos em banho ultrassénico

contendo solucdo de EDTA a 17%, seguido de solucdo de NaOCI a 1%, ambos por 3 minutos, para
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remocdo da lama dentinaria. Em seguida, o primeiro teste de microdureza (DO0) foi realizado,

conforme descrito a seguir.

Grupos experimentais: Ap0s a primeira avaliacdo da microdureza, as amostras foram distribuidas
aleatoriamente em dois grupos experimentais (n = 15): G1) dentina higida (ndo irradiada) e G2)
dentina irradiada com 70 Gy. Os discos de dentina irradiados foram submetidos a um acelerador
linear, pela técnica de radioterapia de intensidade modulada (IMRT) com colimadores dindmicos
(Dynamic Multileaf Collimator - DMLC). A irradiacdo foi realizada no Departamento de
Radioterapia do CEPON, Floriandpolis, SC; sob a responsabilidade e supervisdo de pessoal
especifico, utilizado um acelerador linear (Clinac 2100C; Varian Medical Systems, Inc., Palo Alto,
CA, EUA). Os espécimes foram completamente imersos em &gua destilada e deionizada dentro de
um suporte plastico, alinhado e equidistante a partir da fonte emissora de radiacdo, garantindo uma
distribuicdo padronizada das doses (400 UM/min). A irradiacdo dos dentes seguiu o protocolo do
CEPON para o tratamento de CCP, com 6MV de energia (fétons) e administracéo total de 70 Gy,
fracionados em 2 Gy diérios, 5 dias por semana, durante 7 semanas (YAMIN et al., 2018). Finalizado
cada ciclo de irradiacdo, a 4gua destilada e deionizada foi substituida por saliva artificial e os dentes
mantidos a 37°C para simular as condicdes orais. A cada novo ciclo de irradiacdo, a saliva artificial
foi substituida por dgua destilada e deionizada. Finalizada a etapa de irradiagéo, os dentes foram

novamente armazenados em saliva artificial a 37°C até o uso.

Espécies microbianas e condi¢Ges de crescimento: Foram utilizadas as espécies microbianas
anaerdbias facultativas S. mutans (ATCC 25175), E. faecalis (ATCC 29212) e C. albicans (ATCC
10231). Os microrganismos foram coletados de um estoque a -80°C. Uma cultura fresca de cada
espécie foi obtida por meio da incubacao overnight de 500 puL do estoque em 10 mL de meio caldo
Brain Heart Infusion (BHI), pH 7,1, contendo glicose 0,2%, em aerobiose a 37° para E. faecalis e S.
mutans e a 30°C para C. albicans. Previamente ao inicio do experimento, a densidade éptica de cada

cultura foi corrigida para DO600 = 0,5.

Formacédo do biofilme: Previamente a formagdo do biofilme, os discos foram esterilizados em
autoclave a 121°C por 24 minutos. Apo6s, foram acondicionados em tubos Eppendorf contendo 1200
uL de inéculo da cultura mista (1:100 (CF = 106 UFC/MI). Os espécimes foram incubados por 21

dias, com renovacao diaria do meio, em condicdes aerdbicas a 37°C para a formacao do biofilme.



Ao final, para a remocéo das células microbianas ndo aderentes, as amostras foram transferidas para

novos tubos Eppendorf com 1200 pL de solugdo tampao fosfato-salino (PBS).

Analise da biomassa do biofilme: Apds o periodo de incubacéo, o biofilme formado sobre a dentina
radicular foi corado com cristal violeta 0,01% por 10 min. Para isto, os discos de dentina foram
removidos dos tubos Eppendorf contendo PBS e imersos em 1 mL de solugéo de cristal violeta,
contida em pocos de uma placa de cultura de 48 pocos. Em seguida, os discos foram imersos,
consecutivamente, por trés vezes, em outros tubos Eppendorf contendo PBS, para a remocao do
excesso do corante. Apds, o cristal violeta foi solubilizado, por meio da imersdo dos discos de
dentina em 1 mL de deoxicolato de sédio 2%, contido nos pocos de uma placa de cultura de 48
pogos. Quatro aliquotas de 200 pL da solug¢do corada obtida e removidas de cada poco e adicionada
aos pocos de uma placa de 96 pogos. Apos, a quantificacdo do biofilme foi realizada por meio da

mensuracao da absorvancia a 608 nm.

Teste de microdureza: As amostras foram submetidas ao teste de microdureza utilizando um
microdurémetro Knoop (Buehler). Neste teste, a microdureza inicial da dentina de cada amostra,
designada “D0” (controle), foi calculada pela média de 3 indentacdes nas distancias de 150 pm
aplicadas com carga de 50g por 10 segundos. A area das superficies dos recortes foi medida usando
um microscopio dptico (Shimadzu HMV2, aumento 400 X) e o programa Newage C.A.M.S
(Computer Assisted Measurement System; Newage Testing Instrumensts, Inc., Southampom, PA,
EUA). O valor de microdureza para cada amostra foi considerado como uma média desses 3 pontos.
Ap0s a realizacdo do teste colorimétrico com cristal violeta, as amostras foram submetidas a segunda
avaliacdo da microdureza “D1”. O célculo para “D1” seguiu o mesmo protocolo utilizado na

obtencgéo da dureza inicial (DO).

Analise estatistica: Considerando dados paramétricos, para a analise da biomassa do biofilme foram
aplicados os testes One way anova e post hoc Tukey e para o teste de microdureza, o Teste t pareado.
O nivel de significancia foi estabelecido em 5%. Todas as anélises foram realizadas com o auxilio
do software SPSS versdo 21.0 (IBM, Armonk, NY, USA).
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RESULTADOS E DISCUSSOES:

A tabela 1 mostra os valores de biomassa do biofilme formada nos diferentes tipos de dentina, higida
e irradiada com 70 Gy. A maior quantidade de biomassa do biofilme foi evidenciada na dentina
irradiada com 70 Gy, comparada com a biomassa formada na dentina higida (P < 0,001), na qual foi

observada a menor quantidade.

Tabela 1. Quantificagdo da massa de biofilme multiespécie formada sobre os dentes e coloracdo

com cristal violeta através da densidade 6tica (OD).

Dentina Biomassa do biofilme (DO620 nm) = DP
Higida 0,026467 + 0,00807 #
Irradiada 70 Gy 0,063021 + 0,0103756 °

Letras minudsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa.

Os valores de microdureza Knoop da dentina higida e irradiada com 70 Gy ap6s 21 dias de

formacao de biofilme multiespécie, sdo mostrados na tabela 2.

Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo (DP) da microdureza Knoop da dentina higida e irradiada

com 70 Gy apés 21 dias de formacao de biofilme multiespécie.

Dentina Microdureza
DO D1
Higida 29,55 + 6,57 18,88 £ 5,22 *
Irradiada 70 Gy 39,93 + 6,27 14,42 £2,38 *

(*) na mesma linha indica diferenca significativa entre DO e D1.

Apos 21 dias de biofilme foi observado uma redugdo significativa na microdureza da dentina higida
e irradiada com 70 Gy (p < 0,001). Uma redugédo na microdureza aproximadamente duas vezes maior
foi observada nos dentes irradiados. Os dentes sdo frequentemente expostos a doses cumulativas de
irradiacdo durante a radioterapia dos tumores de cabeca e pescoco. Devido as alteracGes nas fases
organicas e inorganicas, a dentina € severamente afetada pela irradiacdo. Dentre essas alteracdes

podemos citar mais especificamente a diminui¢do dos ions célcio (Ca) e fésforo (P) (Velo et al.,
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2018). A razdo Ca/P determina a taxa de mineralizacdo da hidroxiapatita, parametro diretamente
relacionado com as propriedades mecénicas do substrato dentinario e a sua taxa de biodegradagédo
(Slosarczyk et al., 1999). Valores mais baixos do peso Ca/P indicam que a estrutura da dentina
radicular irradiada € menos mineralizada, ou seja, a irradiacdo é capaz de tornar a hidroxiapatita
mais suscetivel a degradacédo (Celik et al., 2008). Essas alteragfes na estrutura dentindria podem ter
um impacto adicional na formacdo do biofilme e na microdureza da dentina apds biofilme, como
visto no presente estudo.

Durante a formacéo do biofilme, os microrganismos sdo capazes de dissolver a estrutura dentinaria
devido a liberacdo de &cidos e de induzir a precipitacdo de carbonato de calcio e fosfato de calcio.
O célcio quando incorporado a estrutura do biofilme, é capaz de levar a um aumento na resisténcia
coesiva do biofilme e, consequentemente, na sua estabilidade (Ahimou et al., 2007). Além disso, a
extensdo do actmulo de biofilme pode aumentar com o aumento da concentracdo de calcio
(Patrauchan et al., 2005). Portanto, as alteracGes na dentina irradiada com 70 Gy podem ter
contribuido para um aumento na concentragdo de ions e, hipoteticamente, no numero de
microrganismos, levando & uma maior biomassa do biofilme, além de diminuir significativamente a

dureza da estrutura dentinaria pés biofilme.
CONCLUSOES:
Com base no presente estudo, pode-se concluir que a radiagdo ionizante favorece a biodegradagéo

dentinaria ap6s biofilme afetando a sua dureza, além de contribuir para uma maior biomassa do

biofilme microbiano.
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