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RZ:’S’U.’MO

O objetivo desta pesquisa foi verificar o efeito radioprotetor de uma
formulacao homeopética feita a base de radiagdo X e outra fitoterapica, a base de
6leo de copaiba, comparando-as com a vitamina E. Foram observados os efeitos
destas substancias sobre a fungdo salivar e a morfologia da glandula parétida, em
ratos irradiados com radiacao X. Para tanto, foram utilizados 200 ratos divididos
nos seguintes grupos (n=>5): G1 que recebeu NaCl 0,9% (controle - sham) e nao
foi irradiado; G2 — recebeu NaCl 0,9% + irradiacao; G3 — recebeu suspensao de
acetato de dl-alfa-tocoferol (vitamina E) 40mg/kg/vo/dia; G4 — recebeu vitamina E
na mesma dosagem do G3 + irradiacao; G5 — recebeu a homeopatia de radiacao X
dinamizada a 15 CH 1mL/kg/vo/dia; G6 — recebeu a mesma homeopatia +
irradiacdo; G7 — recebeu oleo de copaiba 2g/kg/vo/dia e G8 — recebeu dleo de
copaiba na mesma dosagem + irradiacdo. Todos os tratamentos foram mantidos
por sete dias. Ao final deste periodo, os animais foram anestesiados, posicionados
no acelerador linear e, com excegao dos grupos 1, 3, 5 e 7, receberam 15Gy de
radiacdo X. Os tratamentos foram mantidos por mais sete dias apos a irradiagao.
Apods 12 horas, 3, 10, 17 e 24 dias da irradiacao, os animais foram submetidos a
anestesia, a secrecao salivar foi estimulada com pilocarpina e a saliva coletada por
30 minutos. Imediatamente apds a coleta da saliva, os animais foram sacrificados
por aprofundamento da anestesia e as glandulas salivares, cuidadosamente
dissecadas. As glandulas salivares foram submetidas a inclusdo em parafina. Apds
processamento, foram feitos cortes (6 um) e submetidos a coloracdo HE. Foram
obtidas fotomicrografias para avaliacdo das glandulas parétidas. A andlise
histomorfoldgica das glandulas mostrou um aumento da desorganizacao estrutural
com o passar dos tempos nos animais irradiados, independente do tratamento

utilizado, enquanto que as glandulas dos animais nao irradiados mantiveram-se
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integras. Foi possivel observar que, de uma maneira geral, os tratamentos nao
afetaram a producao salivar tanto nos animais irradiados quanto nos nao
irradiados. Além disso, foi possivel observar que apds 10 dias da irradiacdo houve
recuperacao significativa da producao salivar, independentemente dos tratamentos
utilizados e a lag phase nao foi afetada pelos tratamentos, nem pela irradiacao.
Pode-se concluir que quantitativamente a formulacao homeopatica feita a base de
radiacdo X, a formulagao fitoterapica feita a base de dleo de copaiba e a vitamina
E ndo se comportaram como um radioprotetor nas glandulas parétidas e na sua

funcao.

Palavras-chave: radiacdo ionizante, glandula salivar, dleo de copaiba, formulacdo

homeopatica e vitamina E.
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The aim of the present study was to observe the radioprotective effect of a
homeopathic formulation (X rays) and a phytotherapeutic formulation based on
copaiba oil, comparing both with E vitamin. The effect of these formulations over
the salivary function and the morphology of parotid gland were observed in rats
irradiated with X radiation. One hundred-sixty rats were divided into the following
groups (n=5): G1 — received 0.9% NaCl (Control — sham) and it was not
irradiated; G2 - received 0.9% NaCl and it was irradiated; G3 - received
40mg/kg/vo/dia dl-alpha-tocopherol (E vitamin) suspension; G4 — received the
same E vitamin dose and it was irradiated; G5 — received a 15 CH dynamized
homeopathic formulation of X rays 1mL/kg/vo/dia; G6 — received the same
formulation and it was irradiated; G7 — received a formulation of 2g/kg/vo/dia
copaiba oil and G8 — received the same formulation and it was irradiated. All
treatments were kept during seven days. After this period, all animals were
anesthetized, positioned in a linear accelerator and, except for groups 1, 3, 5 and
7, groups received 15 Gy of X radiation. The treatments were kept more seven
days after irradiation. After 12 hours, 3, 10, 17 and 24 days from irradiation, all
animals were submitted to general anesthesia; the salivary secretion was
stimulated with pilocarpine and then collected during 30 minutes. Right after the
saliva collection, the animals were killed by the same anesthesia and the salivary
glands were carefully dissected and submitted to routine histological techniques.
Six micrometers slices were stained with HE technique and photomicrographies
were obtained from parotid glands. The histomorphological analysis showed an
increased structural disorganization along time in the irradiated animals,
independently of the treatments, while the glands of the non-irradiated animals

remained sound. It was possible to observe, generally, that the treatments did not
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affect the saliva production in both irradiated and non-irradiated animals. Besides,
after 10 days from the irradiation, a significant recovering on saliva production was
verified independently of the treatments. The lag phase was not affect by the
treatments or by the irradiation. We concluded that the treatments did not act as

radioprotective agents in the parotid gland.

Key words: Ionizing radiation, salivary glands, copaiba oil, homeopathic

formulation and vitamin E.
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1 -l ntroducdo

O tratamento de tumores da regidao de cabeca e pescoco por meio da

radioterapia causa uma série de efeitos adversos, em decorréncia da irradiacao de
estruturas adjacentes a esta regido, tais como as glandulas salivares. Complicacoes
como a xerostomia, mucosites, osteorradionecrose, perda do paladar, disfagia e
caries dentais, sao alguns dos efeitos colaterais decorrentes das alteragdes na
estrutura e funcdo das glandulas salivares, os quais sao causados, na maioria das

vezes, pela diminuigao do fluxo salivar (Coppes et al., 2002).

Os efeitos agudos decorrentes da irradiacao consistem em alteracoes
histoldgicas como desorganizacao das células serosas, necroses, perda focal das
células acinares e inflamacdes agudas que sao observadas durante as primeiras 24

horas em humanos. Além disto, as alteragdes funcionais também tem sido alvo de



diversos estudos, como o de Nagler et a/. em 1993, que avaliaram funcionalmente
as glandulas parotida e submandibulares durante as primeiras 24 horas apds a
irradiacdo com dose Unica de 15 Gy de radiacdo X na regido de cabega e pescoco

de ratos.

A patogénese do dano as glandulas salivares maiores apds os efeitos
cumulativos da radioterapia, segundo Nagler (2002), envolve desde uma injuria
celular até um dano subletal ao DNA, que se manifesta e se torna letal em uma
fase tardia. Dessa maneira, no momento em que as células acinares progenitoras
seguem para fase reprodutiva e para o restabelecimento do parénquima, elas
degeneram. Os agentes envolvidos neste processo de morte celular tardia sao os

radicais livres na presenca de ions celulares como o ferro e o cobre.

O desenvolvimento de radioprotetores efetivos e farmacos utilizados
para recuperacao apods irradiacdo tém grande importancia, devido sua potencial
aplicacao em exposicao a irradiacao planejada, como a radioterapia, por exemplo,

ou naquela nao planejada como na industria nuclear (Arora et al,, 2005).

Numerosos farmacos sintéticos e de origem natural, tais como
antioxidantes (Kumar et al, 2002), imunomodulatores (Furuse et al, 1997;
Guenechea et al., 1997; Landauer et al., 1997), compostos sulfidrilicos (Ramnath
et al., 1997; Weiss, 1997), lipopolissacarideos e prostaglandinas (Van Buul et a/.,
1999; Riehl et al, 2000), vitaminas A, C e E (Haranpanhalli et a/, 1994) entre
outros, tém sido testados em modelos in vitro, in vivo e em ensaios com humanos
para minimizar injurias causadas pela exposicao a radiacao ionizante em doses

subletais e sobreletais (Arora et al., 2005).

Entre os radioprotetores moleculares, o WR-2721 [S-2-(3-aminopropil-



amino) acido etil-fosforotioico], também conhecido como amifostina, ethiophos
(EUA) ou gammaphos (antiga URSS), é a droga radioprotetora mais
profundamente estudada, sendo inicialmente desenvolvida no Instituto de
Pesquisas Walter Reed Army, nos EUA, sob os auspicios do programa de
desenvolvimento de drogas antirradiacdo do exército americano. Entretanto, os
efeitos radioprotetores dos compostos fosforotioatos, incluindo a amifostina, sao
de curta agdo e associados com efeitos adversos graves, tais como nausea,
vomitos, diarréia, hipotensao, hipocalemia, nefro e neuro-toxicidade, em doses
clinicamente efetivas. Estas limitacdes tém restringido grandemente o uso clinico
destes farmacos. A despeito destes problemas, a amifostina (Ethyol®) é o Unico

radioprotetor aprovado pela FDA (Arora et al., 2005).

A eficacia do tratamento homeopatico (beladona CH7 e RX CH15) nas
reacOes da pele durante a radioterapia de cancer de mama (radiodermatite aguda)
foi estudada por Balzarini et a/ (2000). Este estudo duplo cego ao acaso,
envolvendo 66 pacientes que foram operadas de cancer de mama e submetidas a
radioterapia, mostrou que houve uma tendéncia de melhora com a homeopatia,

embora nao estatisticamente significante, em relagao ao placebo.

O Odleo-resina de copaiba ja demonstrou varias acdes farmacoldgicas,
tais como atividade antinoceptiva (Gomes et al., 2007), protetor e regulador do
trato gastrintestinal e anti-ulcerogénico (Paiva et al., 2004), anti-inflamatorio (Lima
et al., 2003), estimulador da cicatrizacao (Paiva, et al. 2002) e antioxidante (Paiva

et al., 2004), razao pelo qual foi escolhido para ser avaliado.

Até o presente momento, ndo foi relatado um Unico agente que
preencha todos os requisitos para um radioprotetor ideal, isto é, que produza
toxicidade nao cumulativa ou reversivel, ofereca protecao por longo periodo, tenha

um prazo de validade de 2 a 5 anos e possa ser facilmente administrado (Coleman



et al, 2003). Em vista disso, continua a procura por agentes radioprotetores

novos, menos toxicos e mais eficazes.

Sendo assim o presente estudo teve como finalidade, testar e comparar
com a Vitamina E (considerada como substancia radioprotetora), um medicamento
homeopatico, feito a partir da prépria radiacdo ionizante, e um extrato a base do

oleo de copaiba.



2 -ngisdo de Literatura

2.1-Efeito da Radiacao Ionizante sobre as Glandulas Salivares

Existem numerosas glandulas no rato albino (Rattus norvegicus albinus)
da linhagem Wistar — frequentemente usado como modelo experimental — que
excretam saliva para a cavidade oral (Thompson, 1933). Estudos comparativos
entre as glandulas salivares do homem e deste tipo de animal indicaram
semelhangas sob o ponto de vista histoldgico, fisioldgico e sobre o tipo de acao e

secrecao enzimatica (Cheyne, 1939).

A glandula parétida no rato é uma glandula de secrecdo exocrina
composta por células serosas (Wescott & Shannon, 1974), a semelhanga do que

acontece no humano.



A terapéutica por irradiacdo para os tumores de cabega e pescoco
comumente resulta em diminuicao do fluxo salivar e desconforto para os pacientes
devido aos danos as glandulas salivares (Franzen et a/., 1992). De acordo com
Nagler, Baum & Fox (1993b) o dano radio-induzido as glandulas salivares tem sido
reconhecido ha mais de 80 anos. No entanto, o mecanismo responsavel pela

destruicao do parénquima glandular ainda esta desconhecido.

A secrecdo salivar é essencial para manutencdo da saude bucal, uma
vez que a xerostomia acarreta uma série de efeitos colaterais secundarios, levando
a uma diminuicdo na protecao dos tecidos bucais contra injurias, alterando a
microbiota oral, aumentando o indice de caries e a incidéncia de candidiase, além
de dificultar a fala, mastigacao e degluticao, diminuindo a qualidade de vida dos
pacientes (Nagler, 2002; Takagi et al., 2003).

De acordo com O Connell (1999), a xerostomia se desenvolve na
primeira semana da radioterapia, € progressiva e seus efeitos sao devastadores. O
mecanismo exato de injdria aos tecidos ainda é incerto, mas estudos
experimentais em animais vém sendo realizados para prevenir ou aliviar a

hipofuncao salivar decorrente da irradiacao.

A funcao salivar pode ser preservada pela reducao da dose de radiacao
as glandulas, pelo uso de agentes radioprotetores ou através da Terapia com
Intensidade Modulada de Radiacao (IMRT). A IMRT é uma nova modalidade de
tratamento radioterapico que permite apenas a irradiacao das células tumorais,
protegendo as células e tecidos circunjacentes através do mecanismo de

deslizamento de laminas de chumbo (Amosson et a/., 2002; Chao, 2002).



Os efeitos agudos provocados pela radiacao consistem em alteracoes
histoldgicas como desorganizacao das células serosas, necroses, perda focal das
células acinares e inflamacdes agudas que sao observadas durante as primeiras 24
horas em humanos. Além disto, as alteracoes funcionais também tem sido alvo de
estudos, como o de Nagler et al (1993a), que avaliaram funcionalmente as
glandulas pardtida e submandibulares durante as primeiras 24 horas apds a
radiacdo Unica de 15 Gy de radiagdo X na regidao de cabeca e pescoco de ratos. O
fluxo salivar das glandulas parétida e submandibular foi medido nos tempos de
0.5, 1, 4 e 24 horas apds a irradiacdao, sendo observado que nao houve alteragbes
significantes no fluxo salivar em nenhum dos tempos na glandula submandibular,
enquanto que na glandula parétida nos tempos de 0,5 a 4 horas, foi verificada a
reducdo de aproximadamente 42% até as 4 horas. Em relagdo ao peso glandular,
0s autores observaram que apds 1 hora ja havia diferenga entre o grupo irradiado
e o controle, sendo que, apds 24 horas, a diferenca de peso foi aproximadamente
23% menor para o grupo irradiado. Nao houve diferenca na concentracao de
proteinas na composicao da saliva, porém o nivel de sédio no grupo irradiado foi

significantemente menor que o controle até as 24 horas.

A radiagdo ionizante determina alteragdes estruturais significativas nas
células acinares, refletindo consequentemente em alteracdes na fisiologia normal
destas glandulas. Anderson et a/. (1981) avaliaram a patofisiologia da glandula
parotida de pacientes com cancer que foram submetidos a tratamento por
radioterapia. Foram avaliados cinco pacientes com cancer na regiao de cabega e
pescoco, submetidos a radiacao mista de raios gama e néutrons, sendo colhidas
amostras de saliva da glandula parétida antes do tratamento até a sua completa
auséncia. Verificaram que a radiacdo reduziu consideravelmente o fluxo salivar,
como consequéncia da destruicao das células acinares. As proteinas estudadas nao

apresentaram alteracao, nao sendo verificada, também, alteracdo na concentragao



da amilase. Entretanto, as concentracdes de sodio e cloreto apresentaram um
aumento significante na fase inicial do tratamento, porém com a progressao do

tratamento a concentracdo destas substancias foi reduzida.

Ainda em 1981, Mossman et al., estudaram o efeito da radioterapia no
fluxo salivar, na concentracao de proteinas e na atividade da amilase salivar na
glandula parétida de humanos submetidos a radioterapia com radiacao gama por
Co®. A avaliacdo foi realizada antes da radioterapia e em intervalos semanais. Os
pacientes foram divididos em trés grupos: irradiado, incluindo no campo de
tratamento as glandulas parétidas (A); irradiado sem englobar a regido da parétida
(B) e o grupo controle nao irradiado (C). Foi possivel observar que antes do
tratamento todos os parametros avaliados encontravam-se similares aos do grupo
controle normais. No grupo A, houve diminuigao significativa no fluxo salivar e na
taxa de proteina total na 1° semana de tratamento. Para o grupo B a taxa de fluxo
salivar, proteina total e atividade de amilase foram similares aos do grupo C antes
e apods 3 semanas de tratamento. Os autores sugeriram que as proteinas salivares

da parétida ndo sdo igualmente afetadas pelo tratamento radioterapico.

A composicao e taxa de secrecao de amostras de saliva produzidas por
glandulas parétidas, submandibulares e sublinguais de ratos irradiados foram
objetos de estudo de Vissink et a/, em 1990. Os animais foram expostos a doses
Unicas de raios X, variando de 5 a 20 Gy, e sua salivacao foi estimulada pela
administracdo de pilocarpina antes e de 1 a 30 dias apds a irradiacdao. As
concentragdes de sodio, potassio, fosfato e amilase foram medidas, assim como o
fluxo salivar e a fase lag (periodo entre a injecao de pilocarpina e o comego da
producao de secrecao). Doses maiores provocaram reducao do fluxo salivar e da
concentracdo de ions sddio, ao passo que as concentracdes de ions potassio e

calcio ndo mostraram relagdo direta com a dose absorvida. As alteracdes na fase



lag e quantidade de amilase foram maximas no 3° e 100° dias, respectivamente,
apos a irradiacdo. Mudangas irreversiveis em relacao ao fluxo salivar, a fase lag e
as concentracbes de potassio e sédio foram causadas por doses iguais ou
superiores a 10 Gy, sendo que a expressao maxima destas alteragbes ocorreu a
partir de 15 Gy. Os autores concluiram que as trés glandulas salivares maiores
demonstraram grande sensibilidade aos efeitos deletérios da radiacdo, nao

diferindo significativamente em relacdo as alteragdes funcionais.

A funcao da glandula parétida de pacientes que se submeteram a
radioterapia na regidao de cabeca e pescoco foram avaliadas por Franzen et al.
(1992). Os grupos foram divididos de acordo com a dose recebida, sendo que o
primeiro recebeu menos que 46 Gy, o segundo entre 47-52 Gy e o terceiro com
dose total de 65 Gy ou mais. As amostras de saliva foram colhidas antes e
semanalmente durante o tratamento radioterapico. Inicialmente, ja na primeira
semana de tratamento, uma diminuicao evidente na taxa de secregao salivar foi
observada nos trés grupos. As alteracdes encontradas ao final da radioterapia no
10 grupo foram continuamente melhoradas durante o acompanhamento de 18
meses. No 2° grupo a taxa de secrecdo salivar média foi de 21% e 25% em
relagdo ao valor inicial, respectivamente aos 6 e 12 meses apds o final do
tratamento. Doses a partir de 65 Gy causaram depressao irreversivel na fungao de

uma vasta maioria de glandulas irradiadas.

Nagler et al (1993b) avaliaram os efeitos de diferentes doses de
radiacdo nas glandulas salivares maiores de ratos. Foram medidos os pesos
glandulares, peso corpéreo e saida de fluxo salivar no 3° e 400 dia apds a
irradiacdo com exposicao aguda Unica de 2.5, 5, 7.5, 10 e 15 Gy de radiacao.
Houve uma reducdao tanto no peso das glandulas pardtida e submandibular,

quanto no peso corporal dos animais nos dois tempos avaliados, que se



comportaram de maneira dose dependente. Foi observada também uma redugao
dose dependente na funcdo da pardtida 3 dias apds a irradiacdo, sendo esta
significativa somente com a dose de 15 Gy, em que o fluxo salivar foi reduzido em
69%. Na glandula submandibular, entretanto, ndo foi observada redugdo. No 40°
dia, a reducao no fluxo salivar estava presente em ambas as glandulas. Com uma
dose de 15 Gy, o fluxo salivar da parétida foi reduzido em 56% quando comparado
com o grupo controle. A reducdo maxima na fungdo da submandibular foi
encontrada com uma dose de 10 Gy, havendo diminuicdo de 56% quando

comparada com o grupo controle.

Ainda em 1993, Valdez et al avaliaram os efeitos da radiacao e a
composi¢ao quimica da saliva nas glandulas salivares maiores em 50 pacientes
com xerostomia radioinduzida apdés dose média de 60Gy, comparando com
pacientes sem sintomas do grupo controle. A andlise quimica incluiu proteina
total, lisozima, lactoferrina, sddio, cloro e potassio. A medida do fluxo salivar foi
significativamente reduzida nos pacientes quando comparados com o controle. A
concentracdo de proteina total ndo diferiu significativamente entre os grupos,
irradiado e controle; a concentracao de sodio estava aumentada, porém nao
significativamente; o conteldo de cloro estava significativamente elevado na
parétida e na submandibular/sublingual; na concentracdo de potassio ndo houve

diferenca entre os grupos.

Leslie e Dische (1994) observaram, em um estudo realizado com 47
pacientes, que estavam sendo tratados com radioterapia radical, onde as glandulas
pardtidas apresentam maior sensibilidade a radioterapia quando comprada com
outras glandulas salivares e que a redugao no fluxo salivar é dependente tanto da

dose quanto da proporcao da glandula incluida na direcdo do campo de radiagao.
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Nagler et al, em 1996, compararam os efeitos da restricao da ingestao
de 4agua e racao na funcdo salivar das glandulas pardtida e
submandibular/sublingual de ratos com os efeitos da exposicao a uma dose Unica
de 15 Gy de radiacao X. O peso corpdreo e o fluxo salivar estimulado foram
medidos 4, 8, 11 e 14 dias ap0s a irradiacao. Os animais foram divididos em trés
grupos: controle, irradiado e nao irradiado, cuja alimentacao era semelhante
aquela dos animais do grupo irradiado. Foi observado que o peso dos animais
irradiados, bem como dos animais nao irradiados, cuja alimentacao era restrita, foi
significativamente menor que o peso dos animais do grupo controle. O grupo
controle apresentou ganho continuo de peso nos dias do experimento. Os ratos
irradiados e nao irradiados com alimentagao restrita mostraram uma redugao
significante do fluxo estimulado da parétida quando comparado com o grupo
controle no 49, 89 e 11° dia. No 14° dia foi observado um aumento na fungao
salivar e este nao diferiu significativamente do grupo controle. Em geral, a funcao
salivar da glandula submandibular/sublingal ndo foi significativamente afetada nos
grupos avaliados, apenas o fluxo total do grupo irradiado no 11° dia foi
significativamente menor do que no grupo controle. Os resultados desse trabalho
sugerem que os efeitos precoces nas glandulas salivares sao em parte resultantes

da capacidade limitada de ingestao apds a irradiagdo.

O mecanismo que ocasiona a hipofungdo das glandulas salivares em
decorréncia da irradiacdo ainda ndao é bem esclarecido (Nagler et al,, 1997a). Em
decorréncia disto, estes autores avaliaram os danos ocasionados pela radiacao
com o mecanismo de oxi-reducdo do cobre e do ferro, avaliando também a funcao
radioprotetora de estimulantes salivar. Foram utilizados ratos irradiados (15 Gy) na
regiao de cabeca e pescoco, nos quais foram administrados 90 minutos antes,
solucao salina contendo pilocarpina e/ou ciclocitidina. Apds dois meses a fungao

das glandulas submandibular e parétida foram avaliadas, sendo também realizada
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uma avaliacdo ultraestrutural do tecido glandular, além de uma avaliacdo da
quantidade de ferro e cobre através da espectofotometria por absor¢do atémica.
Como resultados, observou-se que a radiagao ionizante provocou uma marcante
perda de funcdo das glandulas salivares, sendo que o tratamento com a
ciclocitidina apresentou um efeito radioprotetor somente na glandula paroétida,
enquanto que a pilocarpina nao apresentou efeitos protetores significante em
nenhuma das glandulas. Na composicao da saliva, verificou-se que na glandula
pardtida observou-se uma grande quantidade de ferro e cobre, enquanto que na
saliva da glandula submandibular ndo foi detectado nenhum metal. Observou-se
também que a saliva da glandula parétida apds estimulagdo com pilocarpina
apresenta um alto nivel de metal com oxi-reducao, ao contrario da saliva da
glandula submandibular, levando a concluir que a radioprotecdo exercida na
glandula parétida da oxi-reducao pelo cobre e pelo ferro, parece ser em
decorréncia da secrecdo destes metais para fora da célula na saliva da glandula

pardtida, provocando uma degranulacao.

Coopes et al. (1997) revisaram o conceito da degranulagdo dos acinos
avaliando a fungdo das glandulas salivares apos 1, 3, 6, 10 e 30 dias pds-
irradiacdo. Os animais foram tratados previamente com farmacos sialogogos
isolados ou em associacao antes da irradiacao local com dose Unica de 15 Gy de
radiacdo X. A irradiacdao resultou num maior atraso para o inicio da salivacdo e
diminuicdo 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 reducao do fluxo salivar na glandula parétida, respectivamente em tempos
precoces e tardios, quando comparado com o grupo apenas irradiado. Os autores
puderam concluir que o tratamento com fenilefrina e em maior extensao

metacolina mais fenilefrina, previamente a irradiacdao, protegeu ambas as
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glandulas parétida e submandibular do dano tardio radio-induzido, porém tal efeito
nao estava atribuido a prévia degranulacdo das células secretoras, e sim devido a

ativacao de mensageiros relacionados aos receptores destas drogas.

Nagler et al (1998a) avaliaram a taxa de fluxo salivar individual da
parotida e submandibular aos 3, 6, 9 e 12 meses apos doses Unicas de radiacao
2.5, 5 7.5, 10 e 15 Gy de radiacdo X. Aos trés meses houve uma reducdo
significativa no fluxo salivar da parétida para doses iguais ou acima de 5 Gy. No
periodo compreendido entre 6 e 9 meses também houve alteracao, porém aos 12
meses todos os grupos mostraram reducdes significativas na salivacdo da glandula
parétida, incluindo uma redugdo média aproximada de 40% com uma dose Unica
de 2.5 Gy, enquanto que para o grupo de 10 Gy esta média de reducdo foi de
80%. Para a submandibular o padrao dos efeitos da radiagao foi similar, sendo que
aos 12 meses a reducao em média da taxa de fluxo variou de aproximadamente
40% para as doses de 2.5 Gy a 75% para as doses de 10Gy. Foi demonstrado
claramente que quando avaliadas tardiamente (3-12 meses) ambas as glandulas
salivares maiores apresentaram dano funcional e estrutural dose-dependente

similar.

Em 2001, Nagler, estudou os efeitos prolongados da irradiacao de
cabeca e pescogo em ratos, durante um ano. Para isto os animais foram irradiados
com uma dose Unica de 2.5, 5, 7.5, 10 e 15 Gy de radiacao X, sendo realizada
avaliacdo histopatoldgica e investigacdo dos dérgaos aos 2, 6 e 9 meses pods-
irradiacdo. Os resultados nos trés primeiros meses demonstraram uma reducao
dose-dependente no ganho de peso corporal nos animais, acompanhada por
mucosite oral, dermatites na pele, Ulceras na lingua, definhamento e morte de
40% dos animais irradiados com 15 Gy. Apos esta fase inicial houve recuperacao

dos animais. A atrofia tanto na glandula parétida quanto na submandibular foi
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encontrada seis meses apos a irradiacdo. O autor concluiu que o efeito da radiacao
é dose-dependente e é manifestado por uma deterioracao cronica e prolongada,

eventualmente resultando na morte do animal.

Em 1970, Phillips submeteu 31 ratos a uma dose Unica de 21 Gy de
radiacdo X e os sacrificou apos 5 minutos e 1, 2, 4, 8, 16 e 42 dias depois de sua
irradiacdo, para avaliar as mudancgas funcionais e estruturais nas glandulas
pardtidas. Uma reducao no tamanho das células acinares (atrofia), sua necrose e a
presenca de alteracOes nucleares foram observadas ja no 1° dia apds os animais
terem sido irradiados, tendo atingido sua expressdo maxima no 4° dia apds a
irradiacdo. No 8° e 16° dias, muitas células acinares readquiriram seu tamanho
normal e outras se tornaram hipertrofiadas, embora as degeneragdes nucleares
continuassem presentes. Apos o 42° dia, no entanto, as células acinares tornaram-
se novamente atroficas e seus contornos ficaram tdao mal delimitados que
causavam a impressao de que somente os nlcleos, 0s quais continuavam
apresentando alteracdes degenerativas, haviam permanecido. O autor concluiu
que as alteracdes morfoldgicas sofridas por glandulas salivares irradiadas poderiam
ser divididas em trés fases: uma fase aguda de atrofia e necrose (1° ao 7° dia),
seguida por uma fase de reparacgdo (8° ao 16° dia) e finalizada por uma nova fase
de atrofia (apos o 16° dia), contudo com danos menos severos que os encontrados

na primeira fase.

Para explicar a maior radiossensibilidade da glandula parétida, Abok et
al. (1984) estudou o dano radioinduzido as células secretoras das glandulas
submandibulares de ratos submetidos a uma dose de 50 Gy de irradiacao X na
regiao de cabeca e pescoco e concluiu que metais pesados como o zinco,
manganés e ferro sdao encontrados dentro dos componentes granulares de

secrecao das células serosas, estes promovem a inducdo da peroxidacao lipidica
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sendo liberados no interior do citoplasma, potencializando o dano e a consequente

autolise e morte celular.

Stephens et al, em 1986, afirmaram que ao contrario das alteracoes
cronicas, a histomorfologia das alteracbes agudas apresentadas por glandulas
salivares irradiadas nao era bem conhecida. Por conseguinte, decidiram avaliar
bidpsias de glandulas parétidas de 18 macacos rhesus adultos, submetidos a doses
Unicas de radiacdo gama que variaram de 2,5 a 15 Gy, visando determinar suas
alteracGes iniciais. Nas primeiras 6 horas apds os animais terem sido expostos, os
autores verificaram perda de contato entre os acinos, presenga de intenso
exsudado inflamatorio neutrofilico e o deslocamento dos nucleos da regido apical
para o centro das células. A presenca de necrose nuclear (picnose, cariolise e
cariorrexe) e de vacuolos nas células serosas foi observada nos tempos 12 e 24
horas, ao passo que a necrose do epitélio dos ductos pode ser constatada 24 e 48
horas apds os animais terem sido irradiados com doses de 10, 12.5 e 15 Gy. A
expressao maxima das alteracOes radioinduzidas ocorreu no tempo 24 horas. Os
autores concluiram que apesar de as células acinares e ductais das glandulas
parétidas serem bem diferenciadas, podem expressar danos letais poucas horas

apos sua irradiagao.

Os mesmos autores, em 1989, realizaram uma revisao da literatura a
respeito da patogénese das injurias causadas pela radiacao as glandulas salivares.
Relataram que as células serosas apresentam grande radiossensibilidade e que a
morte destas células é decorrente da peroxidacao lipidica de suas membranas.
Mencionaram também, que as figuras de necrose nuclear presentes em células
irradiadas, como picnose, cariolise e cariorrexe, sao caracteristicas de morte celular

por apoptose.
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Ainda no ano de 1989, Roslindo et al, realizaram um estudo
histomorfoldgico da glandula pardtida de ratos submetidos a radiacdo ionizante.
Para isto foram utilizados ratos, com 25 dias de idade, que foram submetidos a
cirurgia prévia para a exposicao das glandulas salivares, onde receberam 300 R
(3Gy), em um intervalo de tempo de 48 horas, totalizando uma exposicao de 1200
R (12Gy). Decorridos o periodo de 3, 8, 13, 18 e 28 dias, os animais foram
pesados e sacrificados para a remocao das glandulas pardétidas onde se realizou as
laminas para a microscopia de luz. Como resultado verificou-se que os animais
irradiados perderam peso corporeo desde o primeiro grupo de sacrificio, vindo a
ganhar peso corporal a partir do 13 dias de sacrificio, ndo sendo equivalente aos
grupos controles. Na analise histomorfoldgica, verificaram que a fase critica de
desorganizacao celular correspondeu ao periodo de 08 dias, decrescendo
progressivamente nos seguintes, sendo os acinos serosos e os ductos estriados as

estruturas com maior radiossensibilidade.

Peter et al. (1994) realizaram um estudo morfolégico das células
acinares das glandulas salivares dos ratos em relagdo a radiossensibilidade. Foi
utilizado uma dose Unica com intensidade de 15 Gy de radiagao X com a finalidade
de provocar mudangas morfoldgicas nas glandulas parétidas e submandibulares.
Essas alteracoes foram observadas desde o primeiro dia, com a presenca de
degranulacao das células serosas e a inducao de aberracdes nucleares nas células
mucosas e serosas, sendo que a reconstituicao da integridade do tecido foi

observada somente apos o 6° dia.

A avaliacao da proliferacao celular em glandulas parétidas e
submandibulares apds a exposicao a radiacdo foi verificada por Peter et al.
(1994b). Para isto foram utilizados ratos que foram expostos a uma dose Unica de

15 Gy de radiacao X, somente na regido das glandulas salivares, as quais foram
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removidas e demarcadas com um identificador de sintese de DNA (BrdU) e
divididos em nove grupos experimentais: imediatamente apds, 10 horas, 1, 3, 6,
10, 15, 20 e 30 dias ap0s a irradiacdo. Como resultados, os autores verificaram
gue um decréscimo na atividade celular é verificado quase que imediatamente
apds a irradiacdo nos acinos, tubulos convolutos granulares e nos ductos
intercalares, decorrente do efeito da radiacao, com danos no ciclo normal da célula
e consequente morte celular. Posteriormente, um aumento na proliferagcao celular
foi verificado primeiramente nos ductos intercalares atingindo niveis semelhantes
ao controle no décimo dia apds a irradiacdao. Estes autores ainda concluiram que a
atividade proliferativa da glandula parétida € maior em relacdo a glandula
submandibular, em decorréncia de sua maior radiossensibilidade, o que permite

uma maior destruicao celular e consequente repopulagao tecidual.

Um estudo visando correlacionar a apoptose provocada pela radiacao
em glandulas salivares e suas alteragbes funcionais foi realizado por Paardekooper
et al., em 1998. Glandulas parétidas e submandibulares de ratos foram irradiadas
com doses de até 25 Gy de radiacdo X e as alteragdes morfoldgicas foram
verificadas até o 6° dia apds os animais terem sido irradiados. Nas primeiras 5 a 7
horas apds a irradiacdo, foi observada a presenca de células apoptoticas, ou seja,
células atroficas e apresentando condensacao de cromatina. Em um segundo
momento, de 12 a 18 horas ap0s a irradiacdo, houve um decréscimo no numero
de células com apoptose, sendo que sua quantidade voltou a aumentar no tempo
24 horas. O declinio do segundo pico de células apoptéticas se deu no tempo 36
horas e no 6° dia elas ja estavam praticamente ausentes. Durante os 6 dias de
realizacao do experimento, nao foi verificada a presenca de infiltrado inflamatodrio
neutrofilico. Os autores concluiram que a apoptose provocada pela radiacdo nao
pode ser considerada a causa das alteragdes funcionais apresentadas por

glandulas salivares irradiadas.
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Coppes et al. (2002) compararam a radiossensibilidade das glandulas
parotidas e submandibulares. Grupos de ratos Wistar foram submetidos a dose
Unica de 15 Gy ou dose fracionada equivalente a esta, totalizando uma dose de 32
Gy em 16 fragoes de 2 Gy ao dia, 5 vezes por semana ou fracionamento acelerado
de 32 Gy, realizado em 16 fragdes de 2 Gy, com 2 irradiagdes ao dia. Foi realizada
avaliacao histomorfoldgica e andlise de fluxo salivar, do tempo do inicio da
salivacao e da quantidade de amilase salivar previamente, 1, 3, 6, 10, 22, 30, 38,
60, 120, 180 e 240 dias. Antes do periodo de 120 dias ap0s a irradiagdo, nao
foram observadas diferencas entre as glandulas e as diferentes aplicacbes da
radiacdo. Apos 120 dias, as diferencas observadas na fungao corresponderam aos
achados histomorfoldgicos entre as glandulas salivares. A glandula parétida
apresentava mais células das porcdes secretoras terminais e maior peso, com
menores alteragdes na funcao e composicao quando houve fracionamento da dose
de radiacao. Os danos nas glandulas submandibulares nao diferiram quanto ao
tipo de administracdo da radiagdo e mostraram-se maiores que os encontrados na
glandula parétida. Diante dos resultados, os autores concluiram que a glandula
submandibular é mais radiossensivel que a glandula parétida nos casos de efeitos
tardios apds irradiacao fracionada e sugeriram que possa ser devido a reduzida
capacidade dos seus ductos intercalados de gerar células das porcoes secretoras

terminais ao alcancar sua completa formagao.

Em 2006, Li et al. avaliaram os efeitos de um protocolo de uma Unica
megadose de radiacao ionizante (IR) sobre a estrutura e
funcdo da glandula parétida de mini porcos. Quatorze animais foram submetidos a
15 ou 20 Gy de irradiacao, com um acelerador linear, enquanto outros quatro
animais serviram como controles ndo-IR. A taxas de fluxo salivar e bioquimica
salivar foram medidos antes, 4 e 16 semanas apds a irradiacao. As taxas de fluxo

salivar diminuiram cerca de 50% com 20 Gy em quatro semanas, ou 15 Gy em 16
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semanas apos a irradiacao. No grupo de 20 Gy, as taxas de fluxo salivar foram
reduzidas em cerca de 80% em 16 semanas apos a irradiacdo. A diminuicao
significativa no calcio e amilase salivar e o aumento dos niveis de potassio
salivares foram encontrados em ambos o0s grupos irradiados. Houve também
alteracdes transitérias na quimica sérica e parametros hematoldgicos apds a
irradiacdo. Os pesos das glandulas parétidas foram significativamente menores (-
50%) nos grupos 15 e 20 Gy, em 4 e 16 semanas apos a irradiagdo. Além disso, as
células acinares de ambos os grupos irradiados foi significativamente reduzida
quando comparadas com o controle. Os autores concluiram que as alteragdes
estruturais no parénquima da glandula salivar ocorreram relativamente cedo apos
a irradiacao, enquanto que as alteracbes na producao de saliva foram
relativamente demorados. Além disso, a reducdo do fluxo salivar ndo foi
proporcional a perda de area da célula acinar. Juntos, estes resultados sugerem
que os danos celulares causados pela irradiacdo, provavelmente contribui para a

hipofuncao salivar.

A patogénese do dano as glandulas salivares maiores apds os efeitos
cumulativos da radioterapia, segundo Nagler (2002), envolve desde uma injuria
celular até um dano subletal ao DNA, que se manifesta e se tornaria letal em uma
fase tardia. Dessa maneira, no momento em que as células acinares progenitoras
seguem para fase reprodutiva, para o restabelecimento do parénquima, elas
degeneram. Os agentes envolvidos neste processo de morte celular tardia sao os

radicais livres na presenca de ions celulares como o ferro e o cobre.

2.2-Radioprotecao das Glandulas Salivares
Furuno et al. (1974) estudaram os efeitos da administracao do
isoproterenol, um B-adrenérgico, na proliferacao celular e sintese de DNA de

glandulas salivares de ratos Wistar machos, diante da exposicao a doses de 0.5 a
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4000 R (40Gy) de radiacao X. Os animais foram divididos em grupos controle,
irradiado, tratado com isoproterenol e irradiado e tratado com isoproterenol. O
isoproterenol foi administrado por 3 injecdes de 1 mmol/g de peso corpdreo,
sendo a primeira administrada 30 minutos depois da irradiacdao e as restantes 48
horas apods cada dose. Observou-se aumento da proliferacao celular no grupo
apenas tratado por isoproterenol, sendo maior, apds 24 horas da administracao.
No grupo apenas irradiado, ocorreu significativo decréscimo dose-dependente de
células e da sintese de DNA, enquanto que no grupo irradiado e tratado com
isoproterenol houve aumento da sintese e proliferacdao celular, com excecdo para

0s animais irradiados com doses a partir de 2000 R (20Gy).

Em 1976, Sasaki estudou a estimulacdo das glandulas salivares de ratos
com isoproterenol, administrado 10 dias, 1 e 3 meses apds a exposicao dos
animais a uma dose Unica de 1000 rad (10Gy) de radiacdo gama. O grupo
controle nao foi irradiado, recebendo somente isoproterenol. Todos os animais
foram submetidos a trés injecbes de timidina tritiada, com intervalos de 4 horas
entre elas e inicio 22 horas apdés a administragdo do isoproterenol, e foram
sacrificados em tempos diferentes apos a terceira injecao. As glandulas salivares
do lado direito foram utilizadas para a determinacao da atividade especifica do
DNA, enquanto as do lado esquerdo foram submetidas a autorradiografia. Para o
grupo que recebeu isoproterenol 10 dias apods a irradiacdo, os resultados indicaram
que a atividade especifica do DNA das glandulas parétidas era idéntica a do grupo
controle 30 minutos apds a ultima injecdo de timidina tritiada, mas decresceu
cerca de 75% em 5 dias e apos este periodo, permaneceu tdo estavel quanto a do
controle. A reducdo da atividade do DNA em glandulas submandibulares
apresentou-se semelhante a observada nas glandulas parétidas. O autor afirmou
que esta reducao decorreu da degradacao do novo DNA sintetizado. A

radioautografia revelou que somente 50% das células inicialmente marcadas
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permaneceram por varios dias nas glandulas pardtidas irradiadas. Quando o
isoproterenol foi administrado de 1 a 3 meses apds a irradiacdo, nao foi observado
um decréscimo de atividade do DNA que diferisse estatisticamente do grupo
controle, apesar da visivel degeneracao apresentada pelas células acinares. A
partir dos resultados desse trabalho, foi possivel concluir que 1000 rad (10Gy) de
radiacdo gama sao capazes de produzir um dano latente letal em metade das
células acinares, sendo que este dano sé se manifesta quando estas células sdao

estimuladas a sintetizar DNA ou realizar mitose.

Sodicoff et al. (1978) avaliaram o efeito radioprotetor do WR-2721 na
regidao de glandula pardtida direita de ratos fémeas albinos Wistar irradiados. A
substancia WR-2721 foi administrada 15 a 20 minutos antes da exposicdo das
glandulas parétidas dos animais as doses de 1000 (10Gy), 1600 (16Gy), 2000
(20Gy), 2400 (24Gy), 3000 (30Gy), 3400 (34Gy), 4000 (40Gy), 4800 (48Gy), 5000
(50Gy) e 6000 R (60Gy) de radiagdo X. Foram realizadas analises da concentracao
de amilase salivar das glandulas dos lados irradiado e nado irradiado apos 30, 60 e
90 dias da exposicao. Os resultados demonstraram a atividade radioprotetora
contra os efeitos cronicos da radiacao, levando os autores a sugerirem a utilizacao
do WR-2721 na reducdao da xerostomia e nas suas complicacdes de pacientes
submetidos a radioterapia como tratamento de neoplasias que envolvem a regiao

bucal.

A estimulacao dos B-receptores resulta no aumento da quantidade e
acao do AMP ciclico, o qual possui acao radioprotetora. Com a finalidade de
verificar a acao radioprotetora por meio da estimulacao dos B -receptores pelas
substancias WR-2721 e isoproterenol, Sodicoff & Conger (1983a) utilizaram o
propranolol, um antagonista dos B -receptores, associado a essas drogas. As

drogas foram administradas 20 minutos antes da irradiacdo das glandulas
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parotidas do lado direito. Todos os grupos foram subdivididos de acordo com a
dose de radiacao empregada: 1000 (10Gy), 1600 (16Gy), 2000 (20Gy), 2400
(24Gy), 3000 (30Gy), 3400 (34Gy), 4000 (40Gy), 4800 (48Gy), 5000 (50Gy) e
6000 R (60Gy) de radiacdo X. Foram analisados os pesos das glandulas nos 10
primeiros dias ap0ds a irradiacdo. Verificou-se maior perda de peso nos animais
irradiados com doses maiores. Todos 0s grupos apresentaram maior peso
glandular que o grupo apenas irradiado, sendo o peso maior no grupo WR-2721,
associado com isoproterenol. Em relacdo ao grupo tratado com isoproterenol
associado ao propranolol, o peso glandular foi similar ao grupo tratado apenas com
propranolol. Diante dos resultados, os autores concluiram que o isoproterenol, ao

contrario do WR-2721, age como radioprotetor pela via B-receptor.

Empregando as mesmas doses de radiacao do estudo anterior, Sodicoff
& Conger (1983b) avaliaram o efeito radioprotetor do AMP ciclico em glandulas
pardtidas de ratas. Os animais foram submetidos ao tratamento com 30 mg/kg de
peso de AMP ciclico aos 20, 60, 90, e 120 minutos anteriores e aos 30 minutos
posteriores da irradiacdao. Foi analisado o peso glandular nos sete primeiros dias
apos a irradiacao, o qual diminuiu com o aumento da dose de radiagdo, sendo
essa diminuicdo menor para 0 grupo previamente tratado com AMP ciclico. A
radioprotecao dada pela administracdo prévia do AMP ciclico a irradiagdo nao
diferiu nos tempos estudados, mas em relacao ao grupo tratado apds a irradiacao
este ndo apresentou sinais de radioprotecao. Esta Ultima observacdo levou os
autores a concluirem que o AMP ciclico deve estar presente antes da irradiacao,
por ser um radioprotetor e nao um simples facilitador de reparo do dano da

radiacao ionizante.

Em virtude da hipdtese da radiossensibilidade das glandulas parétidas

estar relacionada a presenca dos granulos de secrecao, Peter et al., em 1995, se
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propuseram a elucidar essa questao, avaliando simultaneamente o efeito da
degranulacao induzida pelo isoproterenol nas células acinares das glandulas
salivares de ratos, usando os parametros de aberracOes nucleares e lise celular.
Foram estudados quatro grupos: controle, controle tratado com isoproterenol,
irradiado e irradiado 90 minutos apds o pré-tratamento com isoproterenol. Os
grupos irradiados receberam dose Unica localizada nas glandulas de 15 Gy de
radiacdo X. Apos a irradiagdo a mesma sequéncia de alteragbes morfoldgicas
foram observadas em ambas as glandulas: degranulacao de células serosas,
inducdo de aberragbes nucleares, lise das células secretdrias e recuperacdao. A
degranulacao das células acinares pelo isoproterenol pode nao ter protegido o
tecido contra o dano precoce morfoldgico radioinduzido, mas a recuperagao da
integridade tecidual pareceu acelerada na glandula parétida. A degranulacdo acinar
induzida pelo isoproterenol ndo reduziu a morte precoce das células acinares,
indicando que a radiossensibilidade do compartimento epitelial ndo esta

diretamente relacionado a presenga dos granulos de secrecao.

Funegard et al (1995) investigaram se a suplementacao oral com
vitaminas antioxidantes como o alfa-tocoferol e 3-caroteno podia reduzir os efeitos
da irradiacdo local de 5 Gy de radiacdo X por 7 dias consecutivos nas glandulas
salivares de ratos. Os animais foram divididos em 04 grupos: grupo submetido a
uma dieta basica (1,5 mg de retinol e 0,6 mg de alfa-tocoferol) + radiagdo; grupo
que recebeu dieta suplementada (3,4 mg de alfa-tocoferol misturado em dleo de
milho e 6 mg de B caroteno) + radiacdo; e o grupo que recebeu dieta basica e
suplementada e nao foi irradiado. A saliva foi coletada 2, 4 e 26 semanas depois
de completada a irradiacao e foram determinados o fluxo salivar, as concentragoes
de cdlcio, sddio, potassio, cloro, proteina total e a atividade de amilase salivar.
Através da analise do soro dos animais 5 dias antes da irradiacao foi possivel

constatar que os ratos com dieta suplementada tinham niveis significativamente
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altos de B caroteno e alfa-tocoferol circulantes. Houve reducao na taxa de
secrecao salivar para ambos o0s grupos, porém os animais com dieta suplementada
apresentaram fluxo significativamente maior do que os que receberam dieta basica
em todos os tempos estudados. A albumina foi medida como um indicativo de
inflamacdo nas glandulas, e duas semanas ap0s a irradiacao houve um aumento
substancial na saliva dos ratos irradiados, sendo menos significante nos animais
com dieta suplementada. As concentracdes de calcio, sddio, potassio, proteina
total e a atividade de amilase estavam significativamente acentuadas nos ratos
irradiados e alimentados com dieta basica, sendo este aumento menos
pronunciado nos ratos com dieta suplementada. Os dados sugerem que a
suplementagao com alfa-tocoferol e B caroteno protege parcialmente as glandulas
salivares de ratos dos efeitos adversos da radiacdo. O fluxo foi parcialmente
preservado e os sinais de reacgOes inflamatdrias, avaliados pela secrecao de
albumina, estavam menos pronunciados nos animais alimentados com dieta

suplementada.

Nagler et al. (1997b) estudaram o papel dos ions metalicos ferro e
cobre no dano radioinduzido e avaliaram a possibilidade de alguma protecao as
glandulas salivares parétida e submandibular de ratos. Foram utilizados 4 grupos:
controle, grupo que recebeu injecdo de salina, grupo que recebeu injecao de
salina+pilocarpina e grupo que recebeu injecao de pilocarpina+ciclotidina
administradas, intraperitonealmente, 90 minutos antes da irradiacao de 15 Gy de
radiacdo X na regido de cabeca e pescoco. Foi possivel notar uma acentuada perda
da funcdo em ambas as glandulas salivares. A ciclotidina € um potente agente
degranulador e conferiu 90% de protecao, enquanto que a pilocarpina resultou em
apenas 13% de protecdo as glandulas parétidas irradiadas. Na submandibular nao
houve protecao contra a perda de funcao salivar. A composicao da saliva da

parotida no grupo pilocarpina+ciclotidina estava acentuadamente rica em ferro,
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cobre, manganés e proteina, mas na submandibular nenhuma diferenca foi
encontrada. Os autores concluiram que a ciclotidina induz degranulacao na
parotida, mas ndo na submandibular, sendo bem provavel que estes ions metalicos
presentes na saliva estejam associados com a mobilizacdo de granulos de secrecao
das células serosas, promovendo reacoes de radicais livres que estdo envolvidos

no processo do dano tecidual.

Baseado no mecanismo de inducdao 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 radiagdo X na
regiao 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 apds a irradiacao. Foram
observadas protecOes parciais no peso glandular, no fluxo salivar e na composicao
quimica da saliva da parétida. Nao houve alteracdo no contelddo de proteina total,
enquanto que em relacdo ao potassio foi observado um aumento na sua
concentragao para o grupo irradiado e irradiado tratado com Zn-DFO. Nao foi
observada protecao para a glandula submandibular. Os autores sugerem a
existéncia de outro mecanismo de dano as glandulas submandibulares, nao

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

Roesink et al. (1999) avaliaram o efeito protetor da administracao de
pilocarpina anteriormente a irradiacdo das glandulas parétidas de ratos. Os ratos
foram submetidos a dose intraperitonial de 4 mg/kg de pilocarpina uma hora antes
da irradiacdo. Sob anestesia, os animais tiveram apenas as glandulas pardtidas do
lado direito submetidas as doses Unicas de 10, 15, 20 e 30 Gy de radiacao X. Foi

coletada a saliva quatro dias antes e aos terceiro, sétimo e trigésimo dias da
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irradiacdo. Apds a administracdo intraperitoneal de pilocarpina, foram coletadas
amostras de saliva de ambas as glandulas parétidas. A irradiacdo causou um
decréscimo rapido, dose-dependente na funcdao das glandulas, permanecendo no
ultimo dia avaliado. Ndo foram observados efeitos significantes na funcdao das
glandulas nao irradiadas. Observou-se que a partir do sétimo dia, o pré-tratamento
com pilocarpina resultou em menor dano da funcao das glandulas, mas ndo

protegeu as glandulas irradiadas com uma dose de 30 Gy.

Asari et al., em 2001, investigaram a acdo profilatica do cloridrato de
pilocarpina em um modelo animal de xerostomia induzida por uma dose Unica de
15 Gy (Grupo 1) ou dose fracionada de 8.6 Gy por 3 dias (Grupo 2). Foi
administrado 0.1, 0.2, 0.4 mg/kg de pilocarpina i.p. 90 minutos antes da irradiacao
do grupo 1 e as mesmas doses mais 0.8 mg/kg no grupo 2. A saliva foi coletada a
cada 30 minutos, até completar 120 minutos, sem estimulagdo e com o uso de 0.2
mg/kg de pilocarpina. Em seguida, sete dias depois, a atividade da amilase salivar,
o volume e a concentracdo de proteinas na saliva secretada pela glandula parétida
direita foram medidos antes e apds a dministracdo de pilocarpiana. Nos ratos
irradiados, que ndo receberam pré-tratamento, a irradiacdo induziu a uma reducao
significativa do volume salivar estimulado ou ndo, independente do protocolo
utilizado para a exposicao de raios-x. Nos animais que receberam a pilocarpina
como pré-tratamento, a secrecdo salivar foi maior apds a estimulagao por
pilocarpina, em grau dependente da dose de pilocarpina no pré-tratamento, em
ambos os modelos de xerostomia. Nao houve diferenca nas concentracoes de
amilase ou de proteina entre ratos irradiados pré-tratados com pilocarpina ou ndo.
A diminuicdao no peso da glandula parétida foi observada em ratos expostos a uma
dose Unica ou fracionada de irradiacdo. Alteracbes na glandula submandibular
foram menos acentuadas do que na glandula parétida. A capacidade de resposta

da glandula paroétida para posterior estimulacdo com pilocarpina foi aparentemente
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preservada em ambos os modelos de pré-tratamento com xerostomia pilocarpina,
gue se aumentou a secrecao salivar. Isto sugere que o cloridrato de pilocarpina
pode exercer efeitos protetores na xerostomia funcional que ocorre apos

radioterapia através de uma estimulacao de secrecao salivar.

Ainda em 2001, Coppes et al avaliaram o efeito radioprotetor da
felinefrina, isoproterenol, pilocarpina e metacolina nas glandulas parétidas de ratos
Wistar machos, submetidos a dose de 15 Gy de radiacao X. Os animais foram
divididos nos seguintes grupos: controle, irradiado, tratado com isoproterenol,
tratado com fenilefrina, tratado com pilocarpina, tratado com metacolina e
tratados com as associagOes de duas das quatro substancias estudadas, todos 60
minutos antes da irradiacdo. A funcao e a analise histomorfoldgica das glandulas
salivares foram realizadas nos dias 1, 3, 7, 10, 30, 60, 120, 180 e 240 seguidos a
irradiacdo. A irradiacdao na fase aguda (10 primeiros dias) causou um rapido
declinio no fluxo salivar, sem mudancas na secrecao de amilase salivar e nimero
de células acinares. Na fase inicial (10-60 dias) ocorreu decréscimo de secregao de
amilase salivar e das células acinares, continuando similar na fase intermediaria
(60-120 dias). Na fase tardia (120-240 dias) a fungao tornou-se bastante
comprometida, com maior desorganizacao tecidual, apesar de um aumento nas
quantidades de células acinares. Todos os farmacos estudados promoveram efeito
radioprotetor nas fases aguda e inicial, mas com perda de efeito protetor na fase
tardia, com excecao para a associacao da metacolina e felinefrina. Os resultados
levaram os autores a sugerirem a aplicacdo clinica da associagdo da metacolina e

felinefrina como método radioprotetor na radioterapia de cabeca e pescoco.
Tuji (2004) avaliou o efeito radioprotetor do selenito de sdédio em

glandulas parétidas de ratos, por meio da analise ultra-estrutural das células

acinares. Foram utilizados ratos subdivididos em quatro grupos experimentais:
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controle, irradiado, selénio e selénio/irradiado. Os animais pertencentes aos grupos
irradiado e selénio/irradiado foram submetidos a 15 Gy de radiacao g na regiao de
cabeca e pescoco. Nos animais correspondentes aos grupos selénio e
selénio/irradiado foi administrado 0,5 mg/kg de peso de selenito de sodio por via
intraperitoneal 24 horas antes da irradiacdo. As glandulas pardtidas foram
removidas apos 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas da irradiacdo. A radiacdo causou
alteracOes celulares a partir de 4 horas. Foram observados vacuolos, alteragdes
nucleares, destruicdo dos granulos de secrecao e de organelas. O grupo selénio
apresentou alteragdes celulares a partir da oitava hora, porém com menor dano
em relagdo aquele causado pela radiagdo. O grupo selénio/irradiado apresentou
menor intensidade nas alteragdes com inicio do processo de reparo nas 12 horas
apds a irradiacdo e melhor organizacao com 48 e 72 horas, sem reparacao
completa neste Ultimo tempo avaliado. Apesar das alteragdes vistas no grupo
apenas tratado com selenito de sddio, sua utilizacdo como radioprotetor de

glandulas parétidas é valida, por apresentar relagao risco/beneficio favoravel.

Ramos et al., em 2005, realizou um estudo com o objetivo de avaliar o
efeito radioprotetor da vitamina E na funcdo das glandulas salivares. Foram
utilizados 90 ratos machos, os quais foram divididos aleatoriamente em cinco
grupos experimentais: controle, que correspondeu ao grupo em que 0S animais
receberam 6leo de oliva; dleo/irradiado, grupo no qual os animais receberam 6leo
de oliva e foram irradiados com dose Unica de 15 Gy de radiacdo gama na regidao
de cabeca e pescoco; irradiado, grupo em que os animais foram apenas irradiados
com dose Unica de 15 Gy de radiacao gama; vitamina E, grupo composto por
animais que receberam solucao de acetato de alfa-tocoferol (vitamina E), mas nao
foram irradiados e vitamina E/irradiado, no qual os animais receberam solucao de
acetato de alfa-tocoferol (vitamina E) antes de serem irradiados com dose Unica de

15 Gy. Os animais foram sacrificados nos tempos 4 horas, 8 horas e 30 dias apds a
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irradiacao. Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos nos
tempos quatro e 8 horas. Aos 30 dias, o volume salivar dos animais do grupo dleo
irradiado estava significativamente diminuido em relacdo ao grupo controle. Os
animais do grupo irradiado apresentaram uma reducao significativa do volume de
saliva quando comparados aos animais dos grupos controle, vitamina E e vitamina
E/irradiado, os quais apresentaram volumes de saliva similares. Em relacao a
composicao da saliva, ndo houve diferencgas significativas no contetido de proteinas
total entre os grupos estudados. A autora concluiu que a irradiacdao nao exerceu
nenhum efeito no conteldo de proteina total da saliva dos ratos irradiados e que a

vitamina E protegeu a funcao salivar 30 dias apds a irradiacao.

No mesmo ano, Hakim et al. avaliaram o efeito radioprotetor da
amifostina sinérgica, lidocaina e pilocarpina sobre a glandula pardtida. Quarenta e
nove coelhos foram aleatoriamente divididos em sete grupos, com sete aniamis
cada: controle, irradiado-sham tratado, irradiados-lidocaina pré-tratamento,
irradiado-amifostina  pré-tratamento, irradiado-pilocarpina  pré-tratamento,
irradiado-pilocarpina e lidocaina pré-tratamento, e irradiado-amifostina e
pilocarpina pré-tratamento. Uma semana antes irradiacdao (15 Gy) e 72 horas, bem
como um més depois, a glandula parétida foi investigada morfologicamente,
sialocintilograficamente, e imunohistoquimica com o uso de tenascina-C e actina A
de musculo liso. Comparado com os animais do grupo controle, houve uma
reducao significativa da secrecao salivar no grupo irradiado nao tratada 72 horas
depois da irradiacdo. Apenas os animais pré-tratados com lidocaina ou amifostina
(sozinho ou combinado com pilocarpina) mostraram uma ligeira reducao nao
significativa da secrecao salivar. Immunohistoquimicamente, observamos uma
perda significativa da actina de musculo liso e um aumento da regulacao da
tenascina-C expressao nas glandulas no grupo irradiado ndo tratado. Estas

mudancas foram menos evidentes nos animais pré-tratados com lidocaina ou
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lidocaina e pilocarpina. Amifostina e pilocarpina ndo mostraram qualquer influéncia
sobre a expressao de tenascina-C ou A actina de musculo liso. Danos
ultraestruturais foram observados nos animais irradiados e nao tratados e nos
tratados com pilocarpina. Em contraste, a lidocaina e a amifostina preservaram a
maior parte da glandula. Um més apds a irradiacdo, todas as modificaces
regrediram independentemente do protocolo de tratamento. Achados
imunohistoquimicos juntamente com achados ultraestruturais puderam comprovar
o potencial radioprotetor da lidocaina sobre a morfologia e a fungdo da glandula

parotida.

Em 2009, Burlage et al. estudaram a agao radioprotetora da pilocarpina
através da avaliacdo da proliferacdo de células progenitoras e células secretoras de
tecido da glandula parétida irradiado e ndo irradiado. Para tanto foram utilizados
ratos que receberam uma dose Unica de 15 Gy de irradiagdo na glandula pardtida
unilateralmente, 60 minutos apds a administracdo de pilocarpina (4,0 mg/kg). Os
animais foram sacrificados antes, 10 horas, 1, 3, 7, 10, 20 e 30 dias apos a
irradiacdo e a proliferacdo celular foi analisada através da imunohistoquimica,
utilizando um teste para PCNA. Como resultados eles tiveram um aumento do
PCNA, ou seja, da proliferacdo das células acinares e dos ductos intercalares nas
glandulas tratadas com pilocarpina, tanto nas irradiadas como nas blindadas.
Puderam concluir que a pilocarpina tem uma acdao compensatoéria, estimulando a

proliferacao das células intactas, ou seja, ndo afetadas pela irradiagao.

2.3-0 odleo de copaiba
A copaiba - Copaifera langsdorffii Desf. (Leguminosae-Caesalpinoideae)

- tem varios nomes populares (copaiba-vermelha, balsamo, oleiro, copalba,
copaiba-da-varzea, entre outros). Sua arvore atinge a altura de dez a quinze
metros e sua copa € globosa e densa. Tem grade ocorréncia em varios estados

brasileiros (Norte, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, Sao Paulo e Parana).
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Na realidade, varias plantas sdo chamadas de Copaiba dependendo da regido,
sendo todas muito parecidas, com as mesmas aplicagdes e 0s mesmos nomes. A
Regidao Norte é a maior produtora do 6leo-resina de copaiba. O dleo €, na
realidade, um composto Oleo-resina obtido do género Copaifera L.
(Leguminoseae). As principais espécies fornecedoras do Odleo-resina sao C,
reticulata Ducke, C. guianensis Desf, C. multijuga Hayne e C. officinalis L., as quais
sao responsaveis por 70%, 10%, 5% e 5%, respectivamente, da producao
brasileira (Veiga Junior & Pinto, 2002).

O Odleo-resina ja demonstrou varias agbes farmacoldgicas, tais como
atividade antinociceptiva (Gomes et al, 2007), protetor e regulador do trato
gastrintestinal e anti-ulcerogénico (Paiva et al., 2004a), anti-inflamatério (Lima et

al., 2003) e estimulador da cicatrizagao (Paiva, et al. 2002).

O oleo resina de copaiba (CLOR) é um medicamento de plantas
medicinais, utilizado para combater desordens funcionais gastrointestinais. Em
1998, Paiva et al. avaliaram a acdo do oOleo-resina de copaiba sobre danos
induzidos na mucosa gastrica em ratos. Os animais receberam 100, 200 e 400
mg/kg de CLOR 1 hora antes da inducao do dano na mucosa gastrica no grupo 1,
enquanto no grupo 2 os animais receberam 400mg/kg de CLOR ou 100 mg/kg de
cimetidina apds a ligadura do piloro. Concluiram que CLOR previne ulceras
gastricas e promove a cura da ferida, portanto € um potencial gastroprotetor, mas

com a necessidade de novos estudos.

Paiva et al. (2004a) também avaliaram a acdo do dleo-resina de copaiba
em colite acido induzida em ratos. Os ratos receberam oralmente, um pré-
tratamento com 200 ou 400 mg/kg de dleo-resina de copaiba, 15 e 2 horas e
também receberam os tratamentos via retal, 2 horas antes da inducdo da colite

com acido acético a 4%. Os animais foram sacrificados 24 horas depois e a lesao
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da mucosa do cdlon analisada macroscopicamente para verificar a gravidade da
lesdo, a mieloperoxidase (MPO), a atividade e os niveis de malondialdeido. Uma
reducdo significativa no valor dos danos e na relagdo peso Umido / comprimento
de tecido do colon foram evidentes nos animais que receberam o pré-tratamento.
Este efeito foi confirmado bioquimicamente por uma reducao na atividade da
mieloperoxidase no célon, o marcador de neutrofilos, e por uma acentuada
diminuicdo do nivel de malondialdeido, um indicador de lipoperoxidacao. Além
disso, o exame microscopico revelou a diminuicdo da infiltracdo de células
inflamatorias e o edema na submucosa nos segmentos de célon de ratos tratados
com copaiba 6leo-resina. Os dados indicam o efeito protetor do oleo-resina de
copaiba em modelo animal de colite aguda, possivelmente através de em

mecanismo antioxidante e/ou anti-lipoperoxidative.

Paiva et al. (2004b) avaliaram o efeito do éleo de Copaiba na atenuacdo
da isquemia/reperfusao intestinal em ratos. Foram utilizados ratos, divididos em
quatro grupos de seis animais, sendo o grupo 1: sham operados, grupo 2:
isquemia de 45 minutos seguidos de 60 minutos de reperfusao (I/R), os Grupos 3
e 4: I/R CLOR (200 e 400mg/kg, respectivamente). Todos os tratamentos foram
realizados 24h, 12h e 2h antes de I/R. Os animais foram sacrificados no final do
periodo de reperfusdao e amostras de tecido do ileo foram obtidas para analises
bioquimicas. Mieloperoxidase (MPO), um indice de leucdcitos polimorfonucleares;
malondialdeido (MDA), um produto final da lipoperoxidacao; catalase (CAT), uma
enzima antioxidante; glutationa reduzida (GSH), um importante antioxidante e
nitrito, um marcador deproducao de Oxido nitrico (NO) foi determinada em
homogeneizados de ileo. Foi observada uma reducao geral dos danos causados
pelo acido nos animais tratados com o 6leo de Copaiba. A analise microscopica
revelou uma diminuicdo do infiltrado inflamatério celular e do edema submucoso.

Os autores concluiram que o efeito protetor do éleo de Copaiba em colite aguda de

32



ratos, possivelmente esta relacionado com sua capacidade antioxidante ou anti-

lipoperoxidativa.

N3o ha relatos de toxicidade do dleo de copaiba (Gomes et al., 2007),
sendo que este é capaz de diminuir os niveis séricos de uréia e de creatinina em
roedores submetidos a isquemia renal (Brito et a/., 2005). Também ndo altera os
niveis das enzimas hepaticas AST e ALT (de Araljo Junior et a/., 2005). Um dos
achados mais importantes é que a administracao oral do dleo de copaiba (2 g/kg)
mostrou significante atividade tumoricida (/n vitro e in vivo) em melanomas

induzidos em animais (Lima et a/., 2003).

2.4-0 medicamento homeopatico

Samuel Hahnemann (1755 - 1843 d.C.), médico alemdo, desenvolveu a
terapéutica baseada na lei dos semelhantes, a qual serviu como base para criar a
Homeopatia. Esta consiste num sistema terapéutico que visa tratar as doengas por
meio de substancias ministradas em doses diluidas a ponto de se tornarem
infinitesimais, capazes de produzir, em individuos sdos, quadros clinicos

semelhantes aos que apresentam os doentes a serem tratados.

A escala centesimal criada por Hahnemann consiste da diluicdo seriada
da substancia em teste em 99 partes de um veiculo alcodlico e de sucussao
(agitacdo do frasco, cem vezes a cada diluicdo). Os simbolos empregados para
indicar a escala centesimal sao C30, 30C, CH30, 30CH ou apenas 30, sendo que

todas estas conotagdes tém o mesmo significado.

Abaixo se encontra uma relacao de exemplo das conotagdes e suas
respectivas diluicOes:

1CH = 1/100 ou 1.10% ou 1% ou 1000mg/100mL;

2CH = 1/10.000 ou 1.10% ou 0,01% ou 10mg/100mL;

33



3CH = 1/1.000.000 ou 1.10° ou 0,0001% ou 100ug/100mL; e assim por
diante.

Montfort (2000) associou a homeopatia aos tratamentos convencionais
em trés tipos de canceres, um homem com um cancer indiferenciado de pulmao,
uma crianca com astrocitoma, um tumor cerebral e uma mulher com
leiomiosarcoma. Foram utilizadas substancias carcinogénicas para formulacdo da
homeopatia em pequenas concentracoes e estas, foram administradas
concomitantemente ao tratamento convencional. Com isso obtiveram completa
remissao da doenca ou extensao da vida de todos os pacientes relatados. O autor
pode concluir que ao lado de algumas referéncias pobremente documentadas, o

tratamento homeopatico, utilizando o principio da similaridade é promissor.

Em 2004, Rajendran também tratou 3 pacientes com cancer, um
homem com adenocarcinoma de reto, uma mulher com carcinoma de células
escamosas de pele, em fase terminal e uma mulher com carcinoma de laringe.
Sendo no primeiro caso proposto tratamento cirlrgico, mas o paciente refugou ao
tratamento, se propondo a usar apenas a homeopatia, ele sobreviveu 3 anos sem
complicagdes, dores ou internagdes, no segundo caso, foi feito radioterapia e a
paciente apresentava muita dor e utilizou a homeopatia como tratamento paliativo,
tendo otimos resultados e finalmente o terceiro caso foi tratado apenas com a
homeopatia e o paciente ficou assintomatico por trés anos. O autor pode concluir
que a medicina homeopatica, parece ser Util no tratamento de doencas malignas,
para ajudar nas condicOes gerais do paciente, como tratamento paliativo dos

sintomas e no cuidado terminal.

Schlappack em 2004, utilizou a homeopatia como tratamento das
irritacOes de pele radioinduzidas em pacientes que receberam radioterapia local

apos a cirurgia de carcinoma de mama. Os pacientes foram avaliados através de
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escala analdgica visual, trés dias apds o inicio do tratamento com uma dose,
tiveram 56% de remissao, e depois novamente avaliados com uma segunda dose
tendo 84% de cura. Podendo concluir que o tratamento de irritagdes de pele
radioinduzidas com a homeopatia pareceu completamente bem sucedido, sendo

indicado para utilizacdo com maior frequéncia.

A eficacia do tratamento homeopatico (beladona CH7 e RX CH15) nas
reacOes da pele durante a radioterapia de cancer de mama (radiodermatite aguda)
foi estudada por Balzarini et a/. (2000). Utilizando estudo duplo cego ao acaso,
envolvendo 66 pacientes que foram operados de cancer de mama e submetidos a
radioterapia, mostraram que houve uma tendéncia de melhora com a homeopatia,

embora nao estatisticamente significante, em relacao ao placebo.
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3-2 Yoposicdo

O objetivo do presente estudo foi comparar os efeitos radioprotetores

da vitamina E com uma preparagao homeopatica feita a partir da dinamizagdo de
RX em 15CH e com um extrato a base do dleo de copaiba, sobre a funcdo salivar e

a morfologia das glandulas pardtidas de ratos submetidos a 15 Gray de radiacao X.
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A-Materiare Mestodos

4.1-Animais

Este estudo foi encaminhado ao Comité de Etica de Experimentacao
Animal (CEEA) do Instituto de Biologia/UNICAMP e foi aprovado em 8 de fevereiro
de 2008, sob nimero 1434-1 (Anexo 1).

Foram utilizados 200 ratos machos, adultos (Rattus norvegicus albinus,
Wistar) com 6 a 10 semanas de vida, com peso entre 200 a 250g, sendo os
mesmos procedentes do Biotério Central da UNICAMP. Os animais foram mantidos
em gaiolas plasticas e passaram uma semana de adaptacao ambiental apds o
transporte, antes do inicio do experimento. Foram mantidos em regime de agua e
alimentacdo ad /ibitum, a temperatura média de 23°C e iluminacdo artificial com
lampadas fluorescentes, sendo fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro,

considerando o periodo de luz das 7 as 19 horas.
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4.2-Farmacos

Foram utilizadas: solucao hidroalcodlica irradiada com 15 Gy dinamizada
em 15CH (Gerson E. Cecon - Farmacia de Manipulagdo, Limeira, SP), suspensao de
acetato de dl-alfa-tocoferol (vitamina E, Gerson E. Cecon - Farmacia de
Manipulacdao, Limeira, SP) a 80mg/mL em veiculo oleoso (Gerson E. Cecon -
Farmacia de Manipulacdo, Limeira, SP), 6leo de copaiba 2,5% (Gerson E. Cecon -
Farmacia de Manipulacdo, Limeira, SP), solugdo salina (cloreto de sédio — NaCl a
0,9%) estéril, anestésico quetamina (100mg/mL), relaxante muscular xilasina
(100mg/mL), solucdo de pentobarbital sddico (30mg/kg) e cloreto de pilocarpina
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO).

4.3-Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos de vinte
animais:
- Grupo 1 (grupo controle ou sham): os animais receberam solucao salina (via
oral), foram anestesiados e levados ao acelerador linear, mas nao foram irradiados
- Grupo 2 (controle irradiado): recebeu solugado salina e irradiacdo como descrito
no item “Irradiacao”
- Grupo 3 (vitamina E): os animais receberam vitamina E (acetato de dl-alfa-
tocoferol a 80mg/mL) na dose de 40mg/kg/dia/vo (Ucuncu et a/., 2006)
- Grupo 4 (vitamina E irradiado):os animais também receberam vitamina E na
mesma dose do grupo 3 e irradiagao
- Grupo 5 (homeopatia): recebeu 0,25 mL (aproximadamente 1mL/kg) da solucao
hidro alcdolica de raios X dinamizada em 15 CH por via oral
- Grupo 6 (homeopatia irradiado): recebeu a mesma substancia, na mesma dose
gue o grupo 5 e irradiacao
- Grupo 7 (copaiba): recebeu 0,25 mL do dleo-resina de copaiba a 2,5% na dose
2g/kg/vo
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- Grupo 8 (copaiba irradiado): recebeu a mesma substancia, na mesma dose do
grupo 7 e irradiagao.
Todos os tratamentos foram iniciados sete dias antes do procedimento de

radiacdo e continuaram por mais sete dias apds este procedimento.

4.4-Irradiacao

Sete dias apds o inicio dos tratamentos, todos os animais foram
anestesiados, via intramuscular com 1,0ml/kg de peso corpéreo de solugdo de
Cloridrato de Ketamina (Dopalen®, Agribands do Brasil Ltda., Paulinea, SP, Brasil)
e, 0,15ml/kg de peso corpdreo de solucdo de Cloridrato de Xilasina (Rompun®,
Bayer S.A., Sao Paulo, SP, Brasil), posicionados no acelerador linear (Clinic
6/100®, Varian, Hospital dos Fornecedores de Cana de Piracicaba), sendo que o
equipamento foi regulado de forma a irradiar uma regidao colimada de 18 x 30 cm,
na qual estavam a cabeca e o pescoco dos animais (Figura 1 A), assim, pela
colimacao, todo o restante do corpo ficou protegido. Os animais foram
posicionados a uma distancia focal de 100 cm. Os animais do grupo 1 (sham), 3, 5
e 7 foram retirados e os demais receberam uma dose de 15 Gray de radiacao X
(Ramos et al., 2006).

Figura 1: Posicdo dos animais no acelerador linear (A) e posicao da placa de chumbo (B).
Fonte: Moraes-Ramos (2005).
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4.5-Sialometria

Os animais retornaram as suas gaiolas e, decorridos 12 horas, 3, 10, 17
e 24 dias da irradiacao, todos os animais foram novamente anestesiados com uma
solucdo de pentobarbital sddico 30mg/kg, por via intraperitonial. A salivacao foi
estimulada com pilocarpina (Sigma Chemical Co., St Louis, MO - 4 mg/kg) e, apds
a lag phase (tempo necessario para o inicio da salivacdo apds a administragdo da
pilocarpina), foi realizada a sialometria para avaliar a funcao salivar (Figura 2). O
volume da saliva secretada foi estimado pelo peso, supondo que a gravidade
especifica da saliva € 1.0 g/cm3. A saliva foi colhida durante 30 minutos, segundo

a técnica descrita por Moraes-Ramos (2006).

Figura 2: Posicao dos animais para colheita de saliva (sialometria). Fonte: Moraes-Ramos (2005).

4.6-Sacrificio dos animais

Os animais de cada grupo, divididos em cinco subgrupos de cinco
animais cada, foram sacrificados por aprofundamento da anestesia, apds 12 horas,
3, 10, 17 e 24 dias pos-irradiacdo. As glandulas parétidas foram cuidadosamente
removidas (Figura 3) e imediatamente colocadas na solugao fixadora. Previamente
ao sacrificio, os animais foram submetidos a coleta de saliva da mesma forma

previamente descrita.
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A fixagao foi feita por solucao de formol a 10% tamponado (pH 7,2) em
tampao fosfato de sédio a 0,1M, durante pelo menos 72 horas. Quando ocorria

obito antes do periodo previsto, os animais eram descartados.

Figura 3: Sequéncia da dissecagdo das glandulas salivares. a) rebatimento da pele na regido
ventral do pescoco; b) localizacdo das glandulas sublingual e submandibular; c) localizagdo da
glandula parétida; d) glandulas sublinguais (1), submandibulares (2) e pardtidas (3)

4.7-Procedimentos histologicos
4.7.1 Processamento do material para microscopia de luz

As pecas removidas foram lavadas em agua destilada, desidratada em
etanol a 70%, 95% e 100%, diafanizada em xilol, embebida e incluida em parafina
a 65°C, em sentido longitudinal. Trés cortes seriados de 6 um foram feitos em
micrétomo manual (Leica, RM 2145) e colhidos em 5 laminas histoldgicas, que
foram desparafinizados, hidratados e corados por Hematoxilina-Eosina para analise

da estrutura geral (Michalani, 1980).
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Foram realizadas fotomicrografias dos cortes histoldgicos seriados e
corados, por meio de fotomicroscopio, empregando-se objetiva de 20 e 50 vezes
com iluminagao convencional. Foram observadas as alteracdes morfoldgicas

apresentadas pelas glandulas parétidas.

4.8-Forma de andlise dos resultados:
4.8.1-Andlise quantitativa da glandula salivar — Escore

Para a andlise das glandulas foi necessaria a adogdo de um escore de
classificacdao devido a grande variedade de alteragdes encontradas nos animais
irradiados, essa classificagdo foi baseada nas alteragdes encontradas nos acinos,
estrutura mais radio sensivel da glandula pardtida. O escore de classificagao
adotado foi 0 seguinte:
Escore 0: glandula salivar sem alteragdo morfoldgica, apresentando acinos bem
estruturados, mostrando células volumosas, com citoplasma abundante, nucleo
esférico ocupando a regido periférica do acino. (Figura 4)
Escore 1: glandula salivar apresentando alteragdes morfoldgicas na organizagao
dos acinos e nos nucleos das células acinares. (Figura 5)
Escore 2: glandula apresentando além de alteragdes nucleares, mostrando uma
perda de nitidez no interior dos acinos. (Figura 6)
Escore 3: estagio avancado de destruicdo, ocorrendo rompimento total dos limites
dos acinos, com todo conteldo citoplasmatico e os nucleos picnéticos dispersos

em uma massa amorfa. (Figura 7)

42



Figura 4: glandula pardtida apresentando acinos bem estruturados, mostrando células volumosas,
com citoplasma abundante, nucleo esférico ocupando a regido periférica do acino. (Escore 0 - HE
objetiva 20x)

—

Figura 5: glandula parétida apresentando alteragées morfoldgicas na organizacdo dos acinos e na

glandula em geral. (Escore 1 - HE x20)
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Figura 6: glandula parétida com desorganizagao estrutural mais acentuada, com perda de nitidez

no interior dos acinos. (Escore 2 - HE objetiva 20x)

# A\ -

Figura 7: Glandula parétida em estagio avancado de destruicdo, ocorrendo rompimento total dos
limites dos acinos, com todo contetdo citoplasmatico e os nlcleos picndticos dispersos em

uma massa amorfa. (Escore 3 - HE x20)
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4.8.2-Analise quantitativa da glandula salivar — Intensidade de pixel

Para quantificagao da intensidade de pixel, as fotomicrografias dos
cortes histoldgicos seriados e corados, escolhidos aleatoriamente, foram
primeiramente transformadas em escala de cinza e depois, através da ferramenta
de histograma, foi avaliado a intensidade média de pixel. Para tanto foi utilizado
um programa de dominio publico, o Image], desenvolvido pelo National Institutes
of Health.

A comparacdo qualitativa entre os grupos foi subjetiva, isto €&, por
descricao histoldgica do tecido em cada grupo. A comparagao quantitativa foi feita
através do teste de Kruskal-Wallis, considerando um nivel de significancia de 5%,

utilizando o software BioEstat versao 4.0.
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5.1-Analise da funcao salivar (Sialometria)

A Figura 8 mostra a sialometria (em gramas) em fungao dos grupos,

periodos e irradiagao.
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Figura 8: Média (+ EP) da sialometria em fungdo dos parametros em estudo.
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A andlise dos dados (ANOVA e teste de Tukey) mostrou que,
considerando o grupo controle, ndao houve diferencas estatisticamente significantes
(p>0,05) entre os animais irradiados e nao irradiados, nos tempos 12 horas e 3
dias, mas nos demais tempos houve maior secrecao salivar nos animais nao
irradiados. Foram observadas diferencas estatisticamente significantes (p<0,05)
entre o periodo de 12 horas e os demais periodos tanto para os animais irradiados
quanto para os nao irradiados. Nao foram observadas diferencas para os demais
tempos.

Foi possivel observar para o grupo Copaiba que houve menor (p<0,05)
quantidade de saliva nos animais irradiados nos tempos 12 horas e 3 dias do que
naqueles nao irradiados, sendo que nos demais tempos nao foram observadas
diferencas estatisticamente significantes (p>0,05) entre animais irradiados e nao
irradiados. Os animais irradiados produziram menos saliva (p<0,05) nos tempos 12
horas e 3 dias do que nos demais periodos, sendo que os demais periodos nao
mostraram diferencas estatisticamente significantes entre si. Nao houve diferencas
significativas (p=0,5136) entre os periodos estudados na producdo salivar dos
animais nao irradiados.

No grupo tratado com a homeopatia foram observadas diferencas
estatisticamente significantes (p<0,05) entre os animais irradiados e nao
irradiados nos periodos 3 dias, 10 dias e 17 dias. Houve menor produgao de saliva
nos periodos 12 horas e 3 dias do que nos demais periodos considerando somente
0s animais irradiados. Para os animais nao irradiados, apenas o periodo 12 horas
mostrou menor produgdo de saliva do que nos demais periodos.

O grupo Vitamina E mostrou maior producao de saliva para os animais
nao irradiados nos periodos 12 horas e 3 dias quando comparados aos demais
periodos. Nao houve diferencas significativas na producao de saliva dos animais

nao irradiados entre nenhum dos periodos (p=0,4293) submetidos a vitamina E.
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Entretanto, nos animais irradiados, houve menor producao de saliva nos dois
primeiros periodos do que nos demais.

A comparagao entre os tratamentos, considerando somente 0s animais
nao irradiados e cada tempo separadamente, mostrou que a vitamina E provocou
maior salivacao que o tratamento com a homeopatia e controle no periodo de 12
horas. Nao houve diferengas estatisticamente significantes entre os tratamentos
nos demais periodos para os animais nao irradiados.

Considerando os animais irradiados, foi possivel observar que ndao houve
diferengas estatisticamente significantes entre os tratamentos nos periodos de 12
horas, 17 dias e 24 dias, sendo que aos 3 e 10 dias, a vitamina E aumentou a
produgao salivar em comparagao aos demais tratamentos.

Assim, foi possivel observar que, de uma maneira geral, os tratamentos
nao afetaram a produgao salivar tanto nos animais irradiados quanto nos nao
irradiados. Além disso, foi possivel observar que apds 10 dias da irradiacao houve
recuperagao significativa da produgao salivar, independentemente dos tratamentos
utilizados.

A Figura 9 mostra a Lag phase observada nos animais irradiados e nao

irradiados de acordo com o grupo e o periodo em estudo.
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Figura 9: Média (+ EP) da Lag phase em func¢do dos parametros em estudo.
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A analise dos dados mostrou que nao houve diferencas estatisticamente
significantes (p>0,05) entre as Lag phase dos animais irradiados e nao irradiados
em nenhum dos periodos de estudo dos grupos controle e homeopatia. Apenas no
periodo de 24 dias, os animais ndo irradiados do grupo Copaiba mostraram
diferencas estatisticamente significantes em relagdo aos demais periodos, sendo
que ndo houve diferencas entre os periodos para os animais irradiados e nem
entre os irradiados e nao irradiados em nenhum periodo.

Os animais do grupo da vitamina E irradiados tiveram um decréscimo
pontual da lag phase aos 10 dias de tratamento, o qual foi significativamente
menor do que os valores obtidos no mesmo periodo para os animais nao irradiados
e menor também que os resultados obtidos para os animais irradiados nos tempos
12 horas e 3 dias.

A anadlise comparativa entre os tratamentos mostrou que nao houve
diferengas estatisticamente significantes entre estes, tanto nos animais irradiados
quanto nos nao irradiados, considerando todos os periodos estudados. Assim, da
mesma forma que na producao salivar, a lag phase nao foi afetada pelos

tratamentos, nem pela irradiagao.

5.2-Analise qualitativa/quantitativa das glandulas parotidas
5.2.1-Anadlise histomorfologica das glandulas

As glandulas parétidas dos animais dos grupos nao irradiados (Figura
10), em todos os periodos de tempo estudados, mostraram-se integras com acinos
serosos e ductos intralobulares e interlobulares entremeados por tecido conjuntivo,
contendo no seu interior vasos sanguineos, linfaticos e nervos. Os
acinos apresentaram células serosas em forma piramidal, com o apice voltado para
o limen da unidade secretora, exibindo o nicleo em posicdo basal e o
citoplasma, corado intensamente pela eosina.

Os animais sacrificados 12 horas apds a irradiacao (Figura 11),

independente do radioprotetor utilizado, apresentaram sinais iniciais de

49



desorganizacdo dos acinos com algumas células serosas apresentando
granulacdes, espacos irregulares no citoplasma, perda da sua integridade,
facilmente observada pela descontinuidade do seu limite externo e alteragdes
morfoldgicas nos nlcleos como cariorrexe, ou seja, nucleo com distribuicao
irregular da cromatina, formando grumos na sua periferia, picnose e hipercromatia
(Figura 12). Os ductos estriados e excretores também exibiram sinais iniciais de
desorganizagao, como espacos irregulares no citoplasma, perda da sua integridade
e cariorrexe.

As glandulas dos animais com 3 dias apds a irradiacdo (Figura 13)
quase a totalidade dos acinos apresentou estagios intermediarios de
desorganizagdao, mostrando inicio de perda dos limites externos. As células
serosas exibiram perda parcial ou completa do seu limite externo, desorganizacao
do citoplasma, com alteragbes morfoldgicas nos nucleos. Também exibiram perda
de nitidez dos acinos, decorrentes da diminuigdo da proteina no seu interior, e
dessa maneira, uma alteracao na coloracdao. Os ductos e o estroma apresentaram
caracteristicas similares ao periodo de 3 dias ap0s a irradiacao.

Nas glandulas parétidas de 10 dias apds a irradiacao (Figura
14), os acinos exibiram estagio avancado de desorganizacdo com areas onde os
limites dos acinos foram mantidos e outras onde ocorreu o seu rompimento
completo com todo o conteldo citoplasmatico e os nlcleos picnéticos dispersos,
formando uma massa amorfa de células serosas destruidas. Devido ao elevado
grau de destruicdo das estruturas glandulares, era dificil distinguir o parénquima
do estroma. No periodo de 17 dias apds a irradiacdo, aparentemente as glandulas
comegaram a Se regenerar € apresentaram-se com poucas alteragdes, como
observada nos grupos dos animais 3 dias irradiados (Figura 13). Ja no periodo de
24 dias apds a irradiagdo, as glandulas voltaram a ter a estrutura inicial, com
poucas alteracdes, como visto nos grupos dos animais de 12 horas irradiados

(Figura 11). Essa aparente regeneracao pode ter sua origem em uma capacidade
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de renovacao celular inerente a glandula parétida e que necessita de pesquisas

complementares.

Figura 10: glandula pardtida apresentando acinos bem estruturados, mostrando células
volumosas, com citoplasma abundante, nlcleo esférico ocupando a regido periférica do acino. (HE
objetiva 20x)

51



Figura 12: glandula pardtida apresentando alteragdes morfoldgicas nos nucleos.
(HE objetiva 50x)
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Figura 13: glandula parétida com desorganizacdo estrutural mais acentuada, com perda de nitidez

no interior dos acinos. (HE objetiva 20x)

Figura 14: Glandula parétida em estagio avancado de destruicdo, ocorrendo rompimento total dos
limites dos acinos, com todo contetdo citoplasmatico e os nlcleos picndticos dispersos em uma

massa amorfa. (HE objetiva 20x)
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5.2.2-Andlise quantitativa das glandulas (escore)
As Figuras 15, 16, 17 e 18 mostram as alteragdes histolégicas nas
glandulas salivares dos animais de acordo com os grupos e em fungdo dos

periodos.

Alteracao severa (esc. 3)

Alteracdo moderada (esc.2)
Pouca alteragéo (esc. 1) I I I
Sem alteragdes (esc. 0)- —‘7

10d 17d 24d 12h 3d 10d 17d 24d_

Anlmals IRRADIADOS " Animais NAO IRRADIADOS'

Figura 15: Mediana (desvio interquartilico) das alteragdes histoldgicas nas glandulas salivares dos

animais irradiados (barras vermelhas) e ndo irradiados do grupo Controle em funcdo dos periodos.

Alteracéo severa (esc. 3)-

Alteracdo moderada (esc.2)
Pouca alteracéo (esc. 1) I ﬁ
Sem alteragdes (esc. 0)-

10d 17d 24d 12h 3d  10d 17d 24d
Anlmals IRRADIADOS " Animais NAO IRRADIADOS

Figura 16: Mediana (desvio interquartilico) das alteracdes histoldgicas nas glandulas salivares dos
animais irradiados (barras vermelhas) e ndo irradiados (barras verdes) do grupo Copaiba em

funcdo dos periodos.
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Alteragdo severa (esc. 3)-

Alteracdo moderada (esc.2)
Pouca alteragdo (esc. 1) ‘

Sem alteragdes (esc. 0)-

12h 3d 10d 17d 24d 12h 3d  10d 17d 24d,
An|ma|s IRRADIADOS ! Animais NAO IRRADIADOS

Figural7: Mediana (desvio interquartilico) das alteracOes histoldgicas nas glandulas salivares dos
animais irradiados (barras vermelhas) e ndo irradiados (barras verdes) do grupo Homeopatia em

funcdo dos periodos.

Alteragéo severa (esc. 3)-
Alteragdo moderada (esc.2)
Pouca alteragéo (esc. 1) ‘
Sem alteragdes (esc. 0)- I a

12h 3d 10d 17d 24d, 12h 3d  10d 17d 24d,
Animais IRRADIADOS ! Animais NAO IRRADIADOS

Figura 18: Mediana (desvio interquartilico) das alteracdes histoldgicas nas glandulas

salivares dos animais irradiados e nao irradiados do grupo Vitamina E em funcao dos periodos.

A analise dos dados (Kruskal-Wallis) mostrou que os escores obtidos
com os animais irradiados foram maiores (p<0,05) que aqueles obtidos com os

animais ndo irradiados em todos os periodos de tempo no grupo controle.
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Entretanto, considerando—se os animais irradiados ou nao irradiados isoladamente,
nao houve diferencas estatisticamente significantes (p>0,05) entre os periodos de
tempo no grupo controle. Da mesma forma, a analise do grupo copaiba revelou
escores maiores (p<0,05) para os animais irradiados em relacdo aos nao
irradiados, exceto aos 24 dias quando nao foram observadas diferencas
estatisticamente significantes. Considerando-se de forma isolada os animais
irradiados e nao irradiados, nao houve diferengas estatisticamente significantes
(p>0,05) entre os periodos de tempo.

Nos animais irradiados do grupo Homeopatia foi possivel observar
que o periodo de 24 dias apresentou significativamente (p<0,05) menos destruigao
quando comparado aos demais periodos e, além disso, ndo apresentou diferencas
estatisticamente significantes (p<0,05) com os animais nao irradiados em nenhum
dos periodos estudados. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significantes (p>0,05) entre os escores de nenhum dos periodos observados nos
animais nao irradiados deste grupo.

No grupo da vitamina E foram observados maiores escores (p<0,05)
para os animais irradiados em relacao aos nao irradiados, exceto as 12 horas e aos
24 dias quando nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes.
Também nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes (p>0,05)
entre os periodos considerando-se isoladamente os animais irradiados e ndo
irradiados.

A comparacao entre os tratamentos tanto para os animais nao
irradiados quanto para os irradiados, considerando cada periodo de tempo
separadamente, mostrou que nao houve diferengas estatisticamente significantes
entre 0s grupos.

Assim, estes resultados mostram em conjunto que a irradiagdo causou
mudancas estruturais significativas nas glandulas salivares estudadas, sendo que

os tratamentos utilizados ndao foram capazes de produzir alteracdes nas glandulas
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salivares e nem tampouco atenuar de forma decisiva a destruicao causada pela

radiacao X.

5.2.3-Andlise quantitativa das glandulas (intensidade de pixel)
A Figura 18 mostra a densidade Optica obtida para os diferentes grupos,

nos periodos em estudo.
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Grupo 1 Grupe 2 Grupo 3 Grupo 4

Figura 18: Média (+ EP) da densidade dptica em fungdo dos parametros em estudo.

Para os animais ndo irradiados, a analise dos dados revelou que houve
tendéncia de aumento da densidade para o grupo controle, a partir de 10 dias,
voltando aos valores iniciais até 24 dias. Nos animais do grupo copaiba foi
observada uma tendéncia de manutencdo dos valores iniciais a partir de 10 dias,
embora houvesse decréscimo significativo aos 3 dias. Para o grupo que recebeu a
homeopatia, houve diminuicdo significativa dos valores iniciais apds 12 horas e 3
dias do tratamento, sendo que houve aumento no periodo de 17 dias e valores
menores que os niveis basais aos 24 dias. O mesmo perfil foi observado para a

vitamina E.
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A anadlise dos valores observados para os animais irradiados revelou
gue houve aumento significativo da densidade nos animais do grupo controle para
o periodo de 17 dias, mas estes valores se mostraram significativamente menores
ao final do periodo (24 dias). Os animais tratados com copaiba nao exibiram
alteracdes significativas na densidade de pixels até o periodo de 24 dias, quando
os valores cairam abaixo dos niveis iniciais de densidade. Os animais tratados com
a homeopatia ou pela vitamina E exibiram comportamento similar, sendo que
houve aumento significativo da densidade de pixels no periodo de 10 dias e
posterior queda abaixo dos niveis iniciais aos 24 dias.

O Quadro 1 mostra os valores de p obtidos pelas comparacoes dos
tempos estudados para os valores de densidade obtidos de cada tratamento
separadamente.

A comparagao entre os valores obtidos nos animais irradiados e nao
irradiados, considerando cada tempo do estudo e cada tratamento de
separadamente, revelou que houve diferencas estatisticamente significantes
(p<0,05) entre todos os grupos e em todos os periodos, a excecao do periodo de
24 dias. Neste ultimo periodo, os valores de densidade obtidos nos animais
irradiados, nao apresentaram diferencas estatisticamente significantes com aqueles

dos animais nao irradiados.
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Quadro 1: Valores de p da densidade 6ptica em funcdo dos parametros em estudo.

N&o irradiado Irradiado
12 h 3d i0d 17d 12 h 3d 10d 17d
3d | 0.0015 0.9866
10d 0.88 0.0093 0.2277 | 0.2342
Controle
17d| 0.0084 |< 0.0001| 0.014 0.0004 | 0.0005 | 0.0212
24d| 0.464 0.0145 |0.6289| 0.0009 0.012 | 0.0114 | 0.0002 |< 0.0001
3d | <0.0001 0.4262
3 10d| 0.0599 0.012 0.1043 | 0.4619
Copaiba
17d| 0.972 |< 0.0001 |0.0553 0.066 | 0.3486 | 0.8307
24d| 0.7791 |< 0.0001|0.0306| 0.8061 0.0009 | < 0.0001 | < 0.0001 | < 0.0001
3d | 0.0057 0.0839
. 110d| 0.9569 | 0.0122 0.0216 | 0.0002
Homeopatia
17d| 0.0146 | < 0.0001 | 0.0206 0.0566 | 0.0007 | 0.6956
24d| 0.0093 0.7534 |0.0197| < 0.0001 | | 0.0032| 0.4117 |< 0.0001 | < 0.0001
3d | <0.0001 0.2477
o 10d| 0.0302 0.0159 0.0016 | < 0.0001
Vitamina
17d| 0.3881 |< 0.0001 | 0.0008 0.4764 | 0.6571 0.0001
24d| 0.0602 0.0061 |0.7392| 0.0025 0.0001| 0.0065 |< 0.0001| 0.0015

A comparacao entre os tratamentos, considerando os animais nao
irradiados em cada tempo separadamente, mostrou que a vitamina E apresentou
maiores valores de pixels do que o grupo controle, sendo que no tempo 17 dias, a
copaiba apresentou menores que os grupos homeopatia e vitamina E. No periodo
24 dias, entretanto, os valores apresentados no grupo copaiba foram maiores
(p<0,05) que os demais.

Para os animais irradiados, a analise revelou que aos 3 dias, a
vitamina E e a homeopatia produziram niveis de pixels significativamente menores
que aqueles dos grupos controle e copaiba. Ja aos 10 dias, a vitamina E induziu
maiores valores em relacao aos demais grupos (exceto para o grupo Homeopatia).
Aos 17 dias, a vitamina E mostrou valores menores que os demais, sendo que 0s

grupos copaiba e homeopatia mostraram significativamente menos pixels do que o
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grupo controle. Nos periodos de 12 horas e 24 dias, ndao houve diferencas

estatisticamente significantes entre os tratamentos.
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6- ﬂiscussdo

Estudos comparativos entre as glandulas salivares do homem e do rato
indicaram semelhancas histoldgicas, fisioldgicas, tipo de acdo e secrecdo
enzimatica (Cheyne, 1939). A opgao de utilizar o modelo em animais no presente
estudo foi devido ao perfil de secrecdo da saliva e da redugdo rapida no fluxo

salivar apds a irradiagdo similar as glandulas salivares humanas (Nagler 2002).

A escolha da dose de 15 Gy utilizada no presente trabalho foi porque a
saturacdo das alteracOes funcionais provocadas pela radiagdo nas glandulas
salivares maiores é iniciada com esta dose, segundo Vissink et al (1990). Além
disso, a dose escolhida segue a metodologia previamente utilizada em diversos
estudos (Stephens et al, 1986, 1989b; Vissink et al, 1990, 1991; Peter et al,
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19943, 1994b, 1995; Nagler et al, 1997; Tuji, 2004; Ramos, 2006), facilitando a

comparacao com os dados existentes na literatura.

No presente estudo, a glandula pardtida foi escolhida, pois segundo
Peter et al. (1994) e Coppes et al (1997), esta apresenta uma maior
radiossensibilidade em comparacao as demais glandulas salivares. Isto pode ser
explicado devido esta glandula ser classificada como uma glandula serosa, sendo
que em sua constituicdo aproximadamente 80% das células acinares sdo serosas,
mais radiossensiveis em relacdao as células acinares mucosas que compdem as
demais glandulas salivares. Roslindo et al. (1989) observaram que os acinos
serosos e ductos estriados de glandulas pardtidas sdao as estruturas com maior

radiossensibilidade.

Coppes et al. (1997) ainda relatam que apesar das glandulas salivares
apresentarem-se compostas por tecido altamente diferenciado e nao
apresentarem um metabolismo elevado, o que indicaria uma radiorresisténcia, a
morte das células parenquimais e um decréscimo no fluxo salivar, sao observados

nas primeiras 24 horas apos a irradiagao.

Os efeitos agudos e tardios da irradiacao nas glandulas salivares sao
observados dependendo da dose e da maneira da exposicao a radiacdo ionizante.
Como as glandulas salivares sdo incluidas frequentemente no campo da
radioterapia para o tratamento de tumores da regiao de cabeca e pescoco, sua
funcao é rapidamente danificada (Nagler et a/., 1993a). Neste estudo, uma dose
aguda e relativamente elevada de 15 Gy de radiacao X foi utilizada para testar as
propriedades de uma formulagdo homeopatica feita a base de radiacdo X e outra

fitoterapica feita a base de déleo de copaiba como um radioprotetor, comparando
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com a vitamina E, um conhecido radioprotetor, mas que dentro das condigoes

experimentais utilizadas, nao se comportou como tal.

Muitas pesquisas examinaram a funcao salivar da glandula apds a
irradiacdo e os diferentes resultados encontrados sao devido ao nimero diferentes
de técnicas e de procedimentos experimentais usados (Nagler et al, 1993a;
Mossman et al.,, 1981; Vissink et al, 1990; Franzen et al, 1992). A reducao na
funcao salivar pode ser observada logo apds uma dose aguda a regido de cabega e
pescogo. Os estudos funcionais de Nagler et al. (1993a), demonstraram alteragoes
adiantadas na funcdo, 30 minutos e 1 hora apds a irradiagdo, sendo diferentes
somente apds 24 horas. No presente estudo, pudemos observar essas alteragoes a

partir de 12 horas independente do tratamento utilizado.

O metabolismo exato da vitamina E é desconhecido. Sua principal
funcdo é reagir com radicais livres, interrompendo a reacdo em cadeia da
peroxidacdo lipidica. Sua propriedade antioxidante é devida a protegdo das
membranas celulares do dano oxidativo por radicais livres (Kayden e Traber,
1993). Konopacka et al. (1998) demonstram uma grande reducao nos danos
genéticos induzidos por radiagdo com a administracdo oral de vitaminas C, E e
beta-caroteno imediatamente apds a exposicao a radiacao, sugerindo um
mecanismo de reparacdo do DNA em linfdcitos irradiados. O efeito radioprotetor da
vitamina E depende da sua concentracao, reduzindo o nimero de micronicleos em
concentracdo elevada. Em concentraches menores, sua acdao € ineficaz
(Konopacka, 2001). Na presente pesquisa 40mg/kg foi administrada oralmente,
durante 14 dias, sendo 7 dias antes do procedimento de irradiacao e nao
observamos qualquer alteracao ou efeitos colaterais nos ratos estudados. As
alteracbes na taxa de fluxo salivar causada pela irradiacao sao menos severas

quando vitaminas, como o a-tocoferol e B-caroteno, sao administradas diariamente
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na dieta de ratos imediatamente antes e durante a irradiacao, segundo Funegard

et al, (1995). Protecao semelhante foi observada no presente estudo.

Ramos et al. (2006) avaliaram o efeito radioprotetor da vitamina E na
funcao das glandulas salivares. Nao foram observadas diferencas significativas
entre os grupos controle, controle/irradiado, vitamina E e vitamina E/irradiado nos
tempos 4 e 8 horas. Aos 30 dias, os animais do grupo irradiado apresentaram
uma reducao significativa do volume de saliva quando comparados aos animais
dos outros grupos, os quais apresentaram volumes de saliva similares. Os autores
concluiram que a vitamina E protegeu a funcao salivar 30 dias apds a irradiacao.
Neste estudo, considerando os animais irradiados, foi possivel observar que nao
houve diferengas estatisticamente significantes entre os tratamentos nos periodos
de 12 horas, 17 dias e 24 dias, sendo que aos 3 e 10 dias, a vitamina E aumentou
a producdo salivar em comparacao aos demais tratamentos. Dessa maneira, é
possivel que a vitamina E, auxilie na recuperacao da producdo salivar mais
rapidamente. Entretanto, de uma maneira geral, os tratamentos nao afetaram a
producdo salivar tanto nos animais irradiados quanto nos nao irradiados. Além
disso, foi possivel observar que apds 10 dias da irradiacdao houve recuperacao

significativa da producao salivar, independentemente dos tratamentos utilizados.

A composicao e taxa de secrecao de amostras de saliva produzidas por
glandulas parétidas, submandibulares e sublinguais de ratos irradiados foram
objetos de estudo de Vissink et al., em 1990. Eles também avaliaram a fase lag e

~ 7 . o . J4
puderam observar que as alteracoes nesta fase, foram maximas no 3 dia apos a
irradiacao, o que também foi observado nos nossos resultados, independente do

tratamento utilizado.
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Estudos a respeito da embriogénese e histogénese de glandulas
salivares indicam que a maior parte do desenvolvimento, da regeneracao e do
reparo das células acinares nao sao alcancados pela divisdo dos proprios acinos,
mas pela proliferagdo e diferenciacdo das células epiteliais dos ductos intercalares
(Stephens et al, 1989; Peter et al, 1994a). Devido a estas caracteristicas, as
células acinares ndo deveriam ser muito radiossensiveis e era de se esperar que
sua resposta a radiacao ionizante ocorresse vagarosamente. Entretanto, as rapidas
alteragdes presentes no fluxo e na composicao da saliva de pacientes irradiados
indicam que o tecido glandular responde de forma aguda aos efeitos deletérios da

radiacao.

Sob o ponto de vista radiobioldgico, a suposta radiorresisténcia das
glandulas salivares opde-se drasticamente aos diversos efeitos colaterais
apresentados clinicamente por pacientes submetidos a radioterapia. Uma possivel
explicacdo para isto seria o fato das células epiteliais serosas encontrarem-se
repletas de granulos de secrecdo. Estes sdo ricos em enzimas proteoliticas e
metais pesados, como o0 zinco, 0 manganés, o ferro e o cobre, que promovem
reacOes de oxireducdo e catalizam a peroxidagao lipidica provocada pela radiacao
ionizante. Ao potencializar os efeitos radioativos, estes metais provocam a ruptura
das membranas dos granulos de secrecao, promovendo, desta forma, o
extravasamento de enzimas proteoliticas dentro do citoplasma e,
consequentemente, a autdlise e morte celular (Abok et al., 1984, Stephens et al.,
em 1986).

Um artigo publicado por Nagler (2002) parece esclarecer o mecanismo
enigmatico que envolve a radiossensibilidade do tecido glandular. Este autor
esclareceu que dos metais contidos nos granulos de secrecao, somente o ferro e o

cobre sao capazes de promover reacoes de oxireducao e catalizar a formacao de
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radicais livres. Os radicais livres formados, por sua vez, podem atingir as
membranas celulares, provocando a peroxidacao de seus lipidios, ou afetar
diretamente o DNA. Desta forma, quando as células necessitam entrar em mitose
para promover a reparacdao do parénquima glandular, sua morte torna-se
inevitavel. Assim, pode-se afirmar que o DNA é considerado um alvo muito

sensivel em glandulas salivares irradiadas (Sasaki, 1976).

Em concordancia com o primeiro estagio do estudo de Phillips (1970) e
com os trabalhos de Stephens et al (1986) e Paardekooper et al. (1998), no
presente trabalho foi observada a presenca de atrofia severa dos acinos serosos
em todos os grupos irradiados estudados. A analise subjetiva também demonstrou
a presenca de alteragdes nucleares, podendo ser observada uma quantidade
abundante de nucleos com caridlises e cariorrexes a partir do periodo de 3 dias. As
vacuolizagcdes citoplasmaticas, por sua vez, estavam presentes de forma
significativa neste periodo. Da mesma forma, Stephens et al. (1986) identificaram
a presenca das trés figuras de necrose nuclear (picnose, caridlise e cariorrexe) e
de vacuolos nas células serosas 12 e 24 horas apos a irradiacao de glandulas
parétidas de macacos, enquanto Vissink et al. (1991) observaram picnose, assim
como vacuolizacdes, no 3° e 6° dias apds a dose local de 15 Gy ter sido
administrada a glandulas submandibulares de ratos. No presente estudo, foi
observado o mesmo achado de Stephens et a/. (1986), em todos os grupos, exceto
as 12 horas e 24 dias, onde a glandula se apresentava integra e com discretas
alteracOes, respectivamente, concordando com alguns estudos que afirmam que a
glandula parétida é mais radiossensivel que a glandula submandibular. Essa
aparente regeneracao pode ter sua origem em uma capacidade de renovacao
celular inerente a glandula parétida e necessita de pesquisas complementares para

poder ser explicada.
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Em 1970, Phillips avaliou as mudancas funcionais e estruturais nas
glandulas parétidas de ratos submetidos a uma dose Unica de 21 Gy de radiagao X.
O autor concluiu que as alteragdes morfoldgicas sofridas por glandulas salivares
irradiadas poderiam ser divididas em trés fases: uma fase aguda de atrofia e
necrose (1° ao 7° dia), seguida por uma fase de reparacao (8° ao 16° dia) e
finalizada por uma nova fase de atrofia (apdés o 16° dia), contudo com danos
menos severos que os encontrados na primeira fase. Também observamos uma
fase aguda, a partir do 3° dia ap6s a irradiacao, atingindo sua maxima expressao

no 179 dia, seguindo para uma fase de regeneragao no 24° dia.

Pudemos observar que as estruturas da glandula parétida apresentam
diferentes radiossensibilidade, assim como Anderson et a/. (1981), que relataram
as mudancas estruturais nas glandulas salivares decorrentes da radiacao ionizante
variam de acordo com a regido. Os acinos apresentam a maior radiossensibilidade,
sendo, portanto a parte mais sensivel da estrutura glandular, enquanto que os
ductos estriados e convolutos apresentam uma radiossensibilidade intermediaria.

Ja os ductos externos e extralobulares apresentam-se radiorresistentes.

O Oleo-resina de copaiba demonstrou previamente varias agdes
farmacolodgicas, entre elas, como protetor e regulador do trato gastrintestinal e
anti-ulcerogénico em um estudo realizado por Paiva et a/., em 2004, no qual pode
avaliar e comprovar sua acao antioxidante. A sua acao antioxidante foi o que
norteou sua escolha no presente estudo, uma vez que muito dos danos causados
pela radiacdo podem ser explicados por reacoes quimicas endogenas que elevam a
concentragao de radicais livres com alto poder oxidante. Mas, dentro das
condicOes experimentais utilizadas, sua agao antioxidante nao contribuiu para a

radioprotecao das glandulas salivares.

67



Pode—se afirmar que apesar dos imensuraveis beneficios oriundos da
radioterapia como modalidade terapéutica dos tumores de cabeca e pescoco, a
inclusdo das glandulas salivares no campo de irradiacdao submete-as a diversos
efeitos colaterais. Recomenda-se, portanto, o monitoramento periddico e criterioso
de pacientes submetidos ao tratamento radioterapico, sendo esta a Unica forma de
se manter os efeitos benéficos da radioterapia e minimizar os maleficios causados

pela mesma.
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/- Conc[usdo

A partir dos resultados obtidos e dentro das condicOes experimentais
utilizadas, foi possivel concluir que qualitativamente e quantitativamente, a
formulacao homeopatica, o extrato de dleo de copaiba e a vitamina E nao se
mostraram como radioprotetores eficazes para as glandulas parétidas, nao
promovendo a preservagao da funcao destas glandulas, embora a vitamina E tenha

mostrado maior eficacia em relacdo aos demais tratamentos.
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Certificamos que o Protocolo n° 1434-1, sobre "Efeito da homeopatia e
fitoterapia sobre parametros morfolégicos em alvéolo e glandulas salivares
de ratos irradiados. Estudo morfolégico e morfométrico”, sob a
responsabilidade de Profa. Dra. Solange Maria de Almeida / Leticia Rodrigues
Nery, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal — CEEA/Unicamp

em 13 de fevereiro de 2008.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1434-1, entitled "The effect of homeopathy and
phytoterapic _agents on morphologic parameters of socket and salivary
glands of irradiated rats. Morphologic and morphometric study”, is in
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - Unicamp) on February 13, 2008.

Campiﬁa_§, 13 de fevereiro de 2008.
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Presidente cretaria Executiva
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