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RESUMO

O objetivo neste trabalho foi avaliar, por meio de analise morfométrica, o efeito
radioprotetor da vitamina E em glandulas parétidas de ratos. Foram utilizados
90 ratos machos (Rattus norvegicus, Albinus, Wistar), os quais foram divididos
aleatoriamente em cinco grupos experimentais: Oleo, correspondendo aos
animais que receberam éleo de oliva; Oleo Irradiado, grupo no qual os animais
receberam 6leo de oliva e foram irradiados com dose uUnica de 15 Gy de
radiacdo gama na regido de cabeca e pescoco; Irradiado, em que 0s animais
foram irradiados com dose uUnica de 15 Gy de radiacdo gama; Vitamina E, grupo
em que 0s animais receberam solucdo de acetato de alfa-tocoferol (vitamina E),
mas nao foram irradiados e Vitamina E Irradiado, no qual os animais receberam
a solucédo de acetato de alfa-tocoferol (vitamina E) antes de serem irradiados
com dose unica de 15 Gy de radiagdo gama na mesma regido. Oito horas e
trinta dias ap6s a irradiacdo, os animais foram anestesiados e as glandulas
parétidas dos lados direito e esquerdo foram removidas cirurgicamente. Apds a
excisdo cirargica, os animais foram sacrificados por aprofundamento
anestésico. As pecas foram preparadas, incluidas em historesina e cortes semi-
seriados foram obtidos de acordo com o protocolo estabelecido pela disciplina
de Histologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP. A partir
de cada bloco foram obtidas trés Iaminas histologicas, contendo quatro cortes
alternados, com intervalo de 30 cortes entre eles. Os cortes foram montados em
laminas, corados com hematoxilina e eosina, sendo posteriormente utilizados
para avaliagdo morfométrica. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e ao teste de Tukey. A andlise morfométrica dos acinos no tempo de
8 horas mostrou diferenga estatisticamente significante somente entre os
grupos Oleo Irradiado e Vitamina E Irradiado. No tempo de 30 dias, o grupo
Vitamina E Irradiado e o grupo Irradiado, apresentaram redugéo significativa na
quantidade de acinos em relacdo ao grupo Oleo. Quando os grupos foram
avaliados em fung¢do do tempo, observou-se reducao significativa nos grupos
Oleo Irradiado e Irradiado aos 30 dias. As analises morfométricas dos ductos
intercalares e estriados ndo mostraram diferencas estatisticas significativas
entre os grupos em ambos os tempos estudados. Dentro das condigbes
experimentais utilizadas, conclui-se que a vitamina E demonstrou leve acao
radioprotetora em glandulas parétidas irradiadas.

Palavras-chave: Radiagéo ionizante, acinos, ductos intercalares, ductos estriados.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate, by morphometric analysis, the
radioprotective effect of vitamin E in parotid glands of rats. For this purpose, ninety
male rats (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) were used, which were randomly
divided into five experimental groups: Oil, corresponding to the animals that
received olive oil; Irradiate QOil, a group in which the animals received olive oil and
were irradiated with a single dose of 15 Gy of gamma radiation in the head and
neck region; Irradiate, in which the animals were irradiated with 15 Gy single dose
of gamma radiation; Vitamin E, a group in which the animals received solution of
alpha-tocopherol acetate (vitamin E) but were not irradiated and Vitamin E
irradiated, in which the animals received the solution of alpha-tocopherol acetate
(vitamin E) before being irradiated with 15 Gy single dose of gamma radiation in
the same region. Eight hours and thirty days after irradiation, the animals were
anesthetized and the parotid glands of right and left sides were removed surgically.
After surgical excision, the animals were sacrificed by anesthetic depth. The
specimens were prepared, including in historesin and semi-series cuts were
obtained in accordance with the protocol established by the discipline of Histology,
Faculty of Dentistry of Piracicaba - UNICAMP. From each block were obtained
three histologic slides, alternating with four cuts, with an interval of 30 cuts
between them. The sections were mounted on slides, colored with hematoxylin and
eosin, and then used for morphometric assessment. The data were submitted to
analysis of variance (ANOVA) and Tukey test. Morphometric analysis of acinus in
time of 8 hours showed statistically significant difference between the groups
Vitamin E Irradiate and Oil Irradiate. At time of 30 days, the vitamin E Irradiate
group and the Irradiate group, showed significant reduction in the amount of acinus
compared to the Qil group. When the groups were evaluated in terms of time, there
was significant reduction in the groups QOil Irradiate and Irradiate to 30 days. The
morphometric analysis of interim and striated ducts showed no statistically
significant differences between groups in both periods studied. Within the
experimental conditions used, it is concluded that vitamin E showed mild
radioprotective action in parotid glands of rats irradiated.

Key words: lonizing radiation, acinus, ducts interim, striated ducts.
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1. INTRODUGCAO

O cancer de cabeca e pescoco é considerado um dos principais tipos de
neoplasias malignas que ocorrem no Brasil e no mundo, em fungdo de sua
significativa incidéncia, prevaléncia e mortalidade. Estima-se que, em 2008
ocorreram 11 casos de cancer de boca/100.000 habitantes no Brasil, totalizando
14.160 novos casos nesse ano. A incidéncia anual de cancer de boca esta em
torno de 275.000 novos casos por ano (Instituto Nacional do Cancer INCA/2008).
Além da significativa incidéncia, mortalidade e custo econémico, o cancer de
cabeca e pescogo origina impactos negativos, e muitas vezes devastadores, na
qualidade de vida dos pacientes. Tratamentos mutiladores podem se associar a
disfonia, disfagia e desfiguracbes faciais relevantes, com perda funcional e

repercussao no relacionamento social.

A radioterapia combinada com a cirurgia tem sido a principal modalidade de
tratamento para neoplasias de cabecga e pescoco. Esse tratamento combinado tem
alcangado altos indices de cura e aumento da sobrevida dos individuos
acometidos. Além dos efeitos anti-tumorais, a radiagdo ionizante causa danos em
tecidos normais, localizados na area irradiada. Por ser esta uma area complexa,
composta por diversas estruturas desiguais que respondem de formas diferentes
as radiagoes, isso se torna muito evidente. Os efeitos colaterais da radioterapia
ndo poupam os pacientes de consequéncias devastadoras. Entretanto, atualmente
ja existe a radioterapia com intensidade modulada (IMRT - Intensity Modulated
Radiotherapy) que tém a capacidade de controlar melhor o feixe de radiagédo do
que a radioterapia convencional, provocando assim o minimo de danos as células
normais. Nos casos de cancer de cabeca e pescoco o tratamento pode ser
idealizado para aplicar uma dose menor de radiacdo sobre as glandulas salivares,
do que a aplicada pelos tratamentos convencionais. Dessa forma, as glandulas
salivares sado “poupadas” dos efeitos da radiagdo havendo maior chance de

manter a funcao glandular.
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O principal e mais devastador efeito colateral deste tratamento € a inducéo
de danos as glandulas salivares maiores. A hipofuncédo dessas glandulas acarreta
efeitos secundarios como o comprometimento do paladar, mastigacdo e fala. Além
disso, a reducdo do volume salivar leva a maior susceptibilidade de lesées na
cavidade bucal como carie e candidiase. Isso ocorre devido a flora bacteriana se
modificar, tornando-se mais patogénica, deixando a mucosa ulcerada, ressecada
e dolorida, afetando também o uso de préteses dentarias e diminuindo a qualidade
de vida do individuo.

A preocupagdo em manter uma melhor qualidade de vida do paciente
durante e apds o tratamento radioterapico e prevenir sequielas que este possa vir
a causar € grande por parte das equipes médica e odontoldgica.

As alterac6es radioinduzidas na regido de cabeca e pescoco podem ser
divididas em precoce, afetando mucosa e glandula salivar, causando perda do
paladar; intermediaria, afetando glandula salivar e causando perda do paladar; e
tardia, atingindo glandulas salivares, denticdo, periodonto, musculos e
articulacoes. Nesse contexto, observa-se que as glandulas salivares sao afetadas

em todos os momentos do tratamento radioterapico.

A glandula parétida é uma glandula salivar maior, sendo a maior glandula
salivar entre as glandulas pares. Esta glandula é dividida em Iébulos por septos de
tecido conjuntivo ricos em fibras coldgenas. O tecido conjuntivo (estroma) contém
linfécitos e plasmécitos, os quais sintetizam imunoglobulinas do tipo A (IgA) que
contribuem para a defesa da cavidade bucal contra microorganismos patogénicos.
O parénquima é composto pela unidade morfofuncional da glandula, o adenémero,
sendo este constituido por &acinos (compostos por células piramidais), ductos
intercalados (representando a continuagéo da luz dos &cinos), ductos estriados e

ductos excretores.

As glandulas salivares tém como fungcdo a producdo salivar. Esta possui

varias substancias organicas e inorganicas, proporciona a protecao natural dos
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dentes e tecidos moles da cavidade bucal, além de auxiliar na mastigacao,

degluticao e digestao do alimento.

Quando as glandulas salivares sdo expostas a radiagdo ionizante, o
funcionamento dessas € rapidamente afetado. Em humanos, com uma semana de
radioterapia convencional fracionada para a regido de cabeca e pesco¢o (dose
acumulativa de aproximadamente 10 Gy) os pacientes se queixam de sensacao
de boca seca e a secrecao de saliva pela glandula salivar maior pode apresentar
um declinio de 50%. As reducbes maximas na funcdo dessas glandulas sao
frequentemente encontradas entre duas e trés semanas do tratamento (Dreizen et
al., 1977; Westcott et al., 1978).

Em casos de radioterapia realizada sem tratamento prévio, varias células
epiteliais serosas dos ductos intralobulares das glandulas salivares apresentam
evidéncias morfoldégicas de danos irreversiveis causados pela irradiacdo, ao
contrario de células mucosas vizinhas e outras que nao foram atingidas. Estes
efeitos tdo rapidos sao inesperados, pois as glandulas salivares sdo compostas de
células que se replicam lentamente, e sendo assim, ndo seriam esperadas

alteragdes funcionais precoces.

Os efeitos da radiacdo ionizante sdo mediados principalmente
pelos radicais livres de oxigénio que sao gerados pela acao da radiacdo sobre as
moléculas de agua presente nos tecidos. Estes radicais altamente oxidantes
removem atomos de hidrogénio de acidos graxos, causando a peroxidacao lipidica
com consequentes alteracdes na permeabilidade e fluidez das membranas, e em
dltima instancia, com a morte das células. Os oxiradicais também induzem

quebra na fita de DNA e oxidagéo protéica.

Algumas substancias, como vitaminas A, C e E, podem diminuir a
acao dos radicais livres formados apés a irradiacdo, sendo denominadas de
substancias radioprotetoras. A vitamina E é um componente natural de
membranas de células de mamiferos e é considerada a principal linha de defesa
contra a peroxidacao lipidica da membrana (Oski, 1980; Jacobson, 1987).
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Dessa forma, vem sendo desenvolvidas pesquisas envolvendo os efeitos
biolégicos da radiacdo ionizante e a acao de anti-oxidantes, tanto em organismos

vivos como in vitro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A radiacao ionizante e as glandulas salivares

2.1.1 Efeito da radiacao ionizante nas glandulas salivares

O padrao de radioterapia desenvolvido para o tratamento de cancer de
cabeca e pescoco inclui doses fracionadas de 10 Gy por semana, sendo 2 Gy
diariamente por cinco dias consecutivos, durante 5 a 7 semanas totalizando 50 a
70 Gy de exposi¢do. Quando glandulas parétidas sdo expostas a doses maiores
que 60 Gy, ocorrem danos permanentes sem recuperacdo da hipofuncdo da
glandula salivar, segundo Dobbs et al. (1999).

Em um estudo clinico prospectivo realizado por Chao et al. (2001), sobre a
perda de funcdo salivar em pacientes que receberam radioterapia tridimensional
ou de intensidade modulada, a funcéo salivar foi avaliada uma semana antes do
inicio da radioterapia e seis meses apds o término do tratamento radioterapico. A
dose de irradiacdo recebida pela glandula parétida foi menor nos pacientes que
receberam radioterapia de intensidade modulada. Foi observada uma correlagéo
entre a dose média e a reducao da funcao salivar seis meses apds a conclusao da
radioterapia. O fluxo salivar apresentou uma reducdo exponencial, para cada
glandula independentemente, numa razdo aproximada de 4% por Gy de dose
média na parétida.

Sagowski et al. (2003) realizaram um estudo com o objetivo de
correlacionar danos estruturais histomorfolégicos e achados sialoscintigraficos
durante a radioterapia fracionada. A area de cabega e pescoco em ratos foi
irradiada com Co® com uma dose total de 60Gy, aplicados em 30 fracdes de 2 Gy
cada durante 6 semanas. No decorrer do tratamento as glandulas parétidas foram
examinadas histopatologicamente. Em um estudo paralelo com sete ratos
realizou-se a sialoscintigrafia com a aplicacdo de **"Tc-pertecnetato com a maior

acuracia possivel. Glandulas salivares de ratos desenvolveram radiosialodenite
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dose-dependente. Apdés uma dose de 16 Gy edema intra e extracelular se
desenvolveu em glandulas salivares. Vacuolizagdo progressiva (30 Gy) foi
desenvolvida em lipomatose (46 Gy) e alteracbes necréticas (60 Gy) nas
glandulas pardtidas. Seis meses apdés a irradiacdo, os danos crbénicos
histomorfolégicos correspondiam a fase Il, de acordo com Seifert. Uma
correspondente perda em funcao da glandula foi investigada através da medicao
de **™Tc -pertecnetato captado das glandulas salivares sendo 13% (16 Gy), 26%
(30 Gy), 57% (46 Gy), 75% (60 Gy) e 66,5% (6 meses pos-irradiacdo). Esse
modelo em animais é adequado para demonstrar a correlagdo histomorfoldgica e

os achados sialoscintigraficos.

Com objetivo de contribuir para a compreensdao da enigmatica
radiosensibilidade das glandulas salivares, especialmente no que diz respeito aos
mecanismos de acao das radiacbes quanto ao dano precoce dessas estruturas,
Konings et al. (2005) realizaram andlises da literatura a fim de fornecer
informagdes sobre as possibilidades de melhoria desses danos causados por
radioterapia em regidao de cabeca e pesco¢o. Do ponto de vista classico, as
glandulas salivares nao deveriam responder rapidamente a radiagcdo como parece
ocorrer. Apdés a sugestdo de apoptose macica, a ruptura de granulos e
subsequente lise de células acinares foram sugeridas para ser responsavel pela
hipofuncao de glandulas acinares induzida por radiacao. O principal problema com
estas hipoteses é que testes realizados recentemente mostraram nao ocorrer
perda celular nos primeiros dias apds a irradiacdo, enquanto fluxo de saliva é
drasticamente diminuido. A secrecao da agua é seletivamente prejudicada durante
os primeiros dias depois da irradiagdo em dose unica. A literatura mostra que as
células comprometidas sofrem danos especificamente na membrana plasmética,
afetando primariamente a secrecdo aquosa. Embora a composicédo celular da
glandula submandibular e da glandula parétida seja diferente, a resposta aos
danos é muito parecida. A hipofuncao das glandulas salivares pode ser melhorada
pelo tratamento profilatico com receptores agonistas especificos. O mais provavel
mecanismo de acdo que explica a enigmatica radiosensibilidade precoce para
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efeitos da radiacdo € seletivo para o dano a membrana plasmatica de células
secretoras, perturbando receptores muscarinicos e estimulando a secrecao
aquosa. Mais tarde o dano se deve principalmente a classica morte das células
progenitoras mitoticas, levando a uma dificuldade de substituir a capacidade da
glandula de células secretoras, mas também €& causado por danos ao meio

extracelular, impedindo o bom funcionamento celular.

2.1.2 Radiossensibilidade das glandulas salivares

Abok et al. (1984) analisando a radiosensibilidade das células de glandulas
submandibulares, utilizaram noradrenalina, fenilefrina  (agonistas alfa-
adrenérgicos) e atropina (antagonista colinérgico) como pré-tratamento para a
radioterapia (50 Gy de radiacdo em dose Unica). Verificaram que o efeito maximo
foi de 96 horas apés a irradiacao, em que células serosas provenientes de animais
irradiados apds tratamento prévio com atropina mostraram muito mais lesées
generalizadas do que as dos animais expostos somente a radiacdo X. Em
contraste, células serosas sofreram consideravelmente menos danos quando os
seus granulos secretores tinham liberado seu conteido uma ou 2 horas antes da
irradiagdo com noradrenalina ou fenilefrina. Outras células epiteliais n&o
mostraram nenhuma modulacdo da sua pouca radiosensibilidade por estas
drogas. As observacbes foram comprovadas pela morfometria dos trés tipos de
células: (a) Ceélulas mucosas; (b) células serosas nao-granuladas e células
intralobulares dos ductos estriados; e (c) células serosas granuladas. As
conclusbes sugerem que a radiosensitividade das células epiteliais serosas da
glandula submandibular esta ligada aos granulos secretores. Estes granulos sao
ricos em metais pesados (Zn, Fe e Mn), como ficou demonstrado
citoquimicamente com o método de sulfeto de prata. Assim, é concebivel que
membranas, que englobam organelas ricas em metais com a capacidade de

formar sistema redox (por exemplo, Fe2+ em equilibrio Fe3+) revelam maior
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sensibilidade aos danos a radiagéo, devido a indugdo provocada pela catalisagao

de metais na peroxidacao lipidica pela radiagao ionizante.

Em experimentos com primatas ndo humanos, Stephens et al. (1989)
obtiveram culturas de tecidos de glandulas parétidas em meio enriquecido com
soro homélogo e suplementadas com niveis baixos de isoproterenol, que foram
irradiadas com doses Uunicas de 2,5, 5,0, 7,5 10,0, 125 ou 150 Gy.
Microscopicamente, a morte das células acinares serosas foi vista em &reas
inalteradas por autélise. Baseado no niumero de aberracdes nucleares, a resposta
a dose néo diferiu significativamente do que a observada 24 horas apds a glandula
parétida ter sido irradiada in vivo. A rapida resposta semelhante sob duas
condicbes mostra que o comprometimento funcional agudo foi causado
diretamente pela apoptose de células acinares ao invés de ser o resultado de
processos inflamatorios e circulatérios comprometidos devido as injarias

vasculares.

Peter et al. (1995) realizaram um estudo com o objetivo de investigar a
possivel posicdo dos granulos secretores na disfuncao de glandulas salivares
induzida por radiacdo. Ratos receberam tratamento prévio de isoproterenol
(5mg/Kg via intraperitoneal) para degranulagdo de acinos da glandula salivar. No
esvaziamento maximo, as glandulas foram localmente irradiadas com uma dose
Unica de 15 Gy de radiacao X. Dados de estudos prévios combinados aos dados
do presente estudo sugerem que a melhora na fungdo da glandula parétida é
atribuida predominantemente a um estimulo na proliferacdo de células acinares
pelo isoproterenol, e ndo no efeito de degranulagcédo. Apés o tratamento prévio com
isoproterenol, uma expressdo precoce de danos nas células acinares induzidos
por radiagcdo precedendo a morte foi observada, seguida por uma rapida
regeneracgao tecidual. Assim, o estimulo proliferativo nas células acinares pode
desmascarar o dano letal latente, resultando na reposi¢cdo precoce de células

mortas por células novas e intactas funcionalmente.
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Coopes et al. (1997) revisaram o conceito da degranulacdo dos acinos
avaliando a funcédo das glandulas salivares apés 1, 3, 6, 10 e 30 dias péds-
irradiacdo. Os animais foram tratados previamente com drogas sialogogas
isoladas ou em associacao antes da irradiacao local com dose Unica de 15 Gy de
radiagdo X. A irradiacdo resultou num maior atraso para o inicio da salivagéo e
reducdo do fluxo salivar tanto na parétida quanto na submandibular e sublingual.
Os grupos irradiados e tratados previamente com isoproterenol e metacolina
associada a fenilefrina, e apenas com fenilefrina apresentaram uma menor
reducdo no fluxo salivar na glandula parétida, respectivamente em tempos
precoces e tardios, quando comparado com o grupo irradiado. Para a glandula
submandibular ndo houve alteracdo significativa precoce para a taxa do fluxo
salivar apds o tratamento prévio com os sialogogos. Nos tempos tardios a taxa de
fluxo foi significativamente menos reduzida apds o tratamento prévio a irradiacao
com fenilefrina e metacolina. Os autores puderam concluir que o tratamento com
fenilefrina e em maior extensdo com metacolina + fenilefrina, previamente a
irradiagdo, protegeu as glandulas parétida e submandibular do dano tardio
radioinduzido, porém tal efeito ndo estava atribuido a prévia degranulacdo das
células secretoras, e sim devido a ativagdo de mensageiros relacionados aos

receptores destas drogas.

Baseado no mecanismo de inducdo do dano por meio dos metais de
transicao e a relativa protecao das glandulas pela liberagao destes ions antes da
irradiacao, Nagler et al. (1998b) avaliaram a capacidade protetora do Zn-DFO
administrado previamente a irradiagdo com dose de 15 Gy de radiacdo X na
regido de cabeca e pescoco. Foram avaliados os pesos corporais e glandulares,
assim como o fluxo salivar das glandulas parétida e submandibular e a analise
quimica da saliva apenas da glandula parétida dois meses ap6s a irradiacao.
Foram observadas protecbes parciais no peso glandular, no fluxo salivar e na
composi¢cdo quimica da saliva da parétida. Ndo houve alteracdo no conteudo de
proteina total, enquanto que em relacao ao potassio foi observado um aumento na

sua concentracao para o grupo irradiado e irradiado tratado com Zn-DFO. Nao foi
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observada protecdo para a glandula submandibular. Os autores sugerem a
existéncia de outro mecanismo de dano as glandulas submandibulares, nao

estando relacionado a presencga dos ions metalicos nos granulos de secrecao.

Coppes et al. (2001) investigaram a hipofuncado da glandula parétida do
inicio ao fim apds a irradiacdo. Investigaram também a capacidade de receptores
agonistas muscarinicos ou adrenérgicos utilizados como pré-tratamento em
diminuir os danos causados pela radiacao nas glandulas salivares. Para isso, 0s
ratos foram irradiados localmente, com ou sem pré-tratamento com fenilefrina,
isoproterenol, pilocarpina, metacolina, ou metacolina + fenilefrina. O fluxo salivar,
a secrecao de amilase, o numero de células glandulares e a histologia glandular
foram monitorados sequencialmente durante 240 dias apds a irradiacdo. Com
isso, esses autores observaram quatro fases na perda de funcdo de glandulas
salivares induzida por radiagdo. A primeira fase (0-10 dias) foi caracterizada por
um rapido declinio do fluxo salivar sem alteracées na secrecdo de amilase ou no
namero de células acinares. A segunda fase (10-16 dias) consistiu de uma
reducdo na secrecdo de amilase salivar e paralelamente na perda de células
acinares. Nao houve alteracdo no numero de células e secrecdo de amilase na
terceira fase (60—120 dias). A quarta fase (120—240 dias) caracterizou-se por uma
maior deterioracdo da funcdo glandular, com aumento no numero de células
acinares, embora com um tecido morfologicamente fraco. Todas as drogas
poderiam reduzir os efeitos da radiacdo na primeira e segunda fase, mas isso nao
aconteceu na quarta fase, exceto com o uso de metacolina + fenilefrina como pré-
tratamento. Essa combinacdo de drogas mostrou reduzir os danos causados pela
radiacdo em todas as fases (precoces e tardias). Isto abre perspectivas para o
desenvolvimento de meétodos clinicos aplicaveis visando poupar as glandulas
parotidas dos danos radioinduzidos, em individuos submetidos a radioterapia na

regido de cabeca e pescoco.

A proliferacdo de tecidos com células danificadas é uma caracteristica
importante na recuperacdao de lesdo tecidual induzida por radiacdo. Para
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compreender sobre o processo regenerativo no tecido das glandulas salivares, a
atividade proliferativa foi medida em funcao do tempo, nos diferentes
compartimentos de célula epitelial de glandula parétida e glandula submandibular
de ratos apés uma dose Unica localizada de 15 Gy de radiacdo X. indices de
rotulagdo com bromodeoxiuridina foram determinados antes e dez horas, e 1, 3, 6,
10, 15, 20 e 30 dias apds a irradiacdo. Em ambas as glandulas, a irradiacdo X
causou a morte celular e o ciclo celular manifestou demora durante o primeiro dia.
Trés dias ap0s a irradiacéo, a proliferacéo celular comegou no ducto intercalado.
Seis dias depois da irradiagao, a proliferacéo foi também observada em &acinos e
tubulos granulares convolutos. Os ductos estriados mostraram atividade
proliferativa comec¢ando no sexto dia (parétida) e décimo dia (submandibular). Os
resultados deste estudo sugerem que, apds 15 Gy de raios X a regeneracao
ocorre nos compartimentos celulares. A partir desse estudo nao foi possivel
deduzir se estas células s&o origindrias unicamente de células progenitoras
residentes no ducto intercalado ou se as células de outros compartimentos
também sao estimuladas. A maior atividade proliferativa foi encontrada no
compartimento dos ductos intercalares da glandula parétida, o que pode estar
relacionado a maior radiosensibilidade desta glandula e, portanto, uma maior
demanda por reposicao celular na glandula parétida (Peter et al., 1994).

11
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2.2 Vitamina E: Propriedades e Mecanismo de acao

Segundo Burton et al. (1983), a propagacao de radicais livres € uma reacao
em cadeia levando a peroxidacao lipidica e é interrompida pela formacao de um
complexo de radicais livres de vitamina E. Na sua esséncia, a vitamina E contribui
com um hidrogénio e ela mesma é oxidada. A vitamina E oxidada é rapidamente
reduzida em diversos sistemas, especialmente pela vitamina C. A vitamina E é

uma mistura de tocoferois, sendo o alfa-tocoferol o maior e mais reativo deles.

Em um estudo realizado por Felemovicius et al. (1995), com o objetivo de
testar a vitamina E como um potencial radioprotetor para o pequeno intestino de
rato, utilizaram solucdes de fosfato de alfa-tocoferol e acetato de alfa-tocoferol. As
solugcbes foram colocadas cirurgicamente no lumen do intestino do rato trinta
minutos antes da irradiacdo (1100 cGy). Apo6s cinco dias os ratos foram
sacrificados e avaliou-se a sobrevivéncia das criptas, estado da mucosa e
preservacao das células caliciformes. Em um estudo complementar, suplementos
de alfa-tocoferol foram administrados na dieta dez dias antes da irradiacao, e a
mesma sequéncia de irradiagéo foi realizada. As cristas, as células caliciformes e
a mucosa foram significativamente protegidas dos efeitos da radiacéo pelo alfa-
tocoferol incluso na dieta e na aplicacado dentro do Iumen intestinal. Os autores
concluiram que o uso de vitamina E pode resolver alguns dos problemas
encontrados durante o tratamento com radiacao e altas doses desse agente nao
apresentam efeitos adversos, agudos ou crénicos.

Em suas revisdes de literatura Prasad et al. (2001, 2002) tém enfatizado a
importdncia de se estabelecer uma dosagem para os antioxidantes, e
recomendaram a administracdo diaria dos mesmos em menos de 48 horas antes
da irradiacdo. Como resultado, essa dosagem pré-determinada pode dar inicio a
danos em células tumorais, mas ndo em células em condicdes normais antes da

radioterapia. A permanéncia de antioxidantes pés-irradiagéo € importante a fim de
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reduzir a taxa de reparo de células tumorais que sofreram danos pela radiagao,

mas nao de células normais.

Manzi et al. (2003) realizaram uma pesquisa com a finalidade de avaliar a
acao da vitamina E como radioprotetora no processo de reparacao tecidual em
ratos, apds sofrerem um procedimento cirdrgico, que consistiu da producédo de
uma ferida na regidao dorsal anterior. Os animais foram divididos em cinco grupos:
grupo CO (controle) - constituido de animais em que foi produzida somente a
ferida; grupo VE - pré-tratamento com vitamina E (90 Ul); grupo IR - irradiacao trés
dias ap6s a cirurgia; grupo VEIR - pré-tratamento com 90 Ul de vitamina E e
irradiacao de suas bordas trés dias ap6s a cirurgia; grupo OIR - pré-tratamento
com O6leo de oliva e irradiacdo de suas bordas trés dias apds a cirurgia. A agao
radioprotetora da vitamina E foi avaliada pela coloragdo por hematoxilina-eosina
para andlise morfoldgica do tecido de granulacéo, aos quatro’sete, catorze e vinte
e um dias apds a cirurgia. A analise dos resultados mostrou que o retardo no
processo de reparacao tecidual causado por 6 Gy de radiacédo de elétrons com
feixe de 6 MeV néo ocorreu no grupo de animais que recebeu vitamina E,
mostrando-se esta substancia efetiva como radioprotetora.

Ferreira et al. (2003) testaram se vitamina E (VE) fornece protecao da
mucosa oral em pacientes que recebem radioterapia na regido de cabeca e
pescoc¢o. Para isso, cinqlenta e quatro pacientes com cancer da cavidade oral e
orofaringe foram aleatoriamente designados para enxaguar a cavidade oral com
uma solucdo contendo éleo, vitamina E ou placebo antes de cada secédo de
radioterapia (2 Gy) e novamente oito a doze horas mais tarde durante as cinco a
sete semanas de radioterapia (RT). Os autores verificaram que a vitamina E
reduziu o risco de mucosite em 36%. Dados subjetivos, no final do
tratamento, revelaram que a vitamina E diminuiu a dor em alguns pacientes
durante a radioterapia e que nado houve influéncia significativa na sobrevida dos

individuos. Assim, concluiram que a vitamina E diminuiu a incidéncia de

13



Avaliacdo- do-efeito- radioprotetor da vitamina € emv glandulay porstidas de ratos: Uma andlise movfomeétrica.
Revisdo da Literatura

mucosite oral induzida por radioterapia em pacientes com cancer de

orofaringe e cavidade oral.

A radiacdo gama é conhecida por causar graves danos cerebrais, € muitos
agentes tém sido utilizados para neuroprotecdo. Neste estudo de Erol et al.
(2003), as alteracbes nos niveis de peroxidagdao lipidica e alteragdes
histopatoldégicas em tecidos do cérebro de ratos que tiveram seu corpo todo
irradiado com provavel lesdo foram comparados aqueles que utilizaram
melatonina e vitamina E para protecdo. Utilizaram quarenta ratos em quatro
grupos iguais. O grupo controle ndo recebeu radiacdo nem medicagdo. Os demais
grupos receberam doses de 720cGy divididas em duas sec¢des com intervalo de
doze horas. O segundo grupo recebeu radiacdao, mas nenhuma medicacdo, o
terceiro recebeu radiacdo acrescido de 100 mg / kg de vitamina E por dia, e 0
quarto grupo recebeu mais 100 mg / kg por dia de melatonina durante cinco dias.
No décimo dia po6s-operatério, todos os ratos foram decapitados e espécimes
provenientes do cértex parietal foram analisados quanto as alteracoes
histopatologicas. No exame  histopatolégico, a melatonina  reduziu
significativamente as taxas de edema, necrose e degeneracao neuronal, enquanto
a vitamina E reduziu apenas a necrose. Nenhuma substancia foi capaz de evitar a
vasodilatacdo. Em conclusdo, a melatonina pode ser util na prevengdo de
alteragdes patoldgicas dos danos cerebrais secundarios, como resultado dos
radicais livres de oxigénio gerados por radiagao.

Ramos et al. (2005) avaliaram o efeito radioprotetor da vitamina E na
funcao salivar de ratos irradiados e analisaram a concentracéo de proteina total na
saliva. Nesse estudo, os autores tiveram o cuidado de avaliar este efeito em trés
tempos (quatro horas, oito dias e trinta dias ap6s a irradiacao) para observar os
danos agudos e crénicos. A partir dos dados obtidos, concluiram que a vitamina E
foi eficiente como radioprotetor na funcao salivar trinta dias apds a irradiacao e

ndo houve alteracao na concentracéo de proteina apés a mesma.
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Segundo Bairati et al. (2005), muitos pacientes com cancer utilizam
suplementos vitaminicos antioxidantes com a esperanca de melhorar o resultado
das terapias convencionais e de reduzir os efeitos adversos desses tratamentos.
Assim, um estudo randomizado foi realizado para determinar se a suplementagao
com antioxidantes vitaminicos pode reduzir a ocorréncia e gravidade dos efeitos
adversos da radioterapia e melhorar a qualidade de vida sem comprometer a
eficacia do tratamento. Este estudo duplo-cego foi realizado com 540 individuos
com cancer de cabeca e pescoco tratados com radioterapia. Estes individuos
foram divididos em grupos, sendo que um recebeu suplementacdo com a-tocoferol
(400 Ul / d), e outro recebendo B-caroteno (30mg/d) e outro placebo durante trés
anos. Ao final, puderam concluir que a suplementacdo com altas doses de a -
tocoferol e B -caroteno durante a radioterapia pode reduzir a gravidade dos efeitos
adversos do tratamento. No entanto, este julgamento sugere que o uso de altas
doses de antioxidantes como terapia adjuvante possa comprometer a eficacia do
tratamento radioterapico.

Chitra & Shiamala (2008) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar os
efeitos da radiacdo e do a-tocoferol no fluxo salivar e em parémetros salivares
selecionados de pacientes com cancer de boca. Esses pacientes foram divididos
em quatro grupos sendo, um grupo tratado com radioterapia durante trés
semanas, o segundo grupo tratado com radioterapia durante seis semanas, 0
terceiro grupo tratado com radioterapia durante trés semanas sendo suplementado
com a-tocoferol e o ultimo grupo tratado com radioterapia durante seis semanas
sendo suplementado com a-tocoferol. Toda a saliva foi coletada antes, durante e
ao final da radioterapia, e simultaneamente foi realizada a suplementacdo com a-
tocoferol nesses pacientes que pertenciam aos grupos suplementados. Foram
analisados: fluxo salivar, pH, atividade da amilase, proteina total e quantidade de
s6dio e potassio. A reducao do fluxo salivar, da atividade da amilase, de proteina
total e sddio, e o aumento do pH e potassio ocorreu no grupo tratado por
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radioterapia durante seis semanas sem suplementacdo. Quando o a-tocoferol foi
administrado, uma melhora significante nesses niveis pdde ser observada. Os
autores concluiram que os pacientes tratados durante seis semanas de
radioterapia apresentaram xerostomia. A redugdo no fluxo salivar promoveu
crescimento da microflora bacteriana e causou dificuldade na fala e degluticdo
afetando a qualidade de vida dos pacientes. O a-tocoferol aumentou o fluxo salivar
e manteve o meio bucal adequado nos pacientes com cancer de boca tratados por
radioterapia.

Wambi et al. (2008) objetivaram determinar se uma dieta usando
suplemento composto por L-selenometionina, vitamina C, succinato de vitamina E,
acido e lipdico-N-acetil cisteina poderia melhorar a sobrevida de camundongos
apos irradiacao de todo o corpo. Verificaram que o uso de antioxidantes aumentou
significativamente a sobrevida dos ratos apds exposicdo a uma dose
potencialmente letal de raios X, quando administrado antes ou apéds a irradiagao.
O pré-tratamento de animais com doses de antioxidantes significativamente mais
elevadas, resultou em um aumento de células brancas do sangue e neutréfilos em
sangue periférico quatro e vinte e quatro horas ap6s 1 Gy e 8 Gy. Observaram
também que os antioxidantes s&o eficazes na prevengéo de linfopenia periférica
somente apo6s baixa dose de radiacdo. A suplementacdo com antioxidantes foi
também associada com o aumento de células da medula 6ssea ap0s irradiacao. A
manutencdo da dieta antioxidante foi associada com uma melhor recuperacao da
medula éssea apds doses subletais ou potencialmente letais de radiacao.
Concluiram que suplementacdo oral com antioxidantes parece ser eficaz para
radioprotecéo de células hematopoéticas e melhora da sobrevida, e a modulagcéo
da apoptose é uma consequéncia do mecanismo de radioprotecdo do sistema
hematopoiético pelos antioxidantes.

Sezen et al. (2008) utilizaram ratos para determinar os efeitos da vitamina
E e da L-carnitina, individualmente ou combinadas, nos danos radioinduzidos no

cérebro e retina. Através dos dados obtidos, concordaram com os demais estudos
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em relacdo ao papel radioprotetor e antioxidante da vitamina E e da L-carnitina.
No entanto, 0 uso combinado dessas substancias ndo apresentou um aumento no

efeito radioprotetor das mesmas.

Koizumi et al. (2008) avaliaram o acido ascorbico glucosideo (AsAG) e o
monoglucosideo de a-tocoferol (TMG) I-1l, como inibidores de efeitos colaterais de
radioterapia e quimioterapia. A radioterapia foi aplicada nos pacientes com
metastase cerebral ou em coluna vertebral, os quais receberam 30Gy/10fr/2W. Os
pacientes com cancer de mama ou cancer de colo uterino receberam
quimioterapia com protocolos individuais. Os pacientes receberam por via oral de
1.0mg/kg TMG logo apds a quimioterapia ou 200mg/kg de AsAG duas a trés horas
antes de cada quimioterapia. A administracdo oral de 200mg/kg de AsAG
antecipadamente ou 1.0mg/kg TMG imediatamente apds a radioterapia ou
quimioterapia impediu os efeitos secundarios, tais como, ndusea severa, ou
diarréia frequente. Concluiram que estas vitaminas hidrossollUveis inibiram

efetivamente o efeito adverso de radioterapia ou quimioterapia.
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3. PROPOSICAO

O objetivo neste trabalho foi avaliar, por meio de analise morfométrica, o

efeito radioprotetor da vitamina E em glandulas parétidas de ratos.
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4. MATERIAL E METODOS

O projeto dessa pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica na
Experimentagdo Animal da Universidade Estadual de Campinas, sob protocolo de

ndmero 600-1.

Para a realizacdo desse estudo foram utilizados 60 ratos (Rattus
norvegicus, Albinus, Wistar), com idade entre oito e dez semanas de vida e peso
variando entre 250 — 300g, procedentes do Biotério Central da Unicamp. Durante
a pesquisa, os animais foram mantidos em gaiolas de policarbonato, em local com
temperatura e umidade controladas e com ciclo alternado de doze horas claro-
escuro. A alimentacdo dos animais constou de racdo balanceada padrdo e agua

ad libitum.
Grupos Experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos experimentais,
contendo seis animais cada, conforme descrito abaixo e, sucintamente,

apresentado na Tabela 1.

> Oleo: formado por animais que receberam trés doses de 4ml/kg de 6leo de
oliva via enteral, administradas 24, 48 e 72 horas antes da sham irradiacao;

> Oleo Irradiado: formado por animais que receberam trés doses de 4mi/kg
de 6leo de oliva via enteral, administradas 24, 48 e 72 horas antes da sham
irradiacao;

» Irradiado: formado por animais que foram somente irradiados;

» Vitamina E: formado por animais que receberam trés doses de vitamina E
(360mg/kg) via enteral, administradas 24, 48 e 72 horas antes do processo

de irradiacéao;
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» Vitamina E Irradiado: Formado por animais que receberam trés doses de
vitamina E (8360mg/kg) via enteral, administradas 24, 48 e 72 horas antes
do processo de irradiacao.

Tabela 1 — Diferentes grupos experimentais utilizados neste estudo

Grupos N2 de Dose de radiacao Tratamento
ratos Y
Oleo i _ 4 mi/kg corpéreo de
6leo de oliva
Oleo Irradiado 4 ml/kg corpéreo de
12 15 Gy
6leo de oliva
Irradiado
12 15 Gy -
Vitamina E i B 360 mg/kg corpbreo acetato

de o-tocoferol

Vitamina E Irradiado i 15 Gy 360 mg/kg corpbreo acetato

de o-tocoferol

Terapéutica

Nos animais pertencentes aos grupos Oleo e Oleo Irradiado, foram
administrados 4 ml/Kg de peso corpéreo de 6leo de oliva; enquanto que nos
grupos Vitamina E e Vitamina E Irradiado, foram administrados 360mg/Kg de peso
corpoéreo de vitamina E, diluidos 4ml/Kg de peso corpéreo de éleo de oliva . A
administracdo foi realizada via enteral, utilizando-se tubo plastico, tipo catéter,
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conectado a uma seringa de 3 ml, permitindo que as solucdes fossem depositadas

diretamente no estémago dos animais (Figura 1).

Figura 1 — Administracao via enteral das solugbes

Processo de Irradiacao

Todos os animais foram pesados e anestesiados via intramuscular, com
0,1ml/kg de peso corpéreo de solucdo de Cloridrato de Ketamina (Dopalen®
Agribrands do Brasil Ltda., Paulinea, SP, Brasil) e 0,05ml/kg de peso corpéreo de
solucéo de Cloridrato de Xylasina (Rompum®, Bayer S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil).
Depois de anestesiados, os animais foram colocados sobre a maca e
posicionados a fim de serem irradiados, sendo exposta somente a regido de
cabeca e pescoco (Figura 2). Para tanto, a dimensdo do campo de irradiagéo foi
de 30 x 30cm e a distancia focal de 100cm (Figura 3). Os animais foram irradiados
com ®°Co por meio de uma exposicdo aguda tnica de 15 Gy por meio do aparelho
Alcion CGR Il (Siemens) com uma saida de 84 cGy/min, operando com energia de

1,25 MeV. Os animais do grupo éleo e do grupo vitamina E n&o foram irradiados.
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Figura 3 — llustracdo do campo de irradiacao.
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Obtencao e Preparo das pecas

Nos tempos previamente estabelecidos de oito horas e trinta dias apds a
irradiacao, os animais foram anestesiados via intramuscular com 0,1ml/kg de peso
corporeo de solugcédo de Cloridrato de Ketamina (Dopalen® Agribrands do Brasil
Ltda., Paulinea, SP, Brasil) e 0,05ml/kg de peso corpéreo de solugédo de Cloridrato
de Xylasina (Rompum®, Bayer S.A., Sao Paulo, SP, Brasil). Em seguida, foram
removidas as glandulas parétidas dos lados direito e esquerdo e as pecas foram
fixadas em formol tamponado a 10% por no minimo setenta e duas horas. Apo6s a
obtencdo das pecas, os animais foram sacrificados por prolongamento anestésico.

Procedimento Histolégico

As pecas ja fixadas foram desidratadas em solugbes crescentes de etanol,
diafanizadas em solugéo resinosa e incluidas em historesina (Leica Historesin -
Flussigkeit, Alemanha). Cortes semi-seriados transversais com 1um de espessura
foram obtidos utilizando-se um micrétomo Leica RM 2155 (Leica - FlUssigkeit,
Alemanha) com navalha de tungsténio, de acordo com o protocolo estabelecido
pela disciplina de Histologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba —
UNICAMP. A partir de cada bloco foram obtidas trés laminas histologicas,
contendo quatro cortes alternados, com intervalo de trinta cortes entre eles. Os
cortes foram montados em |aminas, corados com Hematoxilina e Eosina, sendo

posteriormente utilizados para avaliagdo morfométrica.
Avaliacao das laminas

Os quatro cortes montados em cada uma das laminas foram utilizados para
avaliagcdo morfométrica. De cada corte foram escolhidos trés campos histolégicos,
totalizando doze campos por Iamina. Para essa analise utilizou-se 0 microscépio
de luz Zeiss (Axiolab — Zeiss — Berlim, Alemanha) com lente objetiva no aumento
de 40X, micro-camera acoplada (Sony CCD IRIS RGB Color — Japao), utilizada
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para realizagdo das fotografias, e o programa KS400 2.0 — Kontron Eletronics
(Munique, Alemanha).

Na amostragem, os campos histoldégicos foram escolhidos a intervalos
regulares, assim teve-se uma amostra representativa de cada corte (Taga, Sesso
e Pardini, 1998). As fracdes do volume glandular ocupadas pelos acinos, ductos
intercalares, ductos estriados foram determinadas por meio do método de impacto

de pontos, utilizando-se grade reticulada com &rea de 12.600um? (Figura 4).

Apés a analise exploratoria, os dados relacionados aos é&cinos, ductos
estriados e ductos intercalares foram avaliados utilizando analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey.

Figura 4 — Grades reticuladas posicionadas aleatoriamente sobre corte histoldgico.
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5. RESULTADOS

A analise morfométrica dos acinos no tempo de oito horas mostrou uma
maior quantidade dessas estruturas no grupo Oleo Irradiado seguido pelos grupos
Irradiado, Vitamina E, Oleo e Vitamina E Irradiado. Diferenca estatisticamente
significante foi encontrada somente entre os grupos Oleo Irradiado e Vitamina E
Irradiado.

No tempo de trinta dias, os grupos Oleo e Vitamina E apresentaram valores
proximos, nao diferindo estatisticamente entre si. O grupo Vitamina E Irradiado
apresentou maior quantidade de acinos quando comparado ao grupo Irradiado,
nao diferindo entre si, porém ambos os grupos apresentaram reducao significativa

na quantidade de 4cinos em relacéo ao Oleo.

Quando os grupos foram avaliados em funcdo do tempo, observou-se
reducdo significativa nos grupos Oleo Irradiado e Irradiado aos trinta dias (Tabela
2).0 grupo Irradiado e Vitamina E apresentaram uma leve redu¢do em relagdo ao
grupo Oleo Irradiado. O grupo Vitamina E Irradiado apresentou um nimero de
células reduzido em relacéo aos grupos Oleo Irradiado, Irradiado e Vitamina E.

As glandulas parétidas dos animais sacrificados trinta dias apés a irradiacao
foram submetidas & analise morfométrica, a qual mostrou o grupo Oleo com o
maior niumero de células em relacdo aos dois tempos € aos demais grupos. Os
grupos Oleo Irradiado e Irradiado apresentaram redugdo no nimero de acinos
tanto em relagdo aos animais dos mesmos grupos sacrificados apds oito horas
como em relagdo aos grupos Oleo, Vitamina E e Vitamina E Irradiado no tempo de
trinta dias. O grupo Vitamina E se manteve com o mesmo numero de células
acinares nos dois tempos, apresentando-se com maior numero dessas células em
relacdo aos grupos Oleo Irradiado, Irradiado e Vitamina E lIrradiado. O grupo
Vitamina E Irradiado também n&o se alterou entre os tempos de oito horas e trinta
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dias, mas se apresentou com o numero de acinos reduzido em relagdo ao grupo

Oleo e Vitamina E (Tabela 2).

Tabela 2 — Analise morfométrica das células acinares nos tempos de 8 horas e 30

dias ap0s a irradiagéo

Grupos

8hs

30 dias

Oleo

Oleo Irradiado

Irradiado

Vitamina E

Vitamina E Irradiado

24,57 (2,79) Bab

29,37 (3,60) Aa

27,28 (2,99) Aab

24,70 (4,80) Aab

24,03 (3,08) Ab

28,83 (2,12) Aa

21,72 (1,28) Bc

20,97 (3,93) Bc

26,96 (1,50) Aab

23,05 (1,10) Abc

As analises morfométricas dos ductos

intercalares e estriados néao

mostraram diferencas estatisticas significativas entre os grupos em ambos os

tempos estudados (Tabelas 3 e 4).

26



Avaliacdo- do-efeito- radioprotetor da vitamina € emv glandulay pardtiday de ratos: Uma andlise movfomeétrica.
Resultados

Tabela 3 — Andlise morfométrica dos ductos intercalares nos tempos de 8 horas e
30 dias apds a irradiacao

Grupos 8hs 30 dias

Oleo 2,93 (0,53) Aa 1,80 (0,39) Aa
Oleo Irradiado 3,08 (1,53) Aa 2,95 (1,23) Aa
Irradiado 3,21 (1,20) Aa 2,76 (1,72) Aa
Vitamina E 2,80 (0,80) Aa 1,44 (0,71) Aa
Vitamina E Irradiado 2,66 (1,37) Aa 2,90 (0,92) Aa
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Tabela 4 — Andlise morfométrica dos ductos estriados nos tempos de 8 horas e 30
dias ap0s a irradiagéo

Grupos 8hs 30 dias

Oleo 2,71 (1,38) Aa 2,43 (0,85) Aa
Oleo Irradiado 2,08 (0,67) Aa 2,41 (0,85) Aa
Irradiado 2,38 (1,16) Aa 3,41 (1,13) Aa
Vitamina E 3,26 (1,27) Aa 2,26 (0,94) Aa
Vitamina E Irradiado 3,36 (1,14) Aa 2,26 (0,68) Aa

Nas laminas histologicas é possivel visualizar as estruturas avaliadas

morfometricamente (Figura 5).

Exemplos das laminas histolégicas de cada um dos grupos estudados
podem ser visualizadas nas figuras 6, 7, 8, 9 e 10. No tempo de trinta dias nos
grupos Irradiado e Oleo Irradiado, percebe-se o volume e a quantidade dos acinos

reduzidos e 0 aumento do espaco entre essas estruturas.
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Ducto
Excretor

Y

Ducto
Intercal

Figura 6 — Grupo Oleo nos tempos de oito horas (A) e trinta dias (B)
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Figura 8 — Grupo Irradiado nos tempos de oito horas (A) e trinta dias (B)

A
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Figura 10 — Grupo Vitamina E Irradiado nos tempos de oito horas (A) e trinta dias (B)
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6. DISCUSSAO

A saliva é um importante componente de defesa da cavidade bucal. Por
isso, as alteragdes salivares quantitativas e qualitativas predispdem o paciente a
uma variedade de problemas que podem se desenvolver como resultado direto ou
indireto da reducgéo da producéo salivar.

A radiossensibilidade das glandulas salivares tem sido estudada a fim de se
deduzir o mecanismo da hipofuncao salivar. Isso se deve a grande preocupacgao
dos profissionais envolvidos no tratamento em manter a qualidade de vida dos
pacientes. A hipofuncédo salivar causa xerostomia desencadeando alteragdes na
microflora oral, mucosa oral e tecidos duros; além de prejudicar a mastigacao, a

degluticao, a fala e o paladar.

As glandulas salivares tém apresentado uma resposta precoce a radiacao.
Essa resposta aguda é inesperada, uma vez que as células que compdem as
glandulas sdo bem diferenciadas. Algumas hipéteses foram descritas tentando

explicar esses danos agudos radioinduzidos.

Stephens et al. (1989) apresentaram um estudo mostrando que o
comprometimento funcional agudo foi causado diretamente pela apoptose de
células acinares, e nao pelo resultado de processos inflamatérios e circulatérios

comprometidos durante as injurias vasculares.

Em 1984, Abok et al. sugeriram que a radiosensibilidade das glandulas
salivares estaria relacionada a presenca de granulos secretores ricos em metais
pesados (Zn, Fe e Mn) revelando maior sensibilidade a radiacdo, devido a inducao
provocada pela catalisacdo de metais na peroxidacdo lipidica pela radiagédo
ionizante. Peter et al. (1995) investigaram esta hip6tese estimulando a
degranulacdo de &acinos das glandulas salivares, prévia a irradiagdo, com
isoproterenol. Observaram que a recuperacado da fungcdo glandular € atribuida

predominantemente pelo estimulo que o isoproterenol causa na regeneracao
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celular e ndo pela acado de degranulacao e remocao desses ions metalicos das
células. Nagler et al. (1998b) também avaliaram a capacidade protetora da
degranulacdo e concordam com Peter et al. (1995), concluindo que existe outro
mecanismo de dano as glandulas submandibulares, que nao esta relacionado a

presenga de ions metalicos nos granulos de secre¢ao.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que, de acordo com
a andlise morfométrica, houve uma redugcdo no numero de acinos no tempo de
trinta dias, quando comparado ao tempo de oito horas, tanto no grupo irradiado
quanto no grupo Oleo irradiado, ou seja, o efeito crdnico da radiagdo gama nas
glandulas parétidas foi a redu¢dao do numero de acinos e nao a proliferacao celular
observada no estudo de Peter et al.,, em 1995. Ressalta-se que essa proliferacao
observada nesse estudo, segundo esses autores, foi devido a acdo do
isoproterenol que foi usado com o objetivo de causar a degranulagdo dos acinos.
Ainda com relacdao ao maior numero de acinos observado nesses grupos oito
horas ap6s a irradiacdo, quando comparado aos demais grupos, sustenta a
afirmacdo de Konings et al. em 2005, que citam ndo haver perda celular nos
primeiros dias apés a irradiacdo. Em outro estudo, (Peter et al.,, 1994), em que a
atividade proliferativa foi medida em funcdo do tempo, os ductos intercalares
apresentaram proliferacdo celular a partir do terceiro dia, e seis dias apos a
irradiagdo, a atividade proliferativa foi observada em &cinos e nos tubulos
granulares convolutos. Quando se avalia o grupo Vitamina E, observa-se um
aumento no numero de acinos, indicando uma acao benéfica deste anti-oxidante
na glandula. Ja no grupo vitamina E irradiado ndo houve aumento no numero de
acinos, entretanto, esta diferenca nao se apresentou estatisticamente significante
entre os tempos oito horas e trinta dias e nem quando se compara o0 grupo
Vitamina E com o grupo Vitamina E irradiado no tempo de trinta dias. Como neste
grupo foi utilizado um agente reconhecidamente danoso, justifica-se o menor
namero de acinos, no entanto, pode-se sugerir que a Vitamina E atuou neste

grupo como radioprotetor para essas estruturas. Esse efeito danoso da radiagao
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pode ser observado na redugéo significante do nimero de acinos nos grupos Oleo
Irradiado e Irradiado entre os tempos de oito horas e trinta dias.

Avaliando-se agora os resultados para os ductos intercalares observa-se
que a citacao de Konings et al, em 2005, de que nao ha perda celular nos
primeiros dias ap0s a irradiagdo também €& verdadeira, uma vez que essas
estruturas apresentam-se em maior nimero nos grupos Oleo Irradiado e Irradiado,

quando comparados aos demais grupos.

Os ductos estriados assim como os ductos intercalares, ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante entre todos os grupos nos dois tempos
avaliados. Entretanto, observa-se que para o tempo de oito horas, a Vitamina E
apresentou efeito radioprotetor, uma vez que no grupo Vitamina E Irradiado houve
maior nimero de ductos estriados em comparagdo ao grupo Oleo Irradiado.
Também como no caso dos acinos, no tempo de trinta dias, embora nao se tenha
maior numero de ductos estriados no grupo Vitamina E Irradiado em comparacao
ao grupo Vitamina E, deve-se considerar que o primeiro sofreu acao danosa da
radiacao.

Uma vez que as estruturas avaliadas sdo constituintes da glandula parétida,
estes tém papel fundamental na fisiologia dessa estrutura. Assim, danos nesses
constituintes afetardo a funcao da glandula, ou seja, a produgéo de saliva e fluxo

salivar.

Na pesquisa realizada por Coopes et al. (1997) nos tempos tardios a taxa
de fluxo salivar foi significantemente menos diminuida ap6s o tratamento prévio
com fenilefrina e metacolina. Neste caso a degranulacéo foi realizada por drogas
sialogogas que protegeram as glandulas parétida e submandibular do dano tardio
radioinduzido, porém tal efeito ndo estava atribuido a prévia degranulacao das
células secretoras, e sim devido a ativagdo de mensageiros relacionados aos
receptores destas drogas. Em 2001, os mesmos autores continuando seus

estudos com essas drogas, encontraram resultados mostrando que a combinagao
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de fenilefrina com metacolina reduziu os danos causados pela radiagdo em todas

as fases (precoces e tardias), em relacao ao fluxo salivar.

O problema dessas hipéteses é que ja foi demonstrado ndo ocorrer perda
celular nos primeiros dias apds a irradiacdo, mas ha reducéo drastica do fluxo
salivar. Isso ocorre, pois a secrecao aquosa € seletivamente prejudicada na fase
aguda, devido as alteracbes na permeabilidade e fluidez das membranas
plasmaticas. Assim, embora nido haja perda celular, a fungéo celular esta alterada.
A hipofungdo das glandulas salivares pode ser melhorada pelo tratamento
profilatico com receptores agonistas especificos. O mais provavel mecanismo de
acao que explica a enigmatica radiosensibilidade precoce para efeitos da radiagao
€ seletivo para o dano a membrana plasmatica de células secretoras, perturbando
receptores muscarinicos e estimulando a secrecdo aquosa. Mais tarde o dano se
deve principalmente a classica morte das células progenitoras mitéticas, levando a
uma dificuldade em substituir as células secretoras, mas também é causado por
danos ao meio extracelular, impedindo o bom funcionamento celular (Konings et
al., 2005).

Neste estudo foi preconizada a metodologia utilizada por Ramos et al.
(2005). No trabalho desses autores ndo houve reducdo do fluxo salivar na fase
aguda nos grupos estudados. A vitamina E foi eficiente no seu efeito radioprotetor
no tempo de trinta dias e o grupo Vitamina E Irradiado manteve o fluxo salivar
estavel nesse momento. No presente estudo, 0 numero de acinos apresentou-se
reduzido nos grupos Oleo Irradiado e Irradiado trinta dias apds a irradiacdo, em
relacdo a fase aguda (oito horas), e o fluxo salivar nesses grupos, no estudo de
Ramos et al. (2005), também se mostrou reduzido no mesmo tempo. O grupo
Vitamina E Irradiado ndo apresentou alteracdo significativa no nimero de acinos,
concordando mais uma vez com o trabalho de Ramos et al. (2005), mostrando a

acao da vitamina E protegendo os &cinos e mantendo o fluxo salivar.

O controle do fluxo salivar também pode ser conseguido com a utilizacdo da
radioterapia tridimensional de intensidade modulada (IMRT). Como os danos
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radioinduzidos sdo dose-dependentes, a IMRT apresenta essa protecdo no fluxo
salivar. Com a capacidade de direcionar bem o feixe para a regido tumoral, a dose
de radiacao que atinge as glandulas é menor que na radioterapia convencional. A
reducao do fluxo salivar se apresenta exponencial, numa razao aproximada de 4%
por Gray de dose média na glandula parétida (Chao et al., 2001). Infelizmente,
esse tipo de radioterapia é realizado por aparelhos de alto custo e sua
disponibilidade ainda é limitada. A radioterapia convencional para tratamento de
cancer de cabeca e pescoco inclui doses fracionadas que totalizam 50 a 70 Gy de
exposicao, e as glandulas parétidas sdo expostas a doses maiores que 60 Gy,
ocorrendo danos permanentes sem recuperag¢ao da hipofuncao glandular (Dobbs

et al., 1999).

Felemovicius et al. (1995) apresentaram um estudo em que os resultados
estdo de acordo com os dados encontrados no presente estudo, mostrando o
efeito radioprotetor da vitamina E em intestino de ratos. Nesse caso, o acetato de
a-tocoferol e o fosfato de a-tocoferol foram colocados diretamente no intestino dos
animais. Tomou-se esse cuidado, pois segundo os autores a radioprotecdo da
vitamina E é mais pronunciada quando sua aplicacao é tdpica, no caso da mucosa
intestinal. Mas, o enriquecimento da dieta com vitamina E, em longo prazo,
promove uma protegao significante na mucosa intestinal em relagdo aos efeitos
agudos da radiacado. Nesse contexto, a interpretacao dos resultados dos efeitos no
[imen intestinal através do pré-tratamento via oral é ambigua. A absorcado da
vitamina E ocorre pela via intestinal e pelo sistema circulatério, se concentrando
nos lipideos da membrana bilipidica. Assim, quando administrada via oral, a
absorcdo da vitamina E parece ser incompleta. Entretanto, os autores concluem
que apesar de nao ser possivel clinicamente realizar essa aplicagdo topica na
mucosa intestinal, altas doses de vitamina E ndo apresentam efeitos colaterais,
podendo entdo ser utilizada. Em relacdo a essa administracdao de altas doses de
antioxidantes, Bairati et al. (2005) sugerem que seu uso adjuvante pode
comprometer a eficacia do tratamento radioterapico.
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A vitamina E também mostrou sua radioprotecdo diminuindo a incidéncia de
mucosite radioinduzida (Sagowski et al., 2003), na reparacao de feridas abertas
irradiadas com dose unica de 6 Gy, (Manzi et al., 2003) e sendo capaz de evitar
necrose em danos cerebrais radioinduzidos (Sezen et al., 2008) de ratos
irradiados, o que foi constatado por analises histolgicas (Erol et al., 2003). Esse
efeito radioprotetor também foi observado em medulas ésseas de ratos irradiados,
em que a suplementagédo oral com antioxidantes incluindo a vitamina E pareceu
ser eficaz na protecdo de células hematopoiéticas, através da modulacdo da
apoptose, e na melhora da sobrevida dos animais (Wambi et al., 2003). Esse
efeito na melhora da sobrevida p6de ser verificado em pacientes tratados com
quimioterapia e radioterapia na regido cerebral e coluna vertebral. A administragdo
prévia de acido ascorbico glucosideo e monoglucosideo de a-tocoferol, impediram
efeitos secundarios como nausea severa e diarréia freqlente (Koizumi et al.,
2008). Bairati et al. (2005) também observaram a reducdo da gravidade dos
efeitos adversos do tratamento quando ha suplementacdo com altas doses de a-
tocoferol e B-caroteno.

E evidente o efeito radioprotetor da vitamina E nesses estudos, mas é
importante se estabelecer uma dosagem para os antioxidantes, afim de que ocorra
um efeito anti-tumoral nas células cancerigenas, mas ndo em células normais
antes da radioterapia (Prasad et al. 2001, 2002).
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7. CONCLUSAO

Dentro das condicbes experimentais utilizadas, conclui-se que a
vitamina E demonstrou efeito radioprotetor em glandulas parétidas de ratos
irradiados.
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