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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito imediato e tardio (30 dias) da
teleterapia fracionada, por cobalto-60, sobre o percentual médio de lacunas
osteociticas vazias, em mandibula de ratos. Estes eram albinos (n=45) de
espécie, idade e peso semelhantes, sendo divididos em trés grupos: grupo 1 —
(n=15) submetidos a teleterapia fracionada (60 Gy) e eutanasiados terminada a
ultima dose de irradiacao; grupo 2 — idéntico ao grupo 1, porém mortos 30 dias
apés a conclusao da teleterapia; grupo 3 (n=15), ndo irradiado, servindo como
grupo-controle. O protocolo radioterapico consistiu de 30 sessdes de
teleterapia na regido de cabega, fracionadas em doses de 200 cGy/dia,
totalizando 60 Gy. Apos a perfusdo dos animais com paraformaldeido a 4%, a
hemimandibula esquerda foi dissecada e processada histologicamente.
Seccgbes seriadas (bum) foram obtidas e coradas com HE. Selecionaram-se
duas dareas préximas as raizes dos primeiros e segundos molares. O
percentual medio de lacunas osteociticas vazias foi mensurado, em duplicata,
por um unico avaliador, valendo-se do programa Image Tool. A ANOVA,
complementada pelo Teste de Comparacées Multiplas de Tukey, ao nivel de
significancia de 5%, verificou que os grupos irradiados 1 e 2 nao diferiram entre
si, apresentando maiores percentuais de lacunas osteociticas vazias (P=0,005)
quando comparados com o grupo controle. Concluiu-se que a teleterapia
fracionada por Co®°, na dose estabelecida, provoca uma diminuicdo na

celularidade do tecido 6sseo mandibular de ratos.

Palavras-chave: teleterapia por radioisétopo, ratos, cabega, mandibula,

microscopia



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the immediate and subsequent
30-day effect of Cobalt 60 fractionated radiotherapy over the average
percentage of empty osteocyte lacunae in rat mandibles. Forty-five albino rats
of similar species, age and weight were divided into three groups of 15
specimens each. Group 1 — the specimens were submitted to fractionated
radiotherapy (60 Gy) and sacrificed following the last radiation dosage. Group 2
— the specimens were submitted to the same procedure as in Group 1, though
sacrificed 30 days after concluding radiotherapy. Group 3 — control group
consisting of specimens which were not submitted to radiotherapy. The
radiotherapy protocol consisted of a course of 30 radiotherapy sessions
performed on the head, fractionated in 200 cGy/day and totalling 60 Gy. After
perfusing the specimens with 4% paraformaldehyde, the left-half mandible was
excised and histologically processed then cut into 5um sections and dyed with
HE. Two areas near the first and second molar roots were selected. One single
operator employing the Image Tool program measured twice the average
percentage of empty osteocyte lacunae. The ANOVA test supplemented with
Tukey’s Multiple Comparison Test, statistically significant at 5%, indicated that
Groups 1 and 2, submitted to radiotherapy, showed no difference and
presented greater percentages of empty osteocyte lacunae (P=0.005) when
compared to the control group. It is possible to conclude that Cobalt 60
fractionated radiotherapy used at the established dosage reduces the cellularity

of rat mandible bone tissue.

Keywords: isotope radiotherapy, rats, head, mandible, microscopy
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1. INTRODUGAO



A radioterapia, modalidade utilizada para o tratamento do cancer de
cabecga e pescocgo (SILVA; ARRUDA, 2004), emprega as radiagdes ionizantes
com o objetivo de destruir as células neoplasicas, visando a redugdo ou ao
desaparecimento da lesdo maligna (LIMA et al., 2001).

Além dos efeitos terapéuticos da radiacdo, existem complicacées
especificas que podem advir da sua utilizacao nesta regiao, como por exemplo,
carie e mucosite radio-induzidas, candidiase, osteorradionecrose,
hipossalivacao, limitacdo do grau de abertura bucal, diminuicdo da qualidade
da fungdo mastigatéria e disgeusia (SEGRETO; SEGRETO, 2000; VISSINK et
al., 2003).

Apesar de inumeras publicagcbes mencionarem a ocorréncia de hipodxia,
hipocelularidade e hipovascularidade no tecido ésseo irradiado (MARX, 1983;
NEVILLE et al.,, 1998; STORE e OLSEN, 2005; STORE et al., 2005), poucos
sao os estudos (ROHRER et al., 1979) que avaliaram, de forma quantitativa, a
alteracao do numero de ostedcitos neste tecido

As alteragdes oriundas da acao da radiacdo ionizante no tecido 6sseo,
que oportunizem o desenvolvimento da osteorradionecrose, considerada a
mais grave complicacdo da radioterapia na regiao de cabega e pescoco (DE
MOOR, 2000) devem ser estudadas.

Assim, baseado nas informacbes supracitadas e motivando o
desenvolvimento deste estudo, questiona-se a capacidade da teleterapia
fracionada, na regido de cabeca, ser capaz de promover efeitos deletérios
imediatos e/ou tardios em mandibula de ratos, no que diz respeito ao

percentual médio de lacunas osteociticas vazias.
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7

O osso é um tecido conjuntivo especializado mineralizado, cujo peso
consiste em 33% de matriz organica, dos quais 28% consistem em colageno
tipo | e 5% em proteinas ndo-colagenosas. A matriz organica é permeada por
cristais de hidroxiapatita, que perfazem o0s 67% remanescentes. Quando
maduro, o tecido 6sseo é constituido de camadas ou lamelas microscopicas, as
quais, no 0sso compacto, estdo densamente arranjadas. Trés tipos distintos de
arranjos podem ser reconhecidos: circunferencial, concéntrico e intersticial. As
lamelas circunferenciais envolvem todo o osso adulto, formando o seu
perimetro externo. As lamelas concéntricas constituem a massa do 0sso
compacto e forma a sua unidade metabdlica basica, o 6steon, o qual tem
formato cilindrico e, geralmente, esta orientado paralelo ao longo eixo da pega
0ssea. No centro de cada Osteon existe o canal haversiano, que aloja um
capilar e se apresenta revestido por uma camada Unica de células désseas
recobrindo a sua superficie. Os canais haversianos adjacentes estao
interconectados pelos canais de Volkmann. Interpostas entre camadas
concéntricas adjacentes e preenchendo os espacos entre elas, encontram-se
as lamelas intersticiais, as quais apresentam uma grande variedade de formas
(WHITSON, 2001).

As células responsaveis pela formacgéo, reabsor¢do e manutencao da
osteoarquitetura sao, respectiva e basicamente, o0s osteoblastos, o0s
osteoclastos e os ostedcitos (WHITSON, 2001).

Os osteoblastos sdo células que sintetizam a porcao organica do tecido
0sseo. Quando em intensa atividade, sdo cubodides, com citoplasma muito
basoéfilo. Contudo, em estado pouco ativo, tornam-se achatados e a basofilia
citoplasmatica diminui. Uma vez aprisionado na matriz recém-sintetizada, o
osteoblasto passa a ser chamado ostedcito. Esses sdo células achatadas, com
forma de améndoa, que exibem pequena quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso, aparelho de Golgi diminuto e nucleo com cromatina
condensada (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

O numero de osteoblastos que se tornam ostedcitos varia de acordo
com a velocidade da formacdo do osso. Apds sua formacgdo, os ostedcitos
gradualmente diminuem a formacado de matriz e tornam-se reduzidos em
tamanho. O espac¢o na matriz ocupado por um ostedécito € chamado de lacuna

osteocitica. Estreitos prolongamentos dessas lacunas formam canais, ou
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canaliculos, que abrigam os prolongamentos citoplasmaticos destas células.
Dessa maneira, os ostedcitos mantém contato com ostedcitos adjacentes,
osteoblastos, periésteo, enddsteo e canal haversiano. Essa ligacdo é
necessdria a manutencao e vitalidade da matriz 6ssea. Uma falha em qualquer
ponto desse sistema de interconexao, resulta na hipermineralizacdo e morte do
0sso0. Tal osso é reabsorvido e recolocado durante o processo de renovacao
Ossea (WHITSON, 2001).

Os osteoclastos sdo células moveis, gigantes, extensamente
ramificadas, com partes dilatadas, que contém de seis a cinqlienta nucleos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

A maior parte dos tecidos estruturais passa por um periodo de vida,
morte e substituicdo por novas células. O tecido désseo apresenta reabsorcao e
remodelacdo, com perda de ostedcitos e novos ostedides produzidos pelos
osteoblastos diariamente. De maneira similar, a estrutura de colageno sofre lise
e substituicdo. Nos tecidos irradiados, a habilidade de substituir a perda do
colageno e a perda das células normais fica severamente comprometida ou
inexiste (MARX, 1983).

Para Marx e Johnson (1987), o entendimento dos efeitos da radiagao
nas células depende da compreensdo do ciclo celular, pois a
radiossensibilidade esta correlacionada com o estagio da célula no momento
da exposigao.

O ciclo celular compreende os processos que ocorrem desde a formacao
de uma célula até a sua propria divisdo. As quatro fases sucessivas do ciclo de
divisdo de uma célula sdo chamadas de G, S, G? e M. No inicio da fase G', em
resposta a sinais externos, a célula decide se continua em ciclo ou assume um
estado quiescente chamado G°. Desse estado, ela pode voltar ao ciclo
mediante estimulo. No final de G' existe um importante ponto de controle de
ciclo, chamado de ponto de restricao (R), que impede a progressao do ciclo em
condi¢gdes desfavoraveis ou insatisfatérias. Quando o ponto R é ultrapassado, a
célula atravessa as demais fases até que duas células-filhas idénticas sejam
formadas ao final da mitose (JORDAO; ANDRADE, 2000).

A fase de mitose (M) é extremamente sensivel a radiacao, pois existe
grande possibilidade de fixagdo da lesdo radioinduzida. Acredita-se que este

fato ocorra devido a grande compactacao do acido desoxirribonucléico (DNA).
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Isto aumenta a probabilidade de interacdo, provocando aberragdes
cromossOGmicas e morte celular. A grande compactagéo da cromatina torna as
lesbes inacessiveis as enzimas reparadoras. A fase de sintese (S) é a menos
sensivel a radiagdo, possivelmente devido a duplicidade do conteudo
informacional, o que poderia viabilizar a atuagdo dos mecanismos de reparo. A
radiacdo provoca retardo em G?/M. Acredita-se que isso acontecga para haver o
reparo da lesdo radioinduzida, antes da divisdo celular (JORDAO; ANDRADE,
2000).

Baker (1982) relatou que a resposta dos tecidos a radiacdo esta
relacionada com a capacidade da célula de reparar ou ndao as lesdes
radioinduzidas. Os tecidos de resposta rapida sdo aqueles que apresentam as
manifestacoes clinicas de lesdo em curto periodo de tempo, depois da
irradiacdo, como pele, mucosas, tecido hematopoiético, tecido linfide e certos
tumores. Associa-se a resposta rapida destes tecidos a alta atividade mitética e
a grande susceptibilidade a apoptose. Os tecidos de resposta lenta séo
aqueles que apresentam alteragbes mais tardias. S&o exemplos os tecidos
06sseo, conjuntivo, muscular e nervoso, que possuem baixa atividade
proliferativa.

Associa-se a resposta lenta a morte clonogénica e a menor
susceptibilidade a apoptose (SEGRETO; SEGRETO, 2000). A reacado aguda da
mucosa do epitélio oral se traduz pela mucosite, enquanto que efeitos crénicos
estdo intimamente relacionados a prejuizo no leito vascular terminal,
relacionado ao dano na microcirculagdo e ao estroma de suporte, sendo
caracterizado por telangiectasia, oclusdo de capilares devido ao espessamento
das paredes dos vasos sanguineos, aumento da hialinizacdo e deposicao
fibrosa (BAKER, 1982).

As radiac¢Oes ionizantes podem afetar direta ou indiretamente os tecidos.
O efeito direto € exercido sobre componentes celulares como o DNA, acido
ribonucléico (RNA), proteinas e lipideos. O indireto € causado pela ionizagéo
da agua, que resulta na formacéao de radicais livres, 0s quais podem reagir com
substancias biologicamente importantes (MARX; JOHNSON, 1987; SEGRETO;
SEGRETO, 2000; LANGLAND; LANGLAIS, 2002). Entre as alteracdes
radioinduzidas, as quebras duplas do DNA s&o as mais prejudiciais, podendo
levar as células a morte (SEGRETO e SEGRETO, 2000; STONE et al, 2003).

21



Lesbes malignas possuem alto indice de atividade mitotica. Por essa
razao, a radioterapia causa maior destruicdo nessas lesdées do que nos tecidos
normais circunvizinhos (COX, 1976; BAKER, 1982; SEGRETO; SEGRETO,
2000; LANGLAND; LANGLAIS, 2002).

Como resultado do avanco continuo das técnicas e modalidades usadas
na radioterapia, a maioria dos tumores na regido de cabeca e pescoco €
tratada pela irradiagdo, isoladamente ou por sua associagcdo com a cirurgia
(REGEZI; SCIUBBA, 2000). A radioterapia € efetiva, tanto para neoplasias
malignas localizadas, quanto avancadas, na regido de cabega e pescoco
(SILVA; ARRUDA, 2004).

A radiacdo terapéutica €& usada comumente no tratamento dos
carcinomas de células escamosas e linfomas. A dose de radiagdo varia de 40 a
70 Gy, sendo, habitualmente, fracionada em doses diarias de cerca de 2 Gy, o
que permite distribuir, num periodo de quatro a sete semanas, a dose total
recomendada (REGEZI; SCIUBBA, 2000).

A escolha da modalidade terapéutica radioterapia, quimioterapia,
cirurgia, combinadas ou isoladamente, € ditada por fatores tais como: a idade e
a condicao sistémica do paciente, o tamanho, a localizagéao e o tipo de tumor a
ser tratado (SILVERMAN; CHIERICI, 1965; BLOZIS; ROBINSON, 1968). Em
alguns casos, a radioterapia é preferida a cirurgia pela possibilidade da
preservagao funcional do érgéao a ser tratado. Para lesGes mais avangadas, a
radioterapia € mais freqlentemente utilizada como um tratamento adjuvante
(SILVA; ARRUDA, 2004).

A forma de irradiacdo, denominada teleterapia, utiliza aparelhos
colocados distantes do paciente, como maquinas de supervoltagem, fontes de
cobalto-60 (Co®) ou aceleradores lineares ou de particulas (HELLMAN, 1997;
DIAS; MACULEVICIUS, 2004). A teleterapia atravessa estruturas importantes
antes de alcancgar o sitio tumoral. Conseqlentemente, tecidos como glandulas
salivares e 0sso podem ser expostos a altas doses de radiagdo (BEUMER;
BRADY, 1978).

As modalidades de radioterapia diferem pela quantidade de energia da
radiacdo utilizada (BLOZIS; ROBINSON, 1968). Os niveis de energia utilizados
na pratica clinica séo classificados em superficial (10 - 125 KeV), ortovoltagem
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(125 - 400 KeV), supervoltagem (400 KeV — 2 MeV) e megavoltagem (> 2
MeV[VF1]) (MATHES; ALEXANDER, 1996).

A ortovoltagem possui um alto coeficiente de absor¢do no osso e na
pele (GEHRIG, 1969), devido ao predominio do efeito fotoelétrico (MATHES;
ALEXANDER, 1996). A absorgdo da radiagdo aumenta quando o numero
atdmico dos elementos que compdem o tecido exposto aumenta, o que explica
porque 0 0Sso absorve mais energia do que o tecido mole em energias
fotoelétricas baixas (HELLMAN, 1997). Devido a densidade elevada e ao alto
nuamero atémico do tecido 6sseo, uma alta dose radioativa € liberada para seus
componentes celulares, a menos que a energia da radiagdo esteja em limites
de megavoltagem (BAKER, 1982).

Com o uso aumentado da supervoltagem, o numero de complicagcdes
radioterapicas parece ter diminuido (BLOZIS e ROBINSON, 1968). A
supervoltagem emprega, tanto os raios X, quanto os gama. Os primeiros sao
produzidos por um equipamento que gera energia de até 2 milhdes de elétrons.
A origem dos raios gama, com energia de 1,17 a 1,33 MeV, é o Co® alojado
em uma estrutura blindada (WANG, 1978), freqlientemente usado devido ao
seu baixo custo e a confiabilidade mecanica (BLOZIS; ROBINSON, 1968). A
alta velocidade dos fotons faz com que a energia dos mesmos nao seja
prontamente absorvida no tecido ésseo, produzindo neste um efeito deletério
cerca de 20 a 30% menor do que quando do emprego da ortovoltagem
(GEHRIG, 1969).

Com a introdugdo do Co®® como fonte de radiacéo, teve-se a impressdo
clinica de que doses comparaveis, ou mesmo altas, poderiam ser
administradas com uma menor incidéncia de reagbes destrutivas importantes
nos 0ssos maxilares e na mucosa oral. Meyer, Shklar e Turner (1963)
compararam o efeito da ortovoltagem (200 kV) e da supervoltagem (Co®°) em
70 ratos, com trés meses de idade, empregando as seguintes doses: 10Gy,
15Gy e 20Gy. O tecido 6sseo foi estudado na regido do septo interdental, entre
o primeiro e segundo molar inferior. Esta € uma regido com alta sensibilidade
as influéncias sistémicas, podendo ser estudada em termos de atividade dos
osteoblastos e osteoclastos. No grupo controle, o septo interdental foi visto
como uma estrutura 6ssea estreita, unida ao cemento dentario por fibras do

ligamento periodontal. A superficie distal do septo apresentou uma linha
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homogénea com numerosos osteoblastos. J& na superficie mesial havia
irregularidades e alguns osteoclastos foram evidenciados. Aposicdo 0ssea na
superficie distal e reabsorcdao na mesial refletem a tendéncia normal dos
dentes de ratos de deslocarem-se para distal. Nos animais que receberam
ortovoltagem o o0sso apresentou-se de forma irregular, com sitios
degenerativos. Picnose foi observada nos ostedcitos. Nao foi evidenciada a
presenca de ostedide na margem distal do septo e consideravel reducdao no
nuamero de osteoblastos foi observada. A membrana periodontal mostrou uma
reducdo no numero de fibroblastos. Os espacos no tecido medular estavam
aumentados, entretanto, espacos medulares mostraram uma redugdo na
densidade dos componentes celulares. Nos animais irradiados com Co®® o
0sso mostrou-se essencialmente normal. Ocasionalmente, alguns animais
mostraram reducdo no numero de osteoblastos e fibroblastos adjacentes a
membrana periodontal.

Apesar dos avangos das técnicas radioterapicas, complicagdes ainda
sao comuns. Os efeitos agudos sdo dependentes do fator tempo e podem ser
controlados pela alteracdo do esquema radioterapico. Os efeitos crénicos sao
dose-dependentes e estdo associados com fibrose e diminuicdo na
vascularizacdo, que podem levar a necrose tecidual, infeccdo e ulceragao
(MATHES; ALEXANDER, 1996).

Um certo grau de injaria tecidual é considerado énus aceitavel para o
controle do tumor letal. Os limites de aceitacdo variam em diferentes sitios,
mas a integridade e a viabilidade dos tecidos devem ser mantidas (MARX;
JOHNSON, 1987).

Deve-se assegurar que a dose de radiacdo no 0sso nao exceda sua
tolerancia. Por tolerancia esta compreendida a injuria maxima que pode ser
suportada, sem resultar em um permanente e inaceitavel defeito cosmético ou
perda funcional. Se o paciente estda em um estado excelente de saude oral, a
mandibula tolerara uma dose de aproximadamente 60 Gy, fracionada em 30 a
35 vezes por 6 a 7 semanas, sem exceder a tolerancia (CHENG; WANG,
1974).

Assim, além dos efeitos terapéuticos da radiagdo, complicacées
especificas da radioterapia na regidao de cabeca e pescoco sdo: carie e

mucosite radioinduzidas, candidiase, risco de osteorradionecrose (ORN),
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xerostomia, limitagdo da abertura bucal, diminuicdo da qualidade da fungéo
mastigatoria, disgeusia e tolerancia diminuida ao uso de proteses totais
(SILVERMAN; CHIERICI, 1965; BEUMER; BRADY, 1978; BROWN et al., 1990;
DE MOOR, 2000; SEGRETO; SEGRETO, 2000; VISSINK et al., 2003). A
avaliagdo das condi¢des orais, tanto prévias quanto durante o tratamento
radioterapico, pode diminuir a ocorréncia dessas complicacées (BEUMER,;
BRADY, 1978; BROWN et al., 1990).

O efeito secundario da radioterapia de cabeca e pesco¢o mais temido é
a ORN (SOARES; MARLUCCI, 1996; MARX, 1983; MARX; JOHNSON, 1987;
DE MOOR, 2000). A ORN mandibular é um exemplo de dano por radiacao ao
0ss0, com uma incidéncia variando de 2 a 14 % (CHENG; WANG, 1974;
RANKOW; WEISSMAN, 1971). Nos pacientes tratados cirurgicamente para
remocdo da neoplasia e submetidos a radioterapia complementar, esta
incidéncia varia de 0,4% a 56% (JERECZEK-FOSSA; ORECCHIA, 2002).

Marx (1983) definiu a ORN como uma deficiéncia metabdlica e
hemostatica dos tecidos, decorrente da injuria tecidual induzida pela irradiagao.

A ORN ¢é caracterizada pela seqiéncia: radiacdao, hipdxia,
hipovascularizagcdo e hipocelularidade dos tecidos. A irradiacdo causa
comprometimento do endotélio, hialinizacao e trombose dos vasos. O peridsteo
torna-se fibrético. Os ostedcitos e osteoclastos tornam-se necréticos por fibrose
dos espacos medulares (MARX, 1983; NEVILLE et al.,1998; STORE e OLSEN,
2005; STORE et al., 2005).

O osso irradiado, como parte do tratamento do cancer de cabega e
pescoco, € particularmente suscetivel a infeccdo. Devido a vascularizagao
reduzida e destruicao dos ostedcitos, a ORN ocorre em aproximadamente 20%
dos pacientes que sofreram irradiagéo local (REGEZI e SCIUBBA, 2000).

Para Sykes (2001), as células ésseas e a vascularizagdo tecidual
tornam-se irreversivelmente lesadas quando irradiadas, com consequiente
desvitalizagdo do tecido 6sseo, fato que torna susceptivel o desenvolvimento
da ORN.

Thorn et al. (2000) realizaram uma investigagéo clinica em 80 pacientes
que apresentaram ORN. Observaram que 74% deles desenvolveram a doenga
nos primeiros trés anos, sendo que somente em um caso a lesdo nédo estava

no campo da radiagcdo. Nos demais casos, a predilecdo foi pela regido de
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molares inferiores (82%). Os autores ainda investigaram alguns fatores
associados ao inicio da ORN. Em 55% dos casos a mesma esteve associada a
exodontia prévia e, em 29%, a causa foi aparentemente espontanea.

Reuther et al. (2003) realizaram um estudo retrospectivo objetivando
demonstrar a incidéncia da ORN, num grupo de 830 pacientes que se
submeteram a radioterapia de cabeca e pescoco, entre 1969 e 1999. Os dados
mostraram uma incidéncia de 8,2%, sendo maior nos homens do que nas
mulheres e, comumente, encontrada na mandibula. Também para Thorn et al.
(2000) e Ang et al. (2003), o local preferencial para o desenvolvimento da ORN
€ 0 0sso mandibular.

Rohrer et al. (1979) avaliaram os efeitos de altas doses de radiacdo na
mandibula de oito macacos. Os animais foram irradiados com uma dose total
de 45 Gy de Co®, fracionada em 10 sessdes, por um periodo de 12 dias, o
equivalente a 70 Gy, divididos em 35 sessdes por sete semanas. Os animais
foram sacrificados no periodo de uma semana a seis meses, apds o término do
tratamento. Foram realizados cortes histoldégicos na regido de molares
(localizada no campo de irradiacdo) e na regido de incisivos (local néo
irradiado). A regido de molares foi subdividida em osso cortical, haversiano e
medular. Em cada corte histolégico, a percentagem de lacunas vazias foi
registrada. Os ostedcitos estavam ausentes nas lacunas da cortical éssea
externa e no 0sso haversiano, apresentando valores médios de 35% e 32%,
respectivamente. A presenca de lacunas vazias foi mais marcante a partir do
terceiro més. Contudo, no osso medular os valores foram semelhantes aos do
grupo controle. A porcao medular das mandibulas irradiadas sofreu marcada
proliferagdo. O ligamento periodontal tornou-se densamente hialinizado, com
perda da organizagdo das fibras principais, demonstrando mudancas
vasculares. Os canais haversianos demonstraram alteracées que variaram,
desde a obliteracdo de vasos sangilineos, até o completo fechamento dos
canais com tecido ostedide. No grupo controle, os canais haversianos
continham uma veia, uma ou duas arteriolas e pouco tecido conjuntivo. Nos
animais irradiados, as mudancgas incluiram o estreitamento da luz dos vasos,
atribuido -a presenca de placas fibrosas e ao aumento da quantidade de fibras
conjuntivas no seu interior. O peridsteo, no interior do campo da irradiagéo,

exibiu perda de celularidade, de vascularizacdo e de formacao de ostedide. A
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medula dos animais irradiados mostrou mudangas notaveis, incluindo fibrose,
proliferacdo de novo osso e endoarterite obliterante. Para os autores, a
diferenga no percentual de lacunas vazias, nas diferentes regides do tecido
0sseo, pode ser decorrente da capacidade regenerativa e da variagdo do
suprimento sanglineo, em cada local. A habilidade de regeneragdo também
depende da anatomia Ossea e da localizacdo das células mesenquimais
indiferenciadas.

As mudancgas iniciais no osso resultam na reducdo da populacado de
ostedcitos. Osteoblastos tendem a ser mais radiossensiveis do que o0s
osteoclastos, tanto que, depois de um curso de radioterapia, deve haver uma
maior desproporcionalidade da atividade litica. Com redugédo excessiva nos
ostedcitos, regides do osso tornam-se desvitalizadas e mudancas
degenerativas comecam a se desenvolver. Essas mudangas séao
potencializadas porque a radiagdo também acarreta injurias a pequenos vasos
sanguineos do 0sso, assim como a mucosa oral (BAKER, 1982).

Doses terapéuticas de radiacdo causam morte do endotélio, trombose e
hialinizacdo dos vasos sangliineos. Ha uma progressiva obliteracdo dos vasos
levando a diminuicdo da microcirculagdo. O periésteo fica fibroso, os
osteoblastos e ostedcitos sdo destruidos e aparecem espacos na medula
6ssea, bem como o seu preenchimento por tecido fibroso. Ha diminuicdo da
celularidade de todos os tecidos e a vascularizacdo fica marcadamente
diminuida (LAMBERT et al., 1997).

Takekawa, Matsuda e Ohotubo (2000) realizaram um estudo em ratos,
avaliando o processo de cicatrizagdo de enxertos 6sseos, em areas irradiadas
com Co®°. Os autores realizaram cirurgias de transplante de tecido 6sseo da
crista iliaca para o osso parietal, apds a segunda (A) e quarta (B) semana do
término da radioterapia. Os resultados da cirurgia A mostraram pouca presenga
de células mesenquimais e vasos sanglineos ao redor do transplante, quando
avaliada na segunda semana. Contudo, na avaliacdo realizada na quarta
semana apos a cirurgia, o resultado no foi diferente ao do grupo controle. No
outro grupo (B), que realizou o enxerto quatro semanas apos a radioterapia, a
evolugdo da cicatrizacdo foi similar ao do grupo controle. O atraso na
cicatrizacao déssea foi causado pelo retardo na revascularizagdo, decorrente de

falhas na microcirculacdo, bem como, pelo dano as células osteogénicas.
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Contudo, o reparo ocorreu com o passar do tempo, pelo processo fisioldgico de
renovagao celular.

Com base nesta breve revisao de literatura, percebe-se que a radiagao
na regido de cabega e pescogo provoca danos na vascularizagdo e no grau de
celularidade do tecido ésseo, que se torna potencialmente susceptivel a ORN.
Assim, o estudo do efeito imediato e tardio (30 dias), da teleterapia fracionada
por Co®, sobre o percentual médio de lacunas osteociticas vazias, em
mandibula de ratos, torna-se importante para o melhor entendimento deste

processo.
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3. PROPOSICAO



3.1 OBJETIVO

O objetivo deste estudo € avaliar o percentual médio de lacunas
osteociticas vazias no tecido ésseo mandibular de ratos expostos a teleterapia
fracionada por Cobalto-60, eutanasiados ao final do esquema radioterapico e
aos 30 dias subseqglentes, comparando os resultados com animais nao
submetidos a radioterapia.

3.2 HIPOTESES EXPERIMENTAIS

- A teleterapia fracionada por Cobalto-60 promove, no tecido 6sseo mandibular
de ratos, um aumento no percentual médio de lacunas osteociticas vazias
percebido imediatamente apds o término do esquema radioterapico.

- A teleterapia fracionada por Cobalto-60 promove, no tecido 6sseo mandibular
de ratos, um aumento no percentual médio de lacunas osteociticas vazias,
sendo estd alteracdo percebida trinta dias apés o término do esquema
radioterapico.

- A teleterapia fracionada por Cobalto-60 ndo promove, no tecido 06sseo
mandibular de ratos, um aumento no percentual médio de lacunas osteociticas
vazias, percebido imediatamente apds e aos trinta dias subseqlientes ao

término do esquema radioterapico.
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4. MATERIAL E METODOS



4.1 DELINEAMENTO
A presente pesquisa inseriu-se no paradigma tradicional quantitativo,

sob a forma de ensaio clinico controlado e randomizado (JEKEL et al., 2002).

4.2 LINHA DE PESQUISA
O presente experimento insere-se na Linha de Pesquisa denominada
‘Epidemiologia e etiopatogenia das doencas e disfungbes do sistema

estomatognatico”.

4.3 VARIAVEIS
4.3.1 Dependentes
a) presenca de lacunas osteociticas vazias
4.3.2 Independentes
a) radioterapia na regiao de cabeca
b) tempo de observacéo (concluida a radioterapia e 30 dias apds).

4.4 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram selecionados para o experimento 45 ratos albinos machos, com
80 dias de idade, da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, pesando
entre 220 e 290g no inicio do experimento. A aquisicdo desses animais
procedeu-se no Biotério da UFRGS, Porto Alegre/RS.

A realizagcao da parte experimental desse trabalho foi iniciada apds a
aprovacgdo do Projeto de Pesquisa pela Comissdo Cientifica e de Etica da
Faculdade de Odontologia da PUC/RS, (Anexo 1) e as laminas foram avaliadas
apds o consentimento do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos e
Animais da Faculdade de Odontologia da ULBRA (Anexo 2).

4.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais deste experimento foram divididos em trés grupos distintos:
- Grupo 1 (experimental 1) - 15 animais submetidos a dose radioterapica de 60
Gy, sendo eutanasiados ao final da radioterapia;
- Grupo 2 (experimental 2) - 15 animais submetidos a dose radioterapica de 60
Gy, sendo eutanasiados 30 dias apds o término da radioterapia;
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- Grupo 3 (controle) — quinze animais n&o submetidos a radioterapia,
subdivididos em dois grupos, eutanasiados, respectivamente, sete deles com o

grupo experimental 1 e oito com o 2.

4.6 PROCEDIMENTOS
4.6.1 Manutencao dos modelos animais

Os animais de cada grupo foram identificados com cores distintas na
cauda e acomodados em gaiolas especificas (Figura 1a), divididos em grupos
de cinco. Tiveram a sua disposi¢ao, em todo periodo experimental, alimentagao
solida’ e agua ad libittum. Foi disponibilizada, para este fim, uma sala no prédio
64 do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, nas dependéncias do laboratério de
Técnica Cirurgica e Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina da

PUCRS, onde os animais recebiam exclusivamente luz natural.

4.6.2 Protocolo de Radioterapia

Para imobilizagdo dos animais, durante a sessdo de radioterapia,
utilizou-se uma contencéo plastica individual delineada para o estudo (Figura
1b), de forma que exclusivamente suas cabegas e caudas ficassem para fora
da mesma (Figura 1c).

A regidao de cabega dos animais foi irradiada no SERP, através da
utilizacdo de aparelho? de teleterapia por Co®® (Figura 1d) com energia de 1,25
MeV. Os animais dos grupos experimentais 1 e 2 foram submetidos a uma
sessao diaria de radioterapia de segunda a sexta-feira, durante seis semanas,
totalizando 30 sessbes. A dose total de radiacdo foi de 60 Gy ao final do
tratamento, fracionada em doses de 200cGy/dia. O tempo médio de
radioterapia diéria foi de 14,83 minutos.

Para o recebimento da dose radioativa, grupos de 10 animais foram

sucessivamente deslocados de sua sala de manutencdo até o SERP. Os

' Racao Nuvilab-Cr1® Nuvital Nutrientes S.A., Sao Paulo, SP,Brasil
2 Philips, modelo XK 5101, Eindhoven, Netherlands; fonte de “°®: Janeiro/1979, Otawa, Canada
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Figura 1 — a. Animais dispostos em gaiolas; b. contengédo plastica; €. animais no interior da

contencao; d. aparelho de radioterapia; e. dispositivo com canaletas para apreensdo das
contencoes; f. animais posicionados no campo de radiacao.
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animais contidos foram colocados na posicdo de decubito ventral em um
dispositivo de madeira com canaletas (Figura 1e). Isto permitiu a padronizagéao
do posicionamento dos animais e da incidéncia da radiagdo utilizada. A
distancia, entre o ponto de emisséo do feixe radioativo e a superficie cutéanea
dos animais, foi de 60 cm e a area do campo de radiacdo equivalente a um
quadrado de 20 x 20cm.

A radioterapia foi executada em 10 animais de cada vez.
Exclusivamente suas cabegas encontravam-se no interior do campo radioativo,
assegurando que a por¢ao referente a mandibulas ficasse expostas a radiagao
(Figura 1f). Essa disposicao foi adaptada da metodologia descrita por English
et al. (1954) e por English (1956).

O protocolo do tratamento radioterapico (SAGOWKI et al., 2002, 2004)
foi executado pela equipe técnica do SERP.

Os 15 animais dos grupos-controle foram submetidos aos mesmos

procedimentos dos grupos experimentais, entretanto ndo foram irradiados.

4.6.3 Eutanasia dos animais

Os animais foram mortos no Laboratério de Neuroanatomia, DCM, ICBS
da UFRGS. O transporte dos ratos foi feito no interior de suas gaiolas, em
veiculos terrestres, locomovendo-se em velocidade e condicoes apropriadas.

Visando obter uma melhor fixacdo do tecido ésseo, realizou-se a
perfusdo nos ratos.

Primeiramente os mesmos foram anestesiados, intraperitonealmente,
empregando-se tiopental sédico® e cloridrato de S + cetamina®, na dose de
22mg/Kg.

O animal devidamente anestesiado foi disposto em posi¢ao de decubito
dorsal, tendo suas patas fixadas nas extremidades da bancada.

Realizou-se uma incisdo longitudinal na pele do ventre do animal, desde
a regido limitrofe inferior do esterno até a por¢ao abdominal inferior (Figura 2a).
Fez-se o rebatimento da pele do animal, de modo a evidenciar a membrana
mucosa, que reveste a cavidade abdominal. Incisou-se, transversalmente, ao

longo eixo do animal, o tecido de revestimento abaixo do externo, na altura do

8 Thionembutal, llinis, EUA
* Ketamin-S +, Itaparica, SP, Brasil
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0sso esterno. Apos o rebatimento , expbs-se o diafragma (Figura 2b) que foi
excisado, visualizando-se, desta forma, a caixa toracica. Para ampliagdo do
campo de trabalho, efetuou-se um corte de relaxamento nas costelas do rato
(Figura 2c), permitindo o rebatimento da porcao toracica ventral para cima
(Figura 2d), deixando o coracdo em evidéncia. Com uma seringa de insulina®,
aplicou-se 0,1 ml/100g de heparina 5000 UI® no coragao (Figura 2d). A seguir,
pincou-se a artéria aorta abdominal descendente (Figura 2e), localizada abaixo
do coracao, de modo que a perfusdo se processasse exclusivamente dessa
regido em direcdo & cabeca do animal. Passou-se um fio de sutura’ ao redor
da artéria aorta ascendente (Figura 2f). Incisou-se o ventriculo esquerdo do
coracdo, por onde se introduziu uma canula de intracath® (Figura 2g), até que a
mesma fosse percebida na artéria aorta ascendente; ocasido em que um noé
duplo foi dado no fio de sutura, previamente disposto ao redor da mesma
(Figura 2h). Uma incisdo realizada no atrio direito do coracdo (Figura 2i)
permitiu a saida do sangue do animal.

Antes do emprego da solucao fixadora, o sistema circulatério da cabeca
dos animais foi lavado com 50ml de tampéao de fosfato 0,1M, pH 7.3 ( Tampéao
Millonig 2 vezes concentrado). Para tanto, uma seringa luer lock® foi acoplada
na por¢ao terminal da canula intracath, permitindo o acesso das substancias
ao sistema circulatério do animal. A seguir, 50ml de solucdo de
paraformaldeido a 4% foi injetado lentamente na circulagao do rato.

Finda a perfusdo, a hemimandibula esquerda do animal foi dissecada.
Com o auxilio de disco dupla face'®, acoplado & peca de mao reta'' e
micromotor elétrico'?, sob refrigeragdo com soro fisioldgico, realizou-se cortes,
na mesial do primeiro e na distal do terceiro molar inferior esquerdo, paralelos
ao longo eixo desses dentes. Obteve-se, desta forma, uma porcdo da
mandibula, contendo os trés dentes molares e o terco médio do incisivo, que foi

destinada a avaliagdo sob microscopia de luz (Figura 3).
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% KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil
"' Kavo, Joinville, SC, Brasil

'2 Beltec, Araraquara, SP, Brasil
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Figura 2 — a. Incisdo no ventre do animal; b. diafragma excisado; ¢. corte de relaxamento nas
costelas; d. aplicagdo de heparina no coracao; e. pingamento da aorta abdominal descendente; f. fio
de sutura circundando a aorta ascendente; g. canula intracath no ventriculo esquerdo; h. né duplo na
aorta ascendente; i. incisdo no atrio direito.
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As pecas anatbmicas obtidas, contendo os dentes, foram
acondicionadas, individualmente, em potes plasticos identificados, contendo a

solucao fixadora.

Figura 3 - Hemimandibula de rato. O fragmento delimitado
pelas linhas foi destinado a Microscopia de luz.

4.6.4 Preparo e avaliagao histologica dos espécimes

As amostras foram descalcificadas em acido etileno-diamino-tetracético
(EDTA) a 17% (pH 7,0), no Laboratério de Envelhecimento Celular da PUCRS.
As mesmas foram mantidas imersas na solucdo, sob agitacdo' constante, a
uma temperatura de 44°C, sendo a substancia renovada duas vezes por
semana, durante o periodo de descalcificagdo, que foi de aproximadamente

cinco meses.

O controle do tempo de descalcificacdo foi realizado semanalmente,

mediante a tentativa de transfixagdo do espécime com uma agulha'.

Os espécimes foram processados pela técnica de rotina (HE), para sua
posterior inclusdo em blocos de parafina'®. Neste momento, teve-se o cuidado
para que o plano formado pelo longo eixo dos trés dentes molares ficasse
paralelo ao plano de uma das superficies do bloco, de modo que cortes
seriados, da porcao pulpar coronaria, no sentido do longo eixo dentéario, de

5um de espessura, pudessem ser obtidos.

'® Yamato Water Bath Incubator, model BT-25, So Francisco, Califérnia, EUA
'* BD Ultra-Fine TM, Franklin Lakes, NJ, EUA
'® Nuclear, Diadema, SP, Brasil

38



Foram realizados trés cortes semi-seriados, longitudinais, de 5um de
espessura, valendo-se de micrétomo de deslize'®. Os mesmos foram coletados
em laminas de vidro'” aquecidas a 60°C em estufa'®, por 1 hora e 30 minutos,

cobertas previamente com Poly-L-lysine’.

Posteriormente, realizou-se a coloracao dos cortes, empregando-se HE.

4.6.5 Avaliacdo dos espécimes

O local de avaliacdo dos cortes histopatologicos foi o osso medular,
proximo as raizes dos primeiros e segundos molares inferiores esquerdos.

Em cada lamina histolégica, foram selecionadas duas &reas,
correspondendo as regidbes de primeiro e segundo molar. Estas foram
capturadas utilizando-se um microscépio éptico® acoplado a um sistema de
captacdo de imagens digitais®’, com aumento de 200x e armazenadas valendo-
se do programa Image-Pro Plus?.

As imagens foram inseridas no software ImageTool®®, visando a
contagem de ostedcitos e de lacunas osteociticas vazias. Inicialmente a
imagem era dividida em quatro quadrantes, para facilitar a visualizacdo do
campo. Selecionou-se a ferramenta Tag and Count para marcagao e contagem
dos ostedcitos e, na sequéncia, das lacunas osteociticas vazias. Essa
contagem foi repetida em duplicata para cada imagem. Os valores numéricos
foram anotados em tabelas. Apds, fez-se uma média aritmética das duas
mensuragoes.

Os espécimes foram avaliados em etapas, com contagem de dez
imagens diarias e, feito um intervalo de 7 dias, procedeu-se a segunda

mensuracao.

'® Leica 2000R, Houston, Texas, EUA

Bioglass, SP, Brasil

'® Odontobrés, Ribeirdo Preto, SP, Brasil

"9 Sigma, St Louis, Missouri, EUA

20 Olympus AX 70, New York, EUA

' Olympus U-PMTVC, Salt Lake, Utha, EUA

2 Image-Pro Plus® (versdo 4.0), Silver Spring, MD, EUA.
% Image Tool - UTSHCA, Texas, EUA
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Figura 4-a. Imagem selecionada; b. divisio em quadrantes para facilitar a visualizagio;
c. Selecionando a ferramenta Count and Tag; d. ostedcitos e lacunas osteociticas vazias
sendo marcados e contados.

4.7 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Para verificar o grau de concordancia intra-examinador, entre a primeira e
a segunda mensuracao, utilizou-se o Coeficiente de Correlagado Intraclasse.

A Andlise de Variancia, complementada pelo Teste de Comparagdes
Multiplas de Tukey, ao nivel de significancia de 5%, foi empregada para
verificagdo de diferenca entre os grupos estudados, quanto a percentagem de
lacunas osteociticas vazias nos tecidos, valendo-se do software SPSS versao
8.0%.

% goftware SPSS - Sao Paulo, SP, Brasil
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5. RESULTADOS



Durante a realizacdo do esquema terapéutico, ndo houve morte de
animais nos grupos estudados. Um animal do grupo 2 morreu durante o
intervalo de 30 dias, tempo de espera entre o final da radioterapia e a
eutanasia dos animais deste grupo.

Os animais submetidos a radioterapia na regido de cabeca
apresentavam-se com aparéncia debilitada durante o tratamento. Alguns deles
demonstravam reducao visivel da quantidade de pélos na cabeca, ou seja, na
area do portal da radiacdo, fato mais claramente percebido nos animais do

grupo 2, que foram mantidos até 30 dias ap6s a conclusao da radioterapia.

5.1 AVALIACAO HISTOLOGICA DOS ESPECIMES

O Coeficiente de Correlagdo Intraclasse, verificou uma boa
reprodutibilidade entre a primeira e a segunda mensuracdo (r= 0,956;
p<0,001).

Este trabalho pode constatar que os grupos 1 e 2, ou seja, irradiados,
nao diferiram entre si, apresentando maiores percentuais de lacunas
osteociticas vazias (Figuras 5 e 6) quando comparados ao grupo 3 (controle)
(Figura 7) (Tabelas 1 e 2), isto foi comprovado pela Andlise de Variancia,
complementada pelo Teste de Comparagbes Multiplas de Tukey, ao nivel de

significancia de 5%.
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Tabela 1 — Percentagem média de lacunas osteociticas vazias em tecido 6sseo
mandibular de ratos corados com HE, nos grupos experimentais e controle.
Canoas, 2006.

Grupo n % de lacunas osteociticas vazias
Média Desvio-padréo Minimo  Maximo
G1 14* 12,69 3,95 5,92 18,83
G2 12* 12,934 4,71 3,53 20,67
G3 12* 8,03 B 2,85 3,08 13,95
* 1, 3 e 3 espécimes foram perdidos durante o processamento histolégico, dos grupos 1, 2 e 3,
respectivamente.

Nota: Médias seguidas de letras distintas diferem significativamente através da Andlise de
Variancia complementada pelo Teste de Comparagbes Mdultiplas de Tukey, ao nivel de
significancia de 5%.

Tabela 2- Tabela da Andlise de Variancia do percentual médio de lacunas
osteociticas vazias em tecido 6sseo mandibular de ratos corados com HE, nos
grupos experimentais e controle. Canoas, 2006.

. Grau de Soma de
Causa de Variagao liberdade Quadrado F P
Grupo 2 186,51 6,08 0,005
Erro Experimental 35 536,67
Total Corrigido 37 723,18

O ndcleo de algumas células do endotélio e de ostedcitos dos animais
expostos a radiagdo apresentava uma alteragdo, que se assemelhava a um
vacuolo ou bolha ou a uma regido esférica fracamente corada (Figura 5).
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Figura 5 — Fotomicrografia de tecido 6sseo mandibular de animal
do grupo 1 (G1). As regides em destaque, nos cantos superior
esquerdo e inferior direito, revelam, respectivamente, presenca de
alteragao nuclear no endotélio e osteécitos. HE. Aumento 200X.

Figura 6 — Fotomicrografia de tecido 6sseo mandibular de animal
do grupo 2 (G2). A regidao em destaque revela a presenga de
lacunas osteociticas vazias (*). HE. Aumento 200X.



Figura 7 — Fotomicrografia de tecido 6sseo mandibular de animal do
grupo 3 (néo irradiado) (G3). HE. Aumento 200X.
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6. DISCUSSAO



Uma preocupagao presente, durante o projeto piloto deste experimento,
foi a necessidade ou ndo da realizagdo de anestesia nos animais durante as
sessbes de radioterapia, para que 0s mesmos mantivessem suas cabecas
voltadas para a area da radiagdo. No entanto, ao mesmo tempo em que o
procedimento anestésico ajudaria na apreensao e deslocamento dos ratos, o
nuamero elevado de aplicagdes poderia favorecer a sua morte (NATHANSON;
BACKSTROM, 1978). Com isto, haveria uma reducdo no tamanho da amostra,
em funcao do protocolo estabelecido contemplar 30 sessdes de radioterapia. A
radioterapia fracionada vem sendo utilizada em muitos estudos empregando-se
animais, sem o uso da anestesia durante as sessoes de tratamento (CARL et
al. 1990; WURSCHMIDT et al., 1992; KLEINEIDAM et al., 1994; CEELEN et al.,
2001). Por outro lado, os estudos de Hutton et al. (1974), Nickens et al. (1977),
Matson et al. (1978), Rohrer et al. (1979) realizados em macacos, empregaram
um protocolo no qual o procedimento anestésico foi realizado a cada dose de
irradiacdo. Mesmo os trabalhos de Sweeney et al.(1977), Zywietz et al. (1994)
e Sagowski et al. (2002, 2004), utilizando o rato como modelo animal, séo
participes dessa metodologia.

Rohrer et al. (1979), em seus estudos em macacos, pareceram se
preocupar com a dose anestésica a cada sessao de radioterapia. Por isso,
optaram por aumentar a dose radioativa didria e diminuir o tempo radioterapico,
acreditando que essa conduta resultaria nos mesmos efeitos bioldgicos do
protocolo rotineiramente usado em humanos. Para os autores, a combinagéo
de anestesias frequientes e os efeitos prolongados de radiagdo resultariam em
mortes excessivas durante a fase da radioterapia.

English et al. (1954), apesar de empregarem uma dose Unica de 15 Gy
de radiacdo X em ratos, foram dos primeiros autores a descrever a forma de
imobilizacao dos animais durante a radioterapia, dispensando o procedimento
anestésico. Naquela ocasi@o, os animais foram colocados no interior de tubos
cilindricos, onde, na extremidade anterior, um orificio de 1,0 a 1,5 cm de
diametro foi feito, para permitir a inser¢gdo do nariz do animal. Apds a entrada
do animal no tubo, uma tampa de borracha era colocada em sua extremidade
posterior, a qual possuia um orificio para permitir a saida do rabo. A
metodologia empregada por esses autores e por English (1956) serviu de

modelo para a idealizacao das garrafas plasticas de agua mineral, utilizadas na
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apreensao dos animais deste estudo, eliminando a necessidade do uso de
anestesia, para a realizacdo das sessbes de radioterapia. No entanto,
diferentemente dos autores citados acima, o aparato desenvolvido nesse
experimento possibilitou a saida de toda a cabega do animal pelo orificio
anterior da garrafa, facilitando a disposicdo dessa regiao no interior do campo
de radiagéo.

Foi preocupacao constante, durante o desenvolvimento do projeto
metodolégico desse estudo, a aproximacdao do desenho experimental com a
realidade clinica. Assim, objetivou-se empregar, no modelo animal, a mesma
dose radioterapica empregada no protocolo para tratamento de neoplasias
bucais em humanos (REGEZI; SCIUBBA, 2000). No entanto, havia a duvida se
o rato, em funcdo de seu menor volume corporal, em relagdo ao paciente
oncolégico, suportaria a dose radioterapica empregada, comumente, nesse
ultimo. Porém, analisando a literatura vigente, percebeu-se que doses de pelo
menos 60 Gy vém sendo utilizadas, de forma fracionada em ratos, empregando
diferentes modalidades de tratamento, como a radiacdo X (CARL et al., 1990;
WURSCHMIDT et al., 1992; KLEINEIDAM et al., 1994), o Co® (ZYWIETZ et
al., 1994; SAGOWSKI et al., 2002, 2004) e o acelerador linear (CEELEN et al.,
2001). No presente experimento, foi empregado 0 mesmo protocolo
radioterapico descrito por Sagowski et al. (2002, 2004), qual seja, 30 sessdes
de 2 Gy valendo-se do Co®, totalizando 60 Gy, fracionadas no periodo de 6
semanas, de segundas a sextas-feiras, que, em ultima analise, € o esquema de
radioterapia empregado para o tratamento do cancer bucal em humanos.

O emprego do EDTA, para a descalcificacdo dos espécimes destinados
a avaliacao em Microscopia de luz, esta alicercado nos trabalhos de Salomon
et al. (1991), Sato et al. (1992) e Yoshida; Ohshima (1996), que empregaram,
em seus estudos, dentes de ratos. No entanto, cabe salientar que Yoshida;
Ohshima (1996) citaram um tempo de exclusivamente trés semanas para a
descalcificacdo de seus espécimes em EDTA a 5%. No presente experimento,
que utilizou o EDTA a 17%, foi necessario um periodo de, aproximadamente,
cinco meses para a ocorréncia completa do processo de descalcificagéo,
mesmo a solugdo sendo renovada duas vezes por semana e 0S espécimes

mantidos sob agitagdo constante, a uma temperatura de 44°C.
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A radioterapia, modalidade terapéutica empregada para o tratamento de
neoplasias na regiao de cabeca e pescogo, apesar de apresentar seus efeitos
benéficos sob o tecido tumoral, causa danos nos tecidos normais, localizados
no portal da radiagcdo. Assim, as glandulas salivares, a mucosa oral, 0 0sso, 0S
dentes, os musculos da mastigacdo e a articulagdo temporo-mandibular sdo
afetados pelo emprego das radiacdes ionizantes. Conseqlientemente, pode-se
observar, em pacientes irradiados, hipossalivacdo, mucosite, disgeusia,
osteorradionecrose, carie de radiacao e trismo (VISSINK et al., 2003).

No entanto, dentre as complicacbes tardias da radioterapia, a
osteorradionecrose continua sendo um importante e sério problema clinico
(ANG et al., 2003; TENG e FUTRAN 2005). Isto porque o o0sso irradiado
apresenta-se hipoxico, hipovascular e hipocelular (MARX, 1983; NEVILLE et
al., 1998; STORE e OLSEN, 2005; STORE et al., 2005). Apesar de varios
autores comentarem a destruicdo de ostedcitos no tecido ésseo irradiado
(BAKER, 1982; SHAFER et al., 1987; REGEZI e SCIUBBA, 2000), poucos
estudos (ROHRER et al., 1979) avaliaram, de forma quantitativa, a diminuigao
destas células no osso.

O ostedcito ocupa, na matriz éssea, um compartimento denominado
lacuna osteocitica (WHITSON, 2001). Quando esta célula necrosa, a lacuna
osteocitica torna-se vazia. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar,
microscopicamente, o percentual médio de lacunas osteociticas vazias, em
tecido 6sseo mandibular de ratos, expostos a teleterapia fracionada por
cobalto-60.

Segundo BAKER (1982), os tecidos com baixa atividade proliferativa,
como o tecido O6sseo, respondem lentamente a radiagdo, apresentando
alteracdes tardias ou a longo prazo. STONE et al. (2003) relataram que os
efeitos cronicos da radiacao podem ser observados meses a anos apés o final
do esquema terapéutico. Levando em consideracdo este fato, neste estudo
procurou-se avaliar o efeito da teleterapia fracionada em mandibula de ratos
em dois tempos experimentais, sendo o primeiro imediatamente apos a
conclusao do esquema radioterapico e, o segundo, aos 30 dias subsequentes,
visto ser o metabolismo tecidual do rato mais rapido do que o do homem.

Os resultados desta investigagdo apontaram que o percentual de

lacunas osteociticas vazias, nos grupos experimentais, independentemente do
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tempo de observacéo, foi estatisticamente superior ao do grupo controle. Isto
comprova as afirmagdes de Meyer et al., 1963; Rohrer et al., 1979; Baker,
1982; Marx, 1983; Shafer et al., 1987; Neville et al., 1998; Regezi e Sciubba,
2000; Store e Olsen, 2005; Store et al., 2005 que relataram uma condi¢do de
hipocelularidade no tecido 6sseo exposto a radiacao.

Neste experimento, a diminuicdo do numero de células no tecido
mandibular irradiado expressou-se, tanto imediatamente apds a conclusao da
teleterapia, quanto aos 30 dias subsequentes. Era de se esperar, no entanto,
que a percentagem de lacunas osteociticas vazias seria maior no grupo
experimental 2, em relagdo ao grupo 1, visto ser a osteorradionecrose um
efeito tardio da radiacdo. Outros estudos, empregando observagcdes em mais
longos periodos de tempo, fazem-se necessarios, para a avaliagdo de um
possivel agravamento da condi¢cdo de hipocelularidade neste tecido.

Com vistas nos resultados desta pesquisa, surge o questionamento do
porqué da ocorréncia do percentual de lacunas osteociticas vazias aumentada
em tecido irradiado. Talvez, o prejuizo evidenciado no leito vascular terminal,
ocasionando dano na microcirculacdo local e ao estroma de suporte,
caracterizado por telangiectasia, oclusdo dos capilares sangtiineos (BAKER,
1982; SHAFER et al., 1987; LAMBERT et al., 1997) cause uma diminuicao da
vascularizacdo (MATHES e ALEXANDER, 1996), ou seja, na chegada de
suprimento sangiiineo aos ostedcitos, que acabam necrosando. A injaria na
microcirculacdo local poderia ser a responsavel, também, pela diminuicdo da
quantidade de oxigénio no tecido ésseo. Ainda, a microcirculagdo parece ser
mais problematica na mandibula, do que na maxila. Esta Gltima apresenta-se,
normalmente, mais vascularizada do que a mandibula. Por isso, a incidéncia de
osteorradionecrose € maior no tecido mandibular, do que no maxilar (THORN
et al., 2000, ANG et al., 2003; REUTHER et al., 2003).

Apesar de ndo ter sido objetivo deste estudo, péde-se observar, tanto
nos ostedcitos, quanto nas células endoteliais presentes no campo de estudo,
alteracdes nucleares caracterizadas pelo surgimento de regides fracamente
coradas, assemelhando-se a bolhas ou vacuolos. Estes resultados reforcam a
presengca de dano da radiacdo nos ostedcitos e endotélio vascular. Essas
mesmas alteracdes nucleares foram percebidas em fibroblastos pulpares de
molares de ratos irradiados por cobalto-60 (VIER-PELISSER, 2005).
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A diminuicdo do numero de ostedcitos no tecido mandibular irradiado de
ratos, caracterizado pelo aumento da percentagem de lacunas osteociticas
vazias, ajudaria a explicar a ocorréncia de osteorradionecrose. Shafer et al.
(1987) relataram que, em geral, radiagdo, trauma e infeccdo sdo fatores
envolvidos na patogénese dessa importante complicacdo da radioterapia na
regidao de cabeca e pescoco. A literatura recente aponta para um mecanismo
de fibroatrofia para o desenvolvimento da osteorradionecrose, em detrimento
do tradicional mecanismo da insuficiéncia vascular (DELANIAN e LEFAIX,
2004; TENG e FUTRAN, 2005). Outra hip6tese seria que a radiacéo induziria
osteorradionecrose pela inducao de apoptose em células ésseas (SZYMCZYK
et al., 2004). Acredita-se que a diminuicdo do numero de ostedcitos no tecido
0sseo irradiado seja um componente importante na etiologia da

osteorradionecrose.
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7. CONCLUSAO



Com base na metodologia empregada neste estudo e nos resultados
obtidos, pode-se concluir que a teleterapia fracionada por Co & é:
- capaz de promover um aumento, estatisticamente significativo (P=0,005), no
percentual médio de lacunas osteociticas vazias em tecido 6sseo mandibular
de rato, percebido tanto imediatamente ap6s a conclusdo do esquema
radioterapico, quanto aos trinta dias subseqientes.
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Anexo A

Comissdo Cientifica e de Etica
Faculdade da Odontologia da PUCRS

g" : ; 3 b‘r-"

Porto Alegre 01 de dezembro de 2003

O Projeto de: Tese

Protocolado sob n°: 0106/03

Intitulado: Efeito da radioterapia em polpa coronaria de dentes de
ratos - andlise em microscopia éptica e eletrénica de
transmisséo

do(a) aluno(a): Fabiana Vieira Vier

Programa de: Estomatologia Clinica

do curso de:

Nivel: Doutorado

Orientado pelo(a):  Profa. Dra. Maria Antonia Z. de Figueiredo

Foi aprovado pela Comissao Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia
da PUCRS em 27 de novembro de 2003.

Profa. Dr: aine Bauer Veeck
Presidente da Cémissao Cientifica e de Etica da
Faculdade de Odontologia da PUCRS

Attt 244/

Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 Fone/Fax: (51) 3320-3538
Porto Alegre /RS — Brasil — Cx. Postal: 1429 e-mail: odontologia-pg@pucrs.br
90619-900
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Anexo B

7 UNIVERSIDADE LUTERANA DO BRASIL
mﬁm COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS E ANIMAIS

TERMO DE AVALIAGAO

CEP-ULBRA 2005-005 A

Titulo: EFEITO DA RADIOTERAPAIA FRACIONADA NO OSSO MANDIBULAR DE RATO — ANALISE EM MICROSCOPIA
OPTICA

Autor e Pesq. Resp:  Audrei Pelisser

Prof. Orient.:  Vania Regina Camargo Fontanella

Tipo de projeto: | ]Pesguisa [E2imec [ x IDissertggﬁo [ [Tese [ Dir. Pesq.: NSA
Curso: Programa de Pés-Graduacio em Odontologia | Ingresso: 18/03/2005

Instituiciio onde sera realizad ULBRA Canoas/RS e PUC/RS

Patrocinador: __ Pesquisador responsavel

Data da avalia¢fo: reunido ordinéria de 07/04/2005

O projeto de pesquisa, acima identificado, foi avaliado e APROVADO como eticamente
adequado e de acordo com as Leis 6.638/79 ¢ 9605/98, com o Decreto 24.645/34, com os
Principios Eticos na Experimentacio Animal (COBEA), com os Principios para Pesquisa
envolvendo Animais (Genebra, 1985) e outras instrugdes que tratam da matéria, pelo

plenario do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos e Animais da ULBRA.

O pesquisador responsavel deverd apresentar relatérios anuais a este CEP,
informando os resultados parciais do projeto, bem como comunicar a data de conclusio da

pesquisa.
Canoas, 15 de abril de 2005.

L/MU\ /(/s
DR. JOSE SCHNEIDER SANTOS
Coordenador do CEP-ULBRA

Rua Farroupilha, 8001 - Bairro Sio Luis - Canoas/RS - CEP 92.450-900 - Sala 224 - Prédio 14
Fone (051xx) 477-9217- E-mail: comitedeetica@ulbra.br — Home Page: www.ulbra. br/pesquisa

62




Anexo C

Porto Alegre, 21 de novembro de 2004,

Y

A
Comisséo Cientifica e de Etica da ULBRA

Prezados Senhores:

Eu, Dra. Liliane Soares Yurgel, chefe do Servigo de Estomatologia e Prevengfio do
Céncer Bucomaxilofacial do Hospital S0 Lucas da PUCRS, conhego o protocolo de
pesquisa "Efeito da radioterapia em polpa corondria de dentes de ratos - andlise em
microscopia éptica e eletrdnica de transmissdio™ desenvolvido pela pesquisadora Fabiana
Vieira Vier Pelisser, bem como a metodologia de pesquisa utilizada e autorizo o
pesquisador Audrei Pelisser a compartilhar da fase experimental deste projeto, visando a
sua utilizagio no desenvolvimento da pesquisa intitulada "Efeito da radioterapia no
tecido 6sseo de mandibulas de ratos - andlise em microscopia éptica”, que serd
apresentado ao programa de Pés-Graduagio em Odontologia do Curso de Odontologia da
Universidade Luterana do Brasil como requisito para realizagio da Dissertagdo na area de
CTBMF.

Atenciosamente,

e

U
Dra. Liliane Soares Yurge \

Chefe do Servigo de Estomatologia e Prevengio do Céncer Bucomaxilofacial do Hospital
Séo Lucas da PUCRS
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Anexo D

Porto Alegre, 21 de novembro de 2004

Y

A
Comissio Cientifica e de Etica da ULBRA

Prezados Senhores:

Eu, Dra. Maria Antonia Zancanaro de Figueiredo, orientadora da aluna Fabiana
Vieira Vier Pelisser, conhego o protocolo de pesquisa "Efeito da radioterapia em polpa
corondria de dentes de ratos - andlise em microscopia Optica e eletronica de
transmissdo" desenvolvido pela pesquisadora, bem como a metodologia de pesquisa que
sera utilizada e autorizo o pesquisador Audrei Pelisser a compartilhar da fase experimental
deste projeto, visando a sua utilizagdo no desenvolvimento do projeto de pesquisa intitulado
"Efeito da radioterapia no tecido 6sseo de mandibulas de ratos - andlise em
microscopia Optica”, que serd apresentado ao programa de Po6s-Graduagdo em
Odontologia do Curso de Odontologia da Universidade Luterana do Brasil como requisito

para realizag@o da Disserta¢@o na area de CTBMF.

Atenciosamente,

T
Dra. Maria Antonia Zancanaro de Figueiredo

Orientadora
Professora do Programa de Doutorado em Estomatologia Clinica/PUCRS
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