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RESUMO

A carie relacionada a radiacao (CRR) ionizante € uma forma agressiva e
progressiva de carie dentaria. Clinicamente, ela se apresenta como lesbes
acastanhadas na regido cervical dos dentes em pacientes submetidos a
radioterapia para tratamento de tumores de cabeca e pescog¢o. Sua causa ainda é
um contrassenso na literatura e tem sido objetivo de varios estudos. O objetivo
desse trabalho foi avaliar a morfologia e a composig¢éo quimica de lesées de CRR.
Vinte e quatro dentes humanos foram divididos em trés grupos: G1CR (8 dentes
com CRR), G2CC (8 dentes com carie dentaria convencional) e G3HG (8 dentes
higidos). Inicialmente, os dentes foram analisados quanto aos seus aspectos
macroscopicos. Em seguida, foram submetidos as seguintes técnicas para
avaliagdo da morfologia: radiografia periapical, tomografia computadorizada,
microtomografia computadorizada e microscopia eletrénica de varredura
(rugosidade e topografia). A composi¢do quimica foi avaliada por meio da
espectroscopia dispersiva de raios-X. Os resultados demonstraram que existe
mais desmineralizacdo nas lesdes de CRR se comparado as caries dentarias
convencionais, mesmo ndo havendo cavitagéo na regido cervical dos dentes. A
rugosidade superficial e a topografia da CRR foram semelhantes aquelas dos
dentes higidos. Por outro lado, as lesdes de caries dentarias convencionais se
apresentaram com maior irregularidade superficial e topografica quando
comparadas as CRR e aos dentes higidos (p = 0,001). A analise da composi¢ao
quimica revelou que houve uma reducéo significativa da quantidade de calcio e
fésforo entre os trés grupos e aumento na quantidade de carbono. A média de
calcio foimenorem G1CR (13,72 £ 4,22 pm) quando comparada a G2CC (18,77 +
2,47)e a G3HG (22,87 £ 1,38 um). Amédia de fésforo foi menorem G1CR (6,77
2,02 yum) quando comparada a G2CC (9,47 +1,43) e a G3HG (11,72+ 0,47 um). A
média de carbono foi maior nos dentes com CRR (42,37 £ 7,80 ym), menor
aqueles com CC (32,99 £4,38 um) e menor ainda em dentes higidos (25,28 + 1,84
pum). A reducao significativa da matriz mineral (Ca e P) foi condizente com os
achados nos exames de imagem, pois houve uma maior a perda nos dentes com
carie de radiacéo e levemente menor nos dentes com carie convencional quando
comparados aos dentes higidos. Baseado nesses achados pode-se concluir que
a CRR, apesar da sua evolugao rapida, apresenta uma superficie irregular
aparentemente integra com mudancas significativas na quantidade de Ca,Pe C.

Palavras-chave: Cérie dentaria. Radioterapia. Tomografia computadorizada.
Microtomografia computadorizada. Microscopia eletrénica. Espectroscopia.



ABSTRACT

Radiation-related caries (RRC) is an aggressive and progressive form of
dental caries. Clinically, it presents the brownish lesions in the cervical region of
teeth in patients submitted to radiotherapy for head and neck tumors treatment.
Often RRC does not present cavitation, which leads the dentist not to give due
importance of its severity. The aim of this study was to assess the morphology and
chemical composition of RRC lesions. Twenty-four human teeth were divided into
three groups: G1CR (8 teeth with RRC), G2CC (8 teeth with conventional tooth
decay) and G3HG (8 sound teeth). Initially, the teeth were analyzed for
macroscopic findings. Then, they were carried for evaluation of morphology using
the following techniques: periapical radiography, computerized tomography,
computerized microtomography and scanning electron microscopy (roughness
and topography). Chemical composition was evaluated by energy dispersive
spectroscopy of X-ray. The results showed that there was more demineralization in
RRC lesions when compared to conventional dental caries, even if there was no
cavitation in cervical region of teeth. Surface roughness and topography of RRC
were similar to those of sound teeth. On the other hand, conventional dental caries
lesions presented greater superficial and topographic irregularity when compared
to RRC and healthy teeth (p = 0.001). An analysis of the chemical composition
revealed a significant reduction of the amount of calcium and phosphorus between
the three groups and increase in the amount of carbon. Mean of calcium was lower
in G1CR (13.72 £ 4.22 ym) when compared to G2CC (18.77 + 2.47) and G3HG
(22.87 £ 1.38 um). Mean of phosphorus was lower in G1CR (6.77 £ 2.02 um) when
compared to G2CC (9.47 + 1.43) and G3HG (11.72 £ 0.47 ym). Mean of carbon
was higher in CRR teeth (42.37 + 7.80 pm), lower in those with SC (32.99 + 4.38
pum) and lower in healthy teeth (25.28 £ 1.84 ym). A significant reduction of the
mineral matrix (Ca and P) was consistent to the findings in the imaging tests, as
there was a greater loss in teeth with RRC and slightly lower in the teeth with
conventional tooth decay when compared to the sound teeth. According to the
findings and despite its rapid evolution, it can be concluded that RRC presents an
apparently intact surface with significant changes in amount of Ca, Pand C.

Keywords: Dental caries. Radiotherapy. Computed tomography. Computerized
Microtomography. Scanning electron microscopy. Spectroscopy.
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1

1INTRODUGCAO

De acordo com o ultimo relatorio do Instituto Nacional do Céncer (INCA,
Brasil), a estimativa de novos casos de cancer em regido de cabecga e pescogo
para 2017 era de 29.800 individuos, sendo 15.490 casos em cavidade oral (INCA,
2016). A radioterapia (RT) € uma modalidade utilizada para o tratamento do
cancer de cabeca e pescocgo (SILVA e ARRUDA, 2004). Ela emprega radiacdes
ionizantes com o objetivo de destruir células neoplasicas, visando obter redugéo
ou desaparecimento dalesdo maligna (LIMAetal., 2001).

As radiagdes ionizantes agem sobre o DNA levando a morte celular ou a
perda da sua capacidade reprodutiva. Como o conteudo de DNA duplica durante a
mitose, as células com alto grau de atividade mitética sdo mais radiossensiveis se
comparado aquelas com baixa taxa de mitose. A agdo da radiacao pode ser direta
ou indireta. Na acgéo direta, a molécula de DNA é clivada, o que interfere no
processo de duplicacéo. No efeito indireto, a agua € dissociada em dois radicais,
hidrogénio (H+) e hidroxila (OH-), sendo que este ultimo reage com as bases de
DNA, interferindo no processo de duplicagdo. Como a agua representa a maior
parte do conteudo celular, o efeito indireto é proporcionalmente mais deletério do
que odireto (MURAD e KATZ, 1996).

Os efeitos clinicos agudos ou tardios da terapia antineoplasica sobre as
estruturas bucais variam desde hipossalivacao, trismo, fibrose, mucosite, carie
relacionada a radiacdo (CRR), doenga periodontal, perda do paladar e
osteorradionecrose (WALKER et al., 2011; EPSTEIN et al., 2012). Essas
complicagbes costumam ser subestimadas e impactam a qualidade de vida dos
pacientes (EPSTEIN et al., 2012; SCHWEYEN et al., 2012; LIESHOUT e BOTS,
2014).

Em uma revisdo sistematica, Lieshout e Bots (2014) concluiram que a
radiacao ionizante produz efeitos diretos nas estruturas dentarias e na produgéo
de saliva, diminuindo o fluxo salivar (hipossalivagéo) e modificando sua qualidade
(mais mucosa e menos serosa). Além do efeito direto da radiacdo sobre as
glandulas salivares, a diminui¢cao da capacidade tampao (EPSTEIN et al., 2012),
mudancgas na dieta, alteragao da microbiota bucal e ma higienizacdo podem ser
considerados os fatores etiolégicos mais importantes no processo de

desmineralizag¢ao dentaria (KIELBASSA et al., 2000). Essas complicagdes podem
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ser considerados os fatores etiolégicos mais importantes no processo de
desmineralizacao dentaria (KIELBASSA et al., 2000). Essas complica¢des podem
ser diminuidas com o estabelecimento de um protocolo pré e trans-radioterapia de
higienizacéo bucal (SASSIe MACHADO, 2009; SCHWEYEN et al., 2012).

A dentina, estrutura mineralizada mais envolvida nos casos de CRR
(KIELBASSA et al., 2000), esta localizada sob o esmalte dentario. E visivel a
regiao cervical quando o dente fora acometido por algum tipo de desgaste
(mecéanico ou fisioldgico) ou quando o tecido periodontal de protecdo nao esta
mais presente. Ela € um composto biolégico de trés fases: uma mineral,
hidroxiapatita, cuja féormula quimica é Ca,(PO,),(OH); uma organica, fibras
colagenas; e outra fluida, composta basicamente de 4gua (ZELIC et al., 2014).

O avango de desmineralizagcdo das estruturas dentarias, sobretudo a
dentina, leva a CRR, uma forma altamente destrutiva e progressiva de carie
dentaria (KIELBASSA et al., 2000). Em geral, a CRR tem o seu inicio na regiao
cervical da face vestibular dos dentes, podendo se estender para faces mesial e
distal. Em muitos casos, a CRR apresenta-se como uma coloragdo marrom difusa
na regiao cervical dos dentes, mesmo em estruturas ndo cavitadas e superficie
lisa (MOTA et al., 2013; MORAIS-FARIA et al., 2016). As lesdes da CRR
aumentam a fragilidade do esmalte e da estrutura dentaria como um todo,
culminando muitas vezes em sua amputacao coronaria (KIELBASSA et al., 2000;
SPRINGER et al., 2005; MOTAetal.,2013; LIESHOUT e BOTS, 2014). Em alguns
casos, cerca de 30%, ela pode acometer as pontas de cuspides de dentes
posteriores e bordaincisal dos dentes anteriores (BEECH et al., 2014).

Alguns pacientes podem desenvolver a CRR em dentes ndo expostos a
radiacdo, ocorrendo mesmo em locais onde ndo sao identificadas as lesbes de
carie convencional (CC) (BEECH etal., 2014).

A causa real que leva a CRR ainda ¢é incerta e de contrassenso na
literatura (LIESHOUT e BOTS, 2014; DENG et al., 2015; GOMES-SILVA et al.,
2017). Apesar disso, acredita-se que as radiacbes empregadas pela radioterapia
possam exercer efeitos na estrutura dentaria, incluindo mudancgas de microdureza
e alteragcbes na morfologia microscopica do esmalte e da dentina (KIELBASSA et
al., 2000; HONG et al., 2010; MOTA et al., 2013; DENG et al., 2015). Estima-se
que 25% dos pacientes com cancer de cavidade oral, e que sejam submetidos a
RT, possam ser acometidos pela CRR (HONG et al., 2010).



13

As lesdes de CRR sao tratadas por procedimentos restauradores
convencionais. As extracbes de dentes acometidos pela CRR séo
contraindicadas, devido principalmente a possibilidade de desenvolvimento da
osteorradionecrose. Entretanto, em casos em que tal procedimento é inevitavel,
deve ser empregada uma técnica minimamente traumatica e com previsao de
reparacgao por primeiraintencao (BEECH et al., 2014).

Poucos estudos procuraram investigar os parametros clinicos e
radiograficos da CRR (MORAIS-FARIA et al., 2016). Silva et al. (2009) analisaram
36 dentes extraidos por razdes periodontais de pacientes que haviam sido
submetidos a doses acima de 50 Gy para tratamento de cancer de cabeca e
pescoco. Além da avaliacdo macroscopica e radiografica das lesbes, de
superficies lisas e com aspecto marrom-difuso, foram utilizados um microscoépio
de luz polarizada e um microscopio eletrénico de varredura (MEV). Com auxilio
destas técnicas, os autores identificaram as zonas de carie dentinaria e os
padrdes de desmineralizagdo das lesdes de carie. Outro achado observado foi a
presencga de trincas e fraturas, tanto em esmalte quanto em dentina. Este fato
provavelmente foi devido ao preparo das amostras e ndo a progresséo da doenga,
assim como ja descrito em estudos anteriores. Desta forma, os autores
concluiram que as lesbes de carie observadas nos pacientes submetidos a
radioterapia apresentam um grau de desmineralizacao acentuado e que é
subestimado pelos clinicos. Além disso, as caracteristicas encontradas explicam
aprogressdoda CRR.

Mota et al. (2013) verificaram a desorganizagéo estrutural e perda de
matriz mineralizada na area da jungéo amelo-dentinaria (JAD), além de perda de
cemento naquela regido. Os autores também puderam observar uma separagao
do esmalte e dentina (“delaminacgéo”) préxima a JAD, mesmo na estrutura mineral
aparentemente saudavel. Eles demonstraram essas alteragdes na regiéo cervical
de 36 dentes com CRR. Nesse trabalho, a estrutura morfolégica de cada 6rgao foi
avaliada por meio de tomografia de coeréncia 6ptica, observando microestruturas
de até 100 um.

Morais-Faria et al. (2016) analisaram 10 dentes com CRR por meio de
microtomografia computadorizada. Os autores demonstraram o extenso padré&o
radiografico de desmineralizagéo na regiéo cervical dos dentes, mesmo naqueles

casos em que ndo havia cavitacdo na avaliacdo clinica, mas apenas uma
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coloracdo marrom difusa. O estudo concluiu que a CRR é mais destrutiva do que
aparentaser.

Apesar da avaliacédo das CRR por meio de imagens ser eficaz para se
determinar o grau de comprometimento das lesdes, outros métodos podem ainda
ser utilizados (SILVA et al., 2009; MOTA et al., 2013; MORAIS-FARIA et al., 2016).
Arnold et al. (2003 e 2007) avaliaram CC em regiao radicular com um
espectroscopio de energia dispersiva de raios-X (EDX) acoplado a um MEV.
Foram encontrados valores significativamente diminuidos de calcio (Ca) e fésforo
(P) em locais onde havia dentina desmineralizada quando comparado a areas de
dentina sadia.

Diante do exposto, este trabalho objetivou a avaliagdo conformacional e
constitucional de dentes com CRR, comparando-os a dentes com CC e a dentes
higidos. Para tais analises, foram utilizados métodos de radiografia periapical
convencional, tomografia computadorizada de feixe conico, microtomografia
computadorizada, microscopio eletrébnico de varredura e espectroscopio de
energia dispersiva de raios-X.
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2PROPOSICAO

2.1 OBJETIVO GERAL

« Avaliar a morfologia e a composi¢cao quimica das lesdes da estrutura
dentaria dos dentes com carie relacionada a radiacao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Avaliar lesdes de caries relacionadas a radiacao e comparar com caries
dentarias convencionais e dentes higidos por meio de radiografia periapical
convencional, tomografia computadorizada de feixe cénico,
microtomografia computadorizada, microscopio eletrénico de varredura e
espectroscopio de energia dispersiva de raios-X.
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3.2RESUMO

A carie relacionada a radiacao (CRR) ionizante € uma forma agressiva e
progressiva de destruicdo dentaria. Este estudo avaliou a morfologia e a
composi¢cado quimica de lesées de CRR. Vinte e quatro dentes humanos foram
divididos em trés grupos e, inicialmente, analisados quanto aos seus aspectos
macroscopicos. Em seguida, foram submetidos as seguintes técnicas para
avaliacdo da morfologia: radiografia periapical, tomografia computadorizada,
microtomografia computadorizada e microscopia eletrénica de varredura
(rugosidade e topografia). A composi¢do quimica foi avaliada por meio da
espectroscopia dispersiva de raios-X. Os resultados demonstraram que existe
mais desmineralizagéo nas lesbes de CRR se comparadas as caries dentarias
convencionais, mesmo ndo havendo cavitagéo na regiao cervical dos dentes. A
rugosidade superficial e a topografia da CRR foram semelhantes aquelas dos
dentes higidos. Por outro lado, as lesbes de caries dentarias convencionais se
apresentaram com maior irregularidade superficial e topografica quando
comparadas as CRR e aos dentes higidos (p=0,001). A analise da composi¢éo
quimica revelou que houve uma reducéo significativa da quantidade de calcio e
fosforo entre os trés grupos e aumento na quantidade de carbono. A redugao
significativa da matriz mineral (Ca e P) foi condizente com os achados nos exames
de imagem, pois houve uma maior perda nos dentes com carie de radiagéo e
levemente menor nos dentes com carie convencional quando comparados aos
dentes higidos. Baseado nestes achados pode-se concluir que a CRR, apesar da
sua evolugédo rapida, apresenta uma superficie irregular aparentemente integra

com mudangas significativas na quantidade de Ca, P e C.
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3.3INTRODUGAO

Aradioterapia (RT) € uma modalidade de tratamento do cancer de cabeca
e pesco¢o que emprega radiagdes ionizantes com o objetivo de destruir células
neoplasicas [Lima et al., 2001; Silva e Arruda, 2004]. Seus efeitos nas estruturas
bucais variam desde hipossalivagao, trismo, fibrose, mucosite, carie relacionada a
radiacdo (CRR), doenca periodontal e osteorradionecrose [Walker et al., 2011;
Epstein et al., 2012]. Essas complicagbes costumam ser subestimadas e
impactam na qualidade de vida dos pacientes [Epstein et al., 2012; Schweyen et
al.,2012; Lieshout e Bots, 2014].

Aradiacao ionizante produz efeitos diretos nas estruturas dentarias e nas
glandulas salivares [Epstein et al., 2012]. Os efeitos nessas glandulas repercutem
na producéo de saliva, diminuindo o fluxo salivar (hipossalivagcéo) e modificando a
sua qualidade [Lieshout e Bots, 2014].

A dentina é a estrutura dental mineralizada mais envolvida nos casos de
CRR [Kielbassa et al., 2000]. Ela é composta por hidroxiapatita (fase mineral), cuja
férmula quimica é Ca,(PO,),(OH), por proteinas (fase organica), e agua (fase
fluida) [Zelic et al., 2014]. O avango exacerbado de desmineralizacdo das
estruturas dentarias, sobretudo a dentina, leva a CRR, uma forma altamente
destrutiva e progressiva de carie dentaria [Kielbassa et al., 2000]. Em geral, ela
tem inicio na regiéo cervical da face vestibular dos dentes, podendo se estender
para mesial e distal. Em muitos casos, a CRR apresenta-se como uma coloragéo
marrom difusa na regido cervical dos dentes e superficie lisa [Mota et al., 2013;
Morais-Faria et al., 2016]. As lesbes da CRR aumentam a fragilidade do esmalte e
da estrutura dentaria como um todo, culminando muitas vezes em sua amputacéao
coronaria [Kielbassa et al., 2000; Springer et al., 2005; Mota et al., 2013; Lieshout
e Bots, 2014].

Silva et al. [2009] analisaram 36 dentes extraidos por razées periodontais
de pacientes que haviam sido submetidos a RT. Além da avaliagcdo macroscopica
e radiografica das lesbes de superficies lisas e com aspecto marrom-difuso foram
utilizados um microscépio de luz polarizada e um microscopio eletrbnico de
varredura (MEV). Os autores identificaram as zonas de carie dentinaria e os
padrbes de desmineralizacao das lesdes de cérie. Desta forma, concluiram que

as caries observadas nos pacientes submetidos a radioterapia apresentam um
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grau de desmineralizacao acentuado e que, muitas vezes, podem confundir o
clinico.

Mota et al. [2013] verificaram a desorganizacgéo estrutural de 36 dentes
com CRR e perda de matriz mineralizada na area da jungdo amelo-dentinaria
(JAD), além de perda de cemento naquela regido. Foi possivel observar uma
“‘delaminacédo” do esmalte proximo a JAD, mesmo na estrutura mais mineral
aparentemente saudavel.

Morais-Faria et al. [2016] analisaram 10 dentes com CRR por meio de
microtomografia computadorizada. Os autores demonstraram o extenso padréo
radiografico de desmineralizag&o na regido cervical dos dentes, mesmo naqueles
casos em que nao havia cavitagdo na avaliagdo clinica, mas apenas uma
coloragcéo marrom difusa. O estudo concluiu que a CRR é mais destrutiva do que
aparentaser.

Arnold et al. [2003 e 2007] avaliaram caries convencionais (CC) em regiao
radicular com espectroscoépio de energia dispersiva de raios-X (EDX) acoplado a
um MEV. Foram encontrados valores significativamente diminuidos de calcio (Ca)
e fésforo (P) em locais onde havia dentina desmineralizada quando comparado a
locais de dentina sadia.

A causareal que leva a CRR ainda é incerta e alvo de muita discussao na
literatura [Lieshout e Bots, 2014; Deng et al., 2015; Gomes-Silva et al., 2017].
Apesar disso, acredita-se que as radiacbes empregadas pela radioterapia
possam exercer efeitos diretos ao dente, levando a altera¢gdes na morfologia
microscopica do esmalte e da dentina e, consequentemente mudangas de
microdureza dessas estruturas [Kielbassa et al., 2000; Hong et al., 2010; Mota et
al.,2013; Deng et al., 2015]. Diante do exposto, este trabalho objetivou a avaliagéo
conformacional e constitucional de dentes com CRR, comparando-os a dentes

com CC e adentes higidos.
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3.4 MATERIALE METODOS

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Setor de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana e aprovado em Julho de
2016, com parecer de numero 1.618.336 (Anexo 1).

Vinte e quatro dentes humanos que estavam acondicionados em frascos
contendo solugdo de formol a 10% foram selecionados no Biobanco e
Biorrepositério (B&B) do Curso de Odontologia da UFPR. Aselecao dos dentes foi
realizada visualmente levando em consideragéo os aspectos macroscopicos e
selecionados quanto a presenga ou n&o de lesdes de carie e de acordo com o seu

tipo. Em seguida, foram separados em trés grupos distintos, a saber:

» Grupo G1CR -8 dentes com carie relacionada a radiagéo.
e Grupo G2CC -8 dentes com carie convencional.

e Grupo G3HG -8 dentes higidos (sem carie naregido cervical).

Para os dentes com CRR, foram levantados os dados dos respectivos
prontuarios, e foram colhidas informacdes referentes a RT. O principal critério de
inclusdo dos dentes com CRR era de que o paciente fora submetido a dose de, no
minimo, 60 Gy em regido de cabeca e pescoc¢o (Tabela 1). Os 24 dentes foram
pareados de acordo com sua anatomia (Tabela 2). Quando n&o foi possivel parea-
los de acordo com sua posicdo anatdbmica, foi feito um pareamento por

similaridade estrutural. Isto €, dentes do mesmo arco, porém em lados opostos.

3.4.1 Avaliagdo Macroscépica

Todos os 24 dentes foram avaliados macroscopicamente a fim de se
verificar a presenca (G1CR e G2CC) ou nao (G3HG) de lesdes de carie. Os
aspectos morfologicos relacionados a perda de estrutura dentaria do grupo G1CR
foram determinados por dois examinadores, usando o indice de Carie Pos-
Radioterapia (ICPR), descrito por Walker et al. [2008], adaptado para dentes
extraidos (Tabela 3). Em seguida, os dentes foram fotografados para registro e

andlise comparativa, utilizando uma camera digital Samsung® L74° com 7.2
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megapixels (Samsung®, Seul, Coréia do Sul), distancia focal de 10 mm, abertura
do diafragma de 1/8 s, 1ISO-200, tamanho de imagem de 3072 x 2304 mm,
resolugcao de 96 dpi, padrao de cores sRGB, sem flash, distancia de 15 cm do
objeto.

3.4.2 Avaliacédo Radiografica

Os dentes foram radiografados, com filme Dentus® E-Speed, 3 x 4 cm
(Agfa® / Heraeus Kulzer®, Mortsel, Bélgica) e aparelho emissor de raios-X Xdent®
D70 (Xdent® Equipamentos Odontolégicos, S&o Paulo, Brasil), 127 V, 70 kV, 60
Hz, 8 mA e disparo de 210 ms. Os filmes foram posicionados a 30 cm da fonte de
emissao dos raios-X e os dentes foram apoiados sobre eles em posigéo vestibulo-
lingual (12 tomada radiografica) e mésio-distal (22 tomada radiografica),
totalizando 48 radiografias. Os filmes foram processados em processadora
automatica Revell® (Del Grandi Produtos Radioldgicos, S&o Paulo, Brasil) com
tempo total de processamento de 5,5 minutos e temperatura interna de 27°C.
Apbs o processamento radiografico, as radiografias foram digitalizadas em
escaner para filmes radiograficos e negativos HP Scanjet® G4050 (Hewlett
Packard® Development Company, Califérnia, EUA), com resolucéo de 600 dpi, em
tons de cinza, com auxilio do programa Digitalizacéo HP® 14.5 (Hewlett Packard®

Development Company, Califérnia, EUA).

3.4.3 Avaliagdo Tomografica

Os dentes foram dispostos, grupo a grupo, em formato de
semicircunferéncia (raio de 45 mm) e estabilizados em placas de espuma de
etileno vinil acetato — EVA (Eduart, Sao Paulo, Brasil) de 2 mm de espessura sobre
espuma com densidade 28 kg/m’ e 30 mm de espessura (Stamp Espumas,
Hortolandia, Brasil). Em seguida, foram levados ao tomégrafo computadorizado
de feixe conico i-Cat® Next Generation (Imaging Sciences International, Hatfield,
Pensilvania), com as seguintes configuracdes: FOV (field of view) de 16 cm
(didmetro) x 13 cm (altura), resolucdo 0,25 voxel, tempo de aquisicao 26,9 s,
radiacdo a 120kVp, 5mA, 37,07 mAs.
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Durante a reformatacao das imagens, foram obtidos cerca de 530 cortes
axiais, com espessura de 0,5 mm. Para avaliagao, foi utilizado o programa iCat-
Vision® vers&o 1.9.3.14 (CT Dent®, London, Inglaterra), com visualizag&o de cortes

acada 1,5 mm, nos planos coronal, sagital e axial.

3.4.4 Avaliagcao Microtomografica

Os dentes foram dispostos, grupo a grupo, em formato circular (raio de 20
mm) e estabilizados com cera utilidade (Lysanda® / FRX Dental Products,
Maringa, Brasil). As amostras foram submetidas ao microtomdégrafo
computadorizado de raios-X SkyScan® 1172 (SkyScan®, Kontich, Bélgica), com
potencial de 89 kV e corrente de 112 pA sem filtro. O tamanho de voxel utilizado foi
de 25 uym e o tempo de exposi¢éo ao feixe de raios X para cada imagem adquirida
foi de 685 ms. Aresolucao de camera utilizada foi de 1336x3872 pixels. Apds cada
imagem de projecao adquirida, o suporte do aparelho girou 0,2° e este processo
se deu até a amostra ter girado 180° da sua posicao inicial. O tempo de aquisi¢éo
total foi de 1h55min por grupo (8 amostras por tomada). Cerca de 1300 cortes
foram adquiridos, somente da por¢ao coronaria e terco superior radicular dos
dentes, com intuito de se avaliar regido cervical.

O programa NRecon® versdo 1.6.9.3 (SkyScan®, Kontich, Bélgica) foi
usado para realizar a reformatagdo das imagens em secg¢des tomograficas. Em
seguida, essas secgbes foram processadas no software Data Viewer® verséo
1.5.2.4 (SkyScan®, Kontich, Bélgica), que possibilitou a visualizacdo das amostras

nos trés eixos simultaneamente.

3.4.5 Preparacéo dos Dentes para EDX e MEV

Duas faces de cada dente foram preparadas para avaliacao
constitucional (composicdo quimica, via EDX), microestrutural e
microconformacional (via MEV): a) superficie dentinaria - face exposta ao meio
bucal naregiao cervical e b) face interna - corte paralelo ao longo eixo do dente, no

centro da les&o de carie em direcdo a camara pulpar / canal pulpar (Figura 1). Os
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dentes foram cortados e polidos a irrigagdo constante em duas partes, com disco
de aco dupla face diamantado e segmentado 7011 (KG Sorensen®, S&o Paulo,
Brasil), diametro de 22 mm e espessura de 100 uym. Em seguida, foram
submetidos ao ar comprimido sob press&o para remoc¢édo de residuos
remanescentes e deixados secar a temperatura ambiente. Outros processos para
limpeza da superficie ndo foram utilizados para que ndo houvesse interferéncia na
avaliacdo dos compostos quimicos. Apds o corte, obteve-se um total de 48
amostras para analise, sendo 24 de superficie externa e 24 de face interna (corte).
Em seguida, as amostras foram colocadas sobre dispositivos de aluminio do
préprio MEV, com 30 mm de didametro, fixadas com fita dupla face 100 ym de
espessura (3M° do Brasil, Sdo Paulo, Brasil).

Depois de realizadas as analises de composigdo quimica e, antes da
avaliagdo com o MEV, as amostras foram submetidas a metalizag¢édo idnica com
ouro (Au) por meio da metalizadora automatica sob pressdo SCD-030° (Balzers
Union®, Balzers, Liechtenstein) a 0,2 mBar /6000 PA, durante 120 s. As amostras
permaneceram em camara a vacuo Jeol® EM-DSC20° (Jeol®, Téquio, Japo)

entre as analises.

3.4.6 Avaliagéo Constitucional

Os dentes foram estabilizados e submetidos a analise constitucional, ou
seja, a avaliacao dos elementos quimicos por meio do espectroscédpio de energia
dispersiva de raios-X (EDX, Oxford® Instruments, Abingdon, Inglaterra) acoplado
ao MEV. A avaliagdo com EDX foi realizada com potencial de 10 kV com
magnificacao de 5.000x e angulo de elevacgao de recepcéao de elétrons a 35°. Os
pontos de eleicao foram selecionados na face interna, no corte realizado ao longo
eixo do dente, distantes 140 um a partir da superficie em dire¢cao ao canal radicular
(Figura 2).

O programa AZtec® 3.1 (Oxford® Instruments, Abingdon, Inglaterra) foi
utilizado para analise dos dados obtidos da espectroscopia. Os seguintes
elementos quimicos foram selecionados para mensurar a quantidade relativa de
acordo com seu numero atémico: C, N, O, F, Na, Mg, Si, P, S, Cl, Ke Ca. Para os
calculos estatisticos e avaliagdo constitucional, foram escolhidos apenas os
elementos C,Pe Ca.
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3.4.7 Avaliacao Microestrutural e Microconformacional

Os dentes foram avaliados por meio do MEV Tescan® Vega3® LMU
(Tescan®, Brno, Czech Republic), com potencial de 15,0 kV, corrente de 75 pA e
distancia de trabalho variavel de acordo com a altura da amostra. As amostras
foram observadas em sua regido superficial, ou seja, a superficie exposta ao meio
bucal. O MEV permitiu dois tipos de analises: a) microestrutural - observacao
qualitativa com aumentos de 50x, 500x, 5.000x e 25.000x; b) microconformacional
- avaliacao da rugosidade superficial e topografia da superficie dentinaria, ambos
com aumento de 500x, area projetada de 202.500 um?(450x450 pm).

O programa Vega3® Control Software 4.2 (Tescan®, Brno, Czech
Republic) foi utilizado para a avaliagdo da microestrutura. Para avaliagao
microconformacional, utilizou-se o programa MeX® 3D Measurement® (Alicona
Imaging GmbH., Raaba, Austria). Este programa utiliza escala de cores para
visualizar diferencas de profundidades e escalas numéricas, normalmente em
ordem de micrémetros, para quantificar tais informagdes. A medida utilizada para
os calculos estatisticos foi o 'Sz' (nome gerado pelo programa), que calcula a
diferenca entre a média de picos de uma determinada area e a média de vales de

uma determinada area, em'ym'.

3.4 .8 Analises Estatisticas

Os parametros avaliados neste estudo foram os dados das avaliagbes
microconformacional e constitucional, obtidos por meio da MEV e EDX,
respectivamente. Para microconformacao, foram obtidos os dados de rugosidade
e topografia da superficie dentinaria, com as medidas médias entre picos e vales,
nas areas selecionadas. Para analise dos compostos quimicos, foram obtidos os
dados de proporg¢do absoluta dos elementos Ca, P e C, de acordo com seu
numero atémico (Wt%) e de proporcéao relativa entre eles, sendo Ca/P e Ca/C,

ambos da face interna do corte dos dentes.
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Aanalise estatistica foi realizada por meio do software Statistical Package
for Social Sciences 20.0 (IBM® Inc., Chicago, EUA). A homogeneidade das
variaveis foi verificada por meio do teste de Levene. O teste ANOVA entre os trés
grupos foi empregado a fim de analisar a correlagéo entre G1CR, G2CC e G3HG.
Por fim, verificada a presenca de diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos, foi realizado o teste de Tukey HSD para se determinar as diferencas
significantes entre as médias de todos os grupos. Os valores de 'p < 0,05' foram

considerados significativos.
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3.5RESULTADOS

3.5.1 Macromorfologia

Ao se comparar clinicamente os dentes com CRR e aqueles com CC
(Figura 3, colunas 1 e 2), notou-se que esses ultimos apresentavam cavitagoes.
Aqueles que foram submetidos a radiacdo exibiam superficies lisas sem
cavitagbes, mas com manchas acastanhadas ou enegrecidas. As radiografias
periapicais revelaram que os dentes com a CRR n&o apresentavam cavitacao,
porém com radiolucidez condizente com perda de estrutura mineral (Figura 3,
colunas 3 e 4). No exame de tomografia computadorizada de feixe cénico (TCFC)
foi possivel observar imagens radiolucidas sugestivas de uma maior area com
perda mineral e as diferencas entre ambos os tipos de caries se tornaram mais

evidentes (Figura 3, colunas5a7).

3.5.2 Micromorfologia

A microtomografia computadorizada mostrou que ha uma diferenca nas
lesdes de CRR quando comparadas as CC. As les6es de CRR apresentaram uma
extensa area com perda de estrutura mineralizada (Figura 3, colunas 8 a 10)
mesmo preservando a superficie lisa e apresentando uma coloragcéo acastanhada
na observacéo clinica (Figura 3, colunas 1 e 2). Por outro lado, a perda mineral de

dentes com CC restringiu-se a cavitagdo, com menor penetracao em diregao a

polpa.

3.5.3 Microestrutura

Os 24 dentes foram submetidos a avaliacdo de sua microestrutura
superficial com quatro magnifica¢des diferentes por meio da MEV. Nos aumentos
de 50x e de 500x, pdde-se observar que as superficies de CRR (Figura4-A, e 4-B)

e de dentina higida (Figura 4-1 e 4-J) eram semelhantes, pois apresentavam uma
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maior regularidade superficial. Ja as CC (Figura 4-E e 4-F) apresentaram uma
superficie mais irregular, com presencga de cavitagdo e presenca de fissuras na
estrutura mineral. Nos aumentos de 5.000x e 25.000x, observou-se a maior
desorganizacao mineral nos dentes com CRR (Figuras 4-C e 4-D) e estrutura mais

homogénea nos dentes higidos (Figuras 4-K e 4-L).

3.5.4 Anélise Microconformacional

Os dentes foram avaliados e comparados com relagéo a sua topografia e
rugosidade por meio do MEV e o programa MeX, com observagao de escala de
cores e escala numérica. A rugosidade superficial dos dentes com CRR (Figura 5-
A) foi menor quando comparada aos dentes com CC (Figura 5-B). Por outrolado, a
essa rugosidade foi maior quando comparado aos dentes higidos (Figura 5-C).
Em média, a rugosidade superficial dos dentes com CRR foi de 47,86 um (DP %
36,56 pm), de 59,44 ym (DP £ 31,24 um) para dentes com CC, e de 16,20 um (DP
1 5,71 ym) para dentes higidos (Tabela 4). Nao houve diferenca estatistica da
rugosidade entre os diferentes tipos de carie (p = 0,709), tampouco diferenca
estatistica entre dentes com CRR e dentes higidos (p = 0,101). Porém, houve
diferenca significativa de rugosidade entre dentes com CC e dentes higidos (p =
0,012) (Tabela 5).

Na avaliagdo da topografia (Figuras 5-D a 5-F), os resultados foram
similares. Os dentes com CRR apresentaram irregularidade topografica
(diferenca entre pico maximo e profundidade minima) de 97,93 pm (+ 66,45 pm)
em média. Nos dentes com CC, a irregularidade de topografia foi de 164,19 ym (
89,19 uym) e nos dentes higidos foi de 28,33 um (+ 5,98 um). Atabela 6 apresenta
os valores da topografia observada em cada dente. Nao houve diferenca
estatistica de topografia entre CRR e CC (p = 0,162), assim como n&do houve
diferenca estatistica entre dentes com CRR e dentes higidos (p = 0,137). Houve
diferenca significativa entre dentes com CC e dentes higidos (p = 0,001) (Tabela
7).
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3.5.5 Analise Constitucional

A analise quantitativa da constituicdo quimica de cada dente dos
diferentes grupos e suas correlagbdes esta sintetizada na tabela 8. A
espectroscopia mostrou uma reducéo estatisticamente significativa da
quantidade de Ca e P entre os trés grupos e aumento na quantidade de C (Tabela
9). A média de Ca foi menor em G1CR (13,72 + 4,22 ym) quando comparado a
G2CC (18,77 £2,47) e a G3HG (22,87 £ 1,38 um), com p < 0,05. A média de P foi
menor em G1CR (6,77 £ 2,02 ym) quando comparada a G2CC (9,47 + 1,43) e a
G3HG (11,72£ 0,47 um). Amédia dos atomos de C foi maior nos dentes com CRR
(42,37 £7,80 um), menor naqueles com CC (32,99 14,38 um) e menor nos dentes
higidos (25,28 £ 1,84 um).

As relagdes entre os elementos quimicos também variou entre os grupos.
Quando comparadas as taxas de Ca/P entre os grupos G1CR (2,02 £0,04) e
G3HG (1,95 +0,05), foi encontrada uma reducao estatisticamente significativa,
com p = 0,016. J&4 a comparacao entre os grupos de dentes com CC e dentes

higidos nao mostrou diferenga estatistica, com p= 0,300 (Tabela 9).
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3.6 DISCUSSAO

O céancer oral é uma doenga emergente em diversos paises e
considerada um problema de saude publica [Mathew et al., 2017]. O tratamento
desta doenca pode ser cirurgico, quimioterapico e radioterapico [Dyzmann-Sroka
e Malicki, 2014]. Muitos pacientes quando submetidos a radioterapia na regiao de
cabeca e pescogo poderao desenvolver lesbes de CRR. Desta forma, o objetivo
deste estudo foi investigar as lesbes de CRR sob o ponto de vista clinico,
imaginologico e microscépico.

Os dentes com CRR apresentaram o aspecto acastanhado em duas ou
mais faces conforme observado em trabalhos anteriores [Silva et al., 2009; Mota
et al., 2013; Morais-Faria et al., 2016]. Na maior parte dos casos, essa alterac&o
na coloragéo pode confundir o clinico que pode subestimar a falta de cavitagéo e
nao dar a devida importancia ao estabelecimento de um tratamento rapido e
adequado [Mota et al., 2013, Lieshout e Bots, 2014]. Por outro lado, os dentes com
CC apresentaram cavitagbes pequenas e restritas a uma determinada face da
regido cervical.

Quando se estudam ambos os tipos de caries com exames de imagem, 0
aspecto clinico sem cavitacdo da CRR e uma possibilidade de n&o haver
desmineralizagdo comeca a sugerir outras hipéteses. As radiografias periapicais
sao capazes de mostrar imagens radiolucidas onde aparentemente ainda nao
houve uma consideravel perda mineral, como ja descrito por Silva et al. [2009]. No
presente estudo, pdde-se observar tal situagdo por meio das radiografias
periapicais que também foram confirmadas com a realizagcdo da tomografia
computadorizada. Nesse ultimo, o maior grau de desmineralizagdo das CRR
frente as CC foram mais evidenciados, corroborando os trabalhos anteriores
[Kielbassa et al., 2000; Mota et al., 2013; Morais-Faria et al., 2016]. Ainda com
relacéo a avaliagdo por imagens, a microtomografia confirmou a condigédo do alto
grau de desmineralizagéo da CRR [Morais-Faria et al., 2016], enquanto que a CC
demonstrou tecido desmineralizado apenas proximo da lesdo. Esses mesmos
achados foram observados por Morais-Faria et al. [2016], quando avaliaram
dentes com CRR e CC por meio de microtomografia. Como puderam ser
observados nos trés planos de corte (sagital, coronal ou axial), os feixes de raios-X
atravessaram as amostras sem resisténcia em algumas regides dos dentes com

CRR, ou seja, regides aparentemente sem estrutura mineral.
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Se, por um lado temos uma superficie lisa nos casos de CRR [Walker et
al., 2008; Silva etal., 2009; Mota et al., 2013; Morais-Faria et al., 2016] e de outro,
0os exames de imagem mostraram que existe perda mineral da estrutura
[Kielbassa et al., 2000; Morais-Faria et al., 2016], deve ser analisado se existem
diferengas microscopicas e na sua composig¢ao quimica. Trabalhos anteriores ja
relataram tais alteragcées tanto nas CRR quanto nas CC [Arnold et al., 2007; Silva
et al., 2009; Hong et al., 2010; Deng et al., 2015]. O presente estudo avaliou as
diferengas microestruturais e constitucionais em dentes com CRR e comparou
com a CC. Essas lesdes causam alteragbes profundas na estrutura mineral dos
dentes e determinam o aumento da fragilidade dentaria [Kielbassa et al., 2000;
Hongetal.,2010; Mota et al., 2013; Deng et al., 2015].

Kielbassa et al. [2000] realizaram um estudo com microscopia de luz
polarizada e mostraram que a superficie das lesdes de CRR é semelhante a da
dentina higida na regido cervical. Com o uso do MEV e de um programa para
avaliacao da topografia de superficie, verificou-se um resultado semelhante. Os
dentes com CRR quando comparados aos dentes higidos ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa de irregularidade superficial, seja no
aspecto de rugosidade ou de topografia. Por outro lado, houve diferenca
significativa quando comparada a CC que apresentou maiores irregularidades
topograficas. Esta avaliacdo de superficie corrobora a avaliagdo macroscépica
das amostras e condiz com os antecedentes cientificos, que sugerem a falsa
impressao de nao haver perda de estrutura mineral [Mota et al., 2013; Morais-
Fariaetal., 2016].

Aavaliagao por meio da espectroscopia pode ser usada para identificar os
diferentes elementos quimicos em estruturas minerais [Arnold et al., 2003; Arnold
etal., 2007]. No presente estudo, a analise da composi¢cao quimica foi condizente
com os achados observados nas radiografias periapicais, tomografias e
microtomografias. A relagéo de Ca/P refletiu a composigdo mineral da estrutura
cristalina dos dentes. Puderam ser observadas alteragdes quimicas significativas
na comparacao entre dentes com CRR e dentes higidos, assim como outros
estudos comprovaram a perda de minerais em dentina com carie convencional
versus dentina higida [Arnold et al., 2003]. Foi observada uma diminui¢cao
significativa de Ca e P dos dentes com CC frente aos dentes higidos, e maior

redugdo aqueles com CRR. Quando feita a comparagéo de C entre os grupos, as
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diferencas foram inversas, com aumento do elemento quimico nos dentes do
grupos G1CR ao comparar aos demais. Os numeros reduzidos de Ca e P
sugerem que a matriz mineral de dentes com CRR estava alterada e reforgam
ainda mais aos achados dos exames de imagem. A puCT pode-se observar
grandes areas com hipodensidade, levando a crer que ali ha pouca ou nenhuma
matriz mineral, sendo condizente com os achados feitos com o EDX.

Apesar de a literatura relatar que CRR e CC possuem 0s mesmos
padrdes de desmineralizagao [Silva et al., 2009], este trabalho p6de demonstrar,
com os seis tipos de analises distintas (radiografias, tomografia, microtomografia,
composi¢ao quimica, rugosidade superficial e topografia) que existem diferencas
entre ambos os tipos de caries. As avaliagbes macro e microscépicas de
superficie mostraram semelhancas entre CRR e dentes higidos e diferencas
significativas quando comparado a CC. As analises de imagens, bem como as
analises de constituicdo quimica mostraram o oposto, pois as CRR determinam
um profundo padrédo de desmineralizacdo da estrutura dentaria e perda de
elementos quimicos, enquanto as CC apresentam um grau de desmineralizagéo
menor, mas também significativo.

As CRR podem mascarar, clinicamente, lesdes agressivas e destrutivas.
A aparente lisura superficial e a falta de cavitagdo disfar¢ca a extensa perda de
matriz mineral que ocorre na estrutura dentaria, como observado nas imagens e
nos indices de perdas de Ca e P, por motivos ainda ndo completamente
elucidados.

A realizagéo de uma pesquisa com dentes acometidos por CRR muitas
vezes é prejudicada pela dificuldade em se obter as amostras. Sabe-se que a
realizacdo dos procedimentos cirurgicos em pacientes submetidos a RT para
tratamento de cancer de cabeca e pescoc¢o € contraindicada devido a
possibilidade de osteonecrose [Walker et al., 2008]. Os dentes com CRR usados
neste trabalho tinham sido extraidos por razdes periodontais ou submetidos a
coronectomia apos tratamento endodéntico.

A literatura também reforga a necessidade de se fazer o pareamento das
amostras em relacao ao tipo de dente, a regido a ser investigada e a idade do
paciente [Hobson et al., 2001; Park et al., 2008; Reed et al., 2015]. Os espécimes
empregados no presente estudo foram pareados levando em consideragéo a

anatomia dos dentes e a sua regiao cervical. Por outro lado, n&o foi possivel
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padronizar a idade dos pacientes que doaram os dentes para os grupos controles
(G2CC e G3HG), pois as lesdes de carie deveriam ser similares do ponto de vista
macroscopico.

Do ponto de vista macroscopico, as lesdes da CRR apresentaram-se
com a sua superficie acastanhada, lisa e aparentemente integra. No entanto, os
exames de imagem revelaram areas radiolucidas que sugeriram uma maior perda
de estrutura mineral quando comparadas a CC. A composi¢cdo quimica das
amostras com CRR estava significativamente alterada apresentando uma
diminuicéo de Ca e P e aumento de C. Do ponto de vista microscopico, as lesées
da CRR apresentaram uma irregularidade superficial semelhante aos dentes
higidos e menor quando comparadas a CC. Vale ressaltar que a CRR é um
doenca multifatorial e que o clinico precisa estar atento as mudancgas na
microbiota, na dieta e na saliva do paciente. Todos esses fatores associados as
alteragdes na estrutura dentaria contribuem para o desenvolvimento e progresséo
rapida das lesdes. Desta forma, o clinico precisa conhecer e diagnosticar a CRR,
visando ao estabelecimento do diagndstico diferencial e a adogdo de medidas
terapéuticas eficazes. Essas medidas compreendem a melhor adequagao do
meio bucal, com higienizagcdo e manutencdo adequada e procedimentos

restauradores, quando se fizerem necessarios.
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3.8 LEGENDAS

MCT —microtomografia computadorizada

B&B —Biobanco e Biorrepositorio (UFPR, Curitiba, Brasil)
Ca-—calcio

CC —carie convencional

CRR —cérie relacionada a radiagéo

DNA - acido desoxirribonucleico

DM —diferenca média

DP —desvio padrao

EDX—espectroscédpio de energia dispersiva de raios-X
EVA-espumavinilica acetinada

G1CR—grupo 1, dentes com carie relacionada a radiagao
G2CC —grupo 2, dentes com carie convencional

G3HG —grupo 3, dentes higidos ou sem lesdes de carie
H—hidrogénio

ICPR —indice de carie pds-radioterapia

INCA— Instituto Nacional do Céncer (Brasil)

JAD —junc&o amelo-dentinaria

MEV —microscépio eletrbnico de varredura

OH —hidroxila

P —fésforo

QT —quimioterapia

RT —radioterapia

TCFC —tomografia computadorizada de feixe conico

X —vezes (magnificagao)

°—grau

°C —grau Celsius

MA—microampere

MM —micrémetro

Mm?2—micrémetro quadrado

cm—centimetro

dpi— dots perinch (pontos por polegada)

Gy-—gray



Hz —hertz

kV —quilovolt

kVp —quilovolt pico
mA— miliampére
mAs —miliampeére por segundo
mBar — milibar

mm —milimetro
ms —milissegundo
PA—pascal
s—segundo

V —volt
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3.9TABELAS

Tabela 1. Dados dos pacientes submetidos a tratamento radioterapico

Dente | Sexo Idade Tabagista FEtilista doL'(I?Sior Tratamento dZiFI)?C"I' (i‘);eT F(;:GS_T_S dzigT e?(ztdaogza
| M s N N MBS grigr g ogeey 3 g D2
21 | F 61 Sim Sim  MaxlaD ~ RT+QT 3D 70Gy 35 2%% gg;lﬁ
“ | wmo e smoosmo OPMEC grear o e0ey %0 o S0
B[ wmooe smo osmo O RTear @ w06y 30 pf
B | F 53 Nao Sim Palato Ct“égria 3D 706y 3 2J0“1' , 23061t6
32 M 55 Sim Ndo  Orofaringe  RT+QT 3D 66 Gy 33 ;§1V6 509126
33 M 55 Sim Néo Orofaringe ~ RT+QT 3D 66Gy 33 2F ;1\’6 2DOe126

M: Masculino; F: Feminino; RT: Radioterapia; QT: Quimioterapia;

Tabela 2. Pareamento dos dentes

Sigla GICR G2cC G3HG
A 17 17 17
B 47 47 47
c 21 21 21
D 34 34 34
E 33 43 33
F 33 43 33
G 32 32 32
H 33 33 33

G1CR — Grupo dos dentes com carie relacionada a radiagdo; G2CC — Grupo
dos dentes com carie “convencional”; G3HG — Dentes higidos e/ou sem lesbes
de carie.
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Tabela 3. indice Dentario Pés-Radioterapia* (adaptado para dentes extraidos)

Dente Vestibular Oclusal Lingual Mesial Distal Totais Médias

SR SS SR SS SR SS§ SR S SR S8 SR SS SR SS
17 - 2 3 - - 5 3 5 - 2 6 14 30 35
47 - 2 - 3 - 5 - 3 - 3 - 16 - 32
2 - - - - - 5 - 4 - 2 - 11 - 37
34 - 5 - 5 - 5 - 5 - 5 - 25 - 5,0
33 - 5 - - - 5 - 5 - 5 - 20 - 5,0
3 - 1 - - - 1 - 2 - 1 - 6 - 1,3
32 - 5 - - - 5 - 5 - 5 - 20 - 5,0
33 - 5 - - - 5 - 5 - 5 - 20 - 5,0

* |CPR — Indice Dentario Pés-Radioterapia, adaptado de Walker et al. (2008); RT — Radioterapia;
SR - Score de Restauragdo; SS— Score de Superficie

Tabela 4. Andlise de rugosidade superficial. Medidas entre as médias de pico e de vales da area
selecionada, em um

A B c D E F G H Média DP

GICR 2712 38,89 109,88 23,09 279,73* 15,07  227,38* 73,12 47,86 36,56
G2CcC 67,01 66,25 36,67 62,97 90,19 108,21 15,47 28,79 59,44 31,24
G3HG 16,82 1091 8,53 15,67 26,24 21,96 13,57 15,93 16,20 571

DP- Desvio padréo. * valores excluidos da analise.

Tabela 5. Andlise estatistica de rugosidade superficial

[DM] Erro Padrao Intervalo de Confianga 95%
Cruzamento m m p
M H Limite Inferior Limite Superior
G1CR G2cC 11,58 14,52 0,709 -48,48 25,32
G1CR G3HG 31,66 14,52 0,101 -5,24 68,56
G2cC G3HG 43,24 13,45 0,012 9,08 77,40

*Valores estatisticamente significantes. [DM]— Mddulo da diferengca média (um)
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Tabela 6. Analise de topografia superficial. Medidas entre pico maximo e vale (profundidade

minima) da area selecionada, em ym

A B C D E F G H Média DP
GICR 6659 132,90 109,90 32,65 366,69 3843  34446* 207,15 97,93 6645
G2CC 240,85 186,17 86,94 230,74 298,94 143,12 62,92 63,81 164,19 89,19
G3HG 27,86 31,09 19,20 25,01 30,94 39,75 27,69 2511 28,33 5,98
DP— Desvio padrédo. *valores excluidos da anélise.
Tabela 7. Analise estatistica de topografia superficial
Cruzamentos [DM] Erro Padrao 0 Intervalo de Confianga 95%
Hm HM Limite Inferior Limite Superior
G1CR G2cC 66,25 34,61 0,162 154,17 21,67
G1CR G3HG 69,60 34,61 0,137 18,32 157,22
G2cC G3HG 135,85* 32,04 0,001 54,46 217,5

*Valores estatisticamente significantes. [DM]— Mddulo da diferenca média (um)

Tabela 8. Constituicdo quimica e taxas entre elementos quimicos

GICR G2cC G3HG

Ca (Wt%) 13,72 (£4,22) 18,77 (£2,47) 22,87 (+1,38)
P (Wt%) 6,77 (+2,02) 9,47 (+1,43) 11,72 (20,47)
C (Wt%) 42,37 (£7,80) 32,99 (£4,38) 25,28 (£1,84)
calC 0,35 (£0,17) 0,59 (0,14) 0,91 (£0,12)
CalP 2,02 (£0,04) 1,99 (+0,06) 1,95 (+0,05)

Ca — Calcio; P— Fdsforo; C — Carbono; Ca/C — relagéo entre Calcio e Carbono; Ca/P — relagéo entre
Calcio e Fésforo; Wt% - percentagem absoluta de massa atémica no area de incidéncia dos raios-X;

Tabela 9. Analise estatistica de constituicado quimica

c Ca (Wt%) C (Wt%) P (Wt%) CalC CalP
ruzamentos
[DM] p [DM] p [DM] p [DM] p [DM] p
GICR  G2CcC 5,05 0,007 9,39 0,005 2,71 0,004 0,24 0,010 0,04 0,300
GICR  G3HG 9,15 0,000 17,09 0,000 -4,95 0,000 0,56 0,000 0,08 0,016
0,300

G2CC  G3HG 4,10 0,028 7,71 0,021 2,25 0,015 0,33 0,001 0,04

*Sem diferenga estatistica significativa. [DM]— Modulo da diferenga média
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3.10ILUSTRACOES

Figura 1. Desenho esquematico para preparagéo das amostras para analise com MEV; A: linha
de corte abaixo da regido cervical e lesdo cariosa (setas); B: cortes longitudinais em diregcao a
cavidade pulpar abrangendo lesao cariosa (seta); C: local de analise de EDX (seta); D: fragmento
para analise de rugosidade e topografia.

SEM HV: 25.0 kv VEGA3 TESCAN SEM HV- 10.0 kV Det: BSE VEGA3 TESCAN
View fleld: 34.0 mm | Date(mvdly): 04127117 1 mm View field: 403 ym | Date(m/diy): 04/27/17 100 pm
CME-UFFR CME-UFPR

Figura 2. Regido de eleicdo para EDX (avaliagdo de compostos quimicos); A: magnificagcao de
32x; B: distancia da borda externa em diregdo a camara pulpar, magnificagéo de 686x.



G1CR

G2CC

G3HG

Figura 3. Morfologia dos dentes avaliados. Linha G1CR: canino com CRR; G2CC: canino com CC; G3HG: canino higido. Colunas 1 e 2: aspecto clinico; 3 e 4: radiografia periapical; 5 a 7: tomografia
computadorizada de feixe cnico; 8 a 10: microtomografia computadorizada.
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50x 500x 5.000x 25.000x

G1CR

SEM HV: 15.0 KV VEGA3 TESCAN  SEM HV: 15.0 kV VEGA3 TESCA
View field: 5.54 mm | Date(midly): 05/08/17 1 mm View field: 55.4 ym | Date(m/diy): 05/08/17 10 pm

@

CME-UFPR

G2CC

VEGA3 TESCAN  SEM HV: 15.0 kV Det: SE VEGA3 TESCAN  SEM HV: 15.0 kV VEGA3 TESCAN  SEM HV: 15.0 kV VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 500 x Date(mid/y): 05/18/17 100 pm SEM MAG: 25.0 kx

CME-UFPR View field: 554 pm CME-UFPR View field: 55.4 pm CME-UFPR CME-UFPR
o f IS F

G3HG

SEM HV: 15.0 KV Det: SE VEGA3 TESCAN ~ SEM HV: 15.0 kv Det: SE © VEGA3TESCAN  SEM HV- 15.0 kv VEGA3 TESCAN  SEM HV: 15.0 k¥ VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 50x | Date{m/dly): 05/19/17 1 mm SEM MAG: 500 x | Date(midly): 05/19/17 100 pm SEM MAG: 5.00 kx | Date(m/diy): 05H9/17 10 pm SEM MAG: 25.0 kx | Date(m/diy): 05H9/17 2 pm
View field: 554 ym

View field- 5.54 mm CME-UFPR CME-UFPR View field: 55.4 pm CME-UFPR View field: 11.1 pm CME-UFPR

Figura 4. Imagens da superficie dentinaria em Microscopia Eletronica de Varredura. A, B, C, D: dentes com CRR; E, F, G, H: dentes com CC; I, J, K, L: dentes higidos; A, E, I
magnificagéo de 50x; B, F, J: magnificagdo de 500x; C, G, K: magnificagdo de 5.000x; D, H, L: magnificacdo de 25.000x; os retadngulos referem-se a area selecionada para o
aumento seguinte.
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Figura 5. Imagens da superficie dentinaria em Microscopia Eletrdnica de Varredura. No alto, analise de rugosidade; Nalinha de baixo, analise de topografia; A, D: G1CR; B, E: G2CC; C, F: G3HG.
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Figura 6. Projecao tridimensional de topografia superficial por meio do microscopio eletrénico de
varredura; A, G1CR; B, G2CC; C, G3HG.
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4 CONCLUSOES

Com o presente estudo, pdde-se concluir que:

« As lesdes da CRR, do ponto de vista clinico, apresentaram-se com a
sua superficie acastanhada, lisa e aparentemente integra. No entanto,
0s exames de imagem revelaram areas radiolucidas sugerindo uma

maior perda de estrutura mineral quando comparadas a CC;

« As lesbes da CRR apresentaram uma irregularidade superficial

semelhante aos dentes higidos e menor quando comparadas a CC;

« A composicdo quimica dos dentes com CRR é significativamente
alterada quando comparada aos demais grupos, com uma diminuigao
de CaePeaumentodeC.
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‘Caries Research' is an international journal, the aim of which is to promote research in dental
caries and related fields through publication of original research and critical evaluation of
research findings. The journal will publish papers on the aeticlogy. pathogenesis, prevention and
clinical control or management of dental caries. Papers on health outcomes related to dental
caries are also of interest, as are papers on other disorders of dental hard tissues, such as dental
erosion. Aspects of caries beyond the stage where the pulp ceases to be vital are outside the
scope of the journal. The journal reviews papers dealing with natural products and other
bacterial inhibitors against specific criteria, details of which are available from the Editor.
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Submission

Manuscripts written in English should be submitted online:
Online Manuscript Submissicn

Should you experience problems with your submission, please contact:

Prof. David Beighton

(Editor-in-Chef, Caries Research)

Department of Microbiology

The Henry Wellcome Laboratories for Microbiology and Salivary Research
KCL Dental Institute, Floor 17, Guys Tower

London Bridge SE1 9RT (UK)

Tel. +44 2071887465

Fax +44 2071887466

cre@karger.com

During the online submission you will be asked to list complete mailing addresses, including e-
mail addresses of three potential reviewers for your manuscript.

Copies of any 'in press’ papers cited in the manuscript must accompany the submission.
Manuscripts reporting on clinical trials must be accompanied by the CONSORT checklist (see
below).

Plagiarism Policy

Whether intentional or not. plagiarism is a serious violation. We define plagiarism as a casein
which a paper reproduces another work with at least 25% similarity and without citation.

If evidence of plagiarism is found beforesafter acceptance or after publication of the paper, the
author will be offered a chance for rebuttal. If the arguments are not found to be satisfactory. the
manuscript will be retracted and the author sanctioned from publishing papers for a period to be
determined by the responsible Editor(s).
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Conditions

All manuscripts are subject to editorial review. Manuscripts are received with the explicit
understanding that the data they contain have not previously been published (in any language)
and that they are not under simultaneous consideration by any other publication,

Submission of an article for publication implies the transfer of the copyright from the author to
the publisher upon acceptance. Accepted papers become the property of Carles Research and
may not be reproduced by any means, in whole or in part, without the written consent of the
publisher.

For legal reasons, we must receive your "Submission Statement’ with your original (hand-
written) signature. Please download, print, sign and either fax or scan it to make it legally binding.

It is the author's responsibility to obtain permission to reproduce illustrations, tables, etc., from
other publications. Authors of papers describing research on human subjects are required to
state that they have adhered to the Declaration of Helsinki.

-

Types of Papers

Original papers or Short Communications are reports of original work (including systematic reviews
and meta-analyses). Both have the structure outlined below but for Short Communications the
abstract should be less than 100 words and the manuscript should not exceed 3 printed pages,
equivalent to about @ manuscript pages (including tables, illustrations and references).

Reviews ¢an have a freer format but should nevertheless commence with a Title page, an Abstract
and an Introduction defining the scope. Reviews are not subject to page charges.

Current topics are concise articles that present critical discussion of a topic of current interest, or a
fresh look at a problem, and should aim to stimulate discussion.

Letters to the Editor, commenting on recent papers in the journal, are published occasionally,
together with a response from the authors of the paper concerned.

-
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Preparation of Manuscripts

Text should be one-and-a-half-spaced, with wide margins. All pages and all lines must be
numbered, starting from the title page. A conventional font, such as Times Mew Roman or Arial,
should be used, with a font size of 11 or 12. Avoid using italics except for Linnaean names of
organisms and names of genes.

Manuscripts should be prepared as a text file plus separate files for illustrations. The text file
should contain the following sequence of sections: Title page; Declaration of interests; Abstract;
Introduction; Materials and Methods; Results; Discussion; Acknowledgements; References;
Legends; Tables. Each section should start on a new page, except for the body of the paper
(Introduction to Acknowledgements), which should be continuous. Lines in the manuscript must
be numbered consecutively from the title page until the last page. Submissions which do not
conform to these simple guidelines will be returned to the authaor,

Title page: The first page of each manuscript should show, in order:

s the title, which should be informative but concise;

* the authors' names and initials, without degrees or professional status, followed by their
institutes;

* ashort title, maximum length 60 characters and spaces, for use as a running head;

* alist of 3-10 key words;

s the name of the corresponding author and full contact details (postal address,
telephone and fax numbers, and e-mail address).

Declaration of Interests:Potential conflicts of interest should be identified for each author or, if
there are no such conflicts, this should be stated explicitly. Conflict of interest exists where an
author has a personal or financial relationship that might introduce bias or affect their
judgement. Examples of situations where conflicts of interest might arise are restrictive
conditions in the funding of the research, or if an author or their employer holds patent{s) on a
product used in the study, or payment to an investigator from organisations with an interest in
the study (including employment, consultancies, honoraria, ownership of shares, travel grant).
Investigators should disclose potential conflicts to study participants and should state whether
they have done so.

The possible existence of a conflict of interest does not preclude consideration of a manuscript
for publication, but the Editor might consider it appropriate to publish the disclosed information
along with the paper,

Abstract: The abstract should summarise the contents of the paper in a single paragraph of no
more than 250 words (to ensure that the abstract is published in full by on-line services such as
PubMed). No attempt should be made to give numerical results in detail. References are not
allowed in the abstract.

Introduction: This section should provide a concise summary of the background to the relevant
field of research, introduce the specific problem addressed by the study and state the
hypotheses to be tested.

Materials and Methods [or Subjects and Methods): All relevant attributes of the material (e.g.
tissue, patients or population sample) forming the subject of the research should be provided.
Experimental, analytical and statistical methods should be described concisely but in enough
detail that others can repeat the work. The name and brief address of the manufacturer or
supplier of major equipment should be given,



60

Statistical methods should be described with enough detail to enable a knowledgeable reader
with access to the original data to verify the reported results. When possible, findings should be
quantified and appropriate measures of error or uncertainty (such as confidence intervals) given.
Sole reliance on statistical hypothesis testing. such as the use of P values, should be avoided,
Details about eligibility criteria for subjects, randomization and the number of observations
should be included. The computer software and the statistical methods used should be specified.
See Altman et al.: Statistical guidelines for contributors to medical journals [Br Med )
1983:286:1489-93] far further information.

Manuscripts reporting studies on human subjects should include evidence that the research was
ethically conducted in accordance with the Declaration of Helsinki (World Medical Association).In
particular, there must be a statement in Materials and Methods that the consent of an
appropriate ethical committee was obtained prior to the start of the study, and that subjects
were volunteers who had given informed, written consent.

Information detailing the power and sample size calculations must be included in the manuscript.

Randomized clinical trials should be reported according to the standardised protocol of the
COMSORT Statement. The CONSORT checklist must be submitted together with papers reporting
clinical trials,

Randomized clinical trials must be registered at clinicaltrials.gov or similar national authority and
the trial number included in the manuscript.

Trials beginning after 1 July 2012 must be registered before recruitment of the first patient.
Caries Research will accept ‘retrospective registration’ of trials that began before 1 July 2012
(retrospective meaning registration occurs after patient enrolment begins). When submitting a
paper on a clinical trial, the trial registration number should be stated at the end of the abstract
in the following format: Trial registration: [name of the trial registry. the registry URL and the trial
registration number],

In studies on laboratory animals, the experimental procedures should conform to the principles
laid down in the European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for
Experimental and other Scientific Purposes and/or the Mational Research Council Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals.

Unless the purpose of a paper is to compare specific systems or products, commercial names of
clinical and scientific equipment or techniques should only be cited, as appropriate, in the
"Materials and Methods' or "Acknowledgements' sections. Elsewhere in the manuscript generic
terms should be used.

In any manuscript involving microradiography. the following information must be included: the
radiation source and filters used and the kV used (this determines the wavelength of radiation
and hence the validity of using Angmar's equation).
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Manuscripts on experimental enamel carles should show that the lesions retain a relatively well-
preserved surface layer, i.e. are not surfacesoftened lesions. Proof of surface integrity can be
provided either as illustrations in the paper or as supplementary material for the reviewers.
Transverse microradiography. polarized light microscopy of a section immersed in water or
backscattered scanning electron microscopy of a polished cross-section can be used to provide
the necessary proof. To allow the nature of experimental changes to be assessed,
microradiographs or micrographs should be provided to show part of the experimental lesion
and the adjacent control (e.g. figure 2 of Zaura et al.: Caries Res 2007,41:489-492). Again, these
images can be provided as part of the paper or as supplementary material for review purposes.

Results: Results should be presented without interpretation. The same data should not be
presented in both tables and figures. The text should not repeat numerical data provided in
tables or figures but should indicate the most important results and describe relevant trends and
patterns.

Discussion: This section has the functions of describing any limitations of material or methods,
of interpreting the data and of drawing inferences about the contribution of the study to the
wider field of research. There should be no repetition of preceding sections, e.g. reiteration of
results or the aim of the research. The discussion should end with a few sentences summarising
the conclusions of the study. However, there should not be a separate "Conclusions’ section.

Acknowledgements: Acknowledge the contribution of colleagues (for technical assistance,
statistical advice, critical comment etc.) and provide the position(s) of author(s) employed by
commercial firms. This section should describe the source(s) of funding that have supported the
work inlcuding relevant grant numbers. Please also include this sentence: "The funders had no
role in study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the
manuscript.” If this statement is not correct, you must describe the role of any sponsors or
funders, and amend the sentence as needed. Additionally, the roles of all authors must be
described (For example: Conceived and designed the experiments: AA, BB. Performed the clinical
examination: AA, CC. Performed the experiments: DD, FF. Analyzed the data: BB, FF. Wrote the
paper: AA, CC, FF, EE).

Legends: The table headings should be listed first, followed by the legends for the illustrations.

Takles: Tables should be numbered in Arabic numerals. Each table should be placedon a
separate page. Tables should not be constructed using tabs but by utilising the table facilities of
the word-processing software.

llustrations:
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