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RESUMO

finalidade deste trabalho foi avaliar o efeito radioprotetor do

selenito de sodio em glandulas parétidas de ratos, através da

analise ultra-estrutural das células acinares. Para tanto, utilizou-se

uma amostra constituida de 57 ratos, que foi dividida em quatro
grupos experimentais: controle, irradiado, selénio e selénio/irradiado. Os animais
pertencentes aos grupos irradiado e selénio/irradiado foram submetidos a 15 Gy
de radiagdo gama em dose unica, na regido de cabeca e pescogo; 0s animais
pertencentes aos grupos selénio e selénio/irradiado receberam uma dose de 0,5
mg de selenito de sddio, intraperitonealmente, tendo-se como momento da injegcéo
do selénio, o periodo de 24 horas antes do grupo selénio/irradiado sofrer a
irradiacdo. No grupo controle, injetou-se a mesma quantidade de selenito de
sddio. Apos 4, 8, 12, 48 e 72 horas da irradiagado, todos os animais foram
sacrificados e a acao radioprotetora do selénio foi avaliada através da analise
ultra-estrutural das células acinares das glandulas parétidas. Os resultados
obtidos indicaram que a radiagéo causou alteragdes celulares a partir do grupo 4
horas, sendo que as organelas que apresentaram maiores alteragbes foram as
mitocdndrias e os granulos de secregdo, observando-se também alteragdes
nucleares. O inicio do processo de reparo no tecido glandular deu-se 24 horas
apo6s a irradiagdo, observando-se uma melhor organizagdo com 48 e 72 horas.

Entretanto, a reparacdo ainda ndo se mostrava completa neste ultimo tempo
3



avaliado. Diante dos resultados, o selenito de sddio teve acéo radioprotetora, visto
que o grupo selénio/irradiado apresentou menos danos em relagdo ao grupo
irradiado sem a substancia avaliada, o que resultou em uma reparacgao tecidual
mais cedo. Contudo, observou-se que o selenito de sodio causou alteragdes
celulares, sendo evidentes a partir da oitava hora, porém com menor dano em
relagdo aquele causado pela radiagdo, o que demonstra um risco-beneficio

favoravel ao seu uso como radioprotetor.



ABSTRACT

he propose of the present study was to evaluate the radioprotective

action of Sodium Selenite through the ultra structural analysis of the

acinares cells of parotid glands of rats. 57 wistar rats were exposed

to 15 Gy of Gamma radiation, simulating the radiotherapy procedure

used in treatment of solid tumors of the head and neck. They were divided into four
groups: Control; Irradiated, where they were submitted to a single dose of 15 Gy
Gamma radiation a single dose; Irradiated Selenite, in which it was administered
the Selenite 24 hours before exposure to the radiation and; Selenium, in which it
0,5mg of Sodium Selenite was administered. After 4, 8, 12, 24, 48 and 72 hours of
the radiation, the animals were sacrificed and the radioprotective effect of
Selenium was evaluated through the ultra structural analysis of the acinares cells
of the parotids glands. The results showed that the radiation induced cellular injury
from the first analyzed group (4 hours) and the intracytoplasmic organelles more
damaged were the mitochondrias and the secretion granules, being also observed
nuclear alterations. The beginning of the repair process was observed 24 hours
after the irradiation, there being an improvement of the cellular organization at the
other analyzed times. However, it was not observed the complete repair process
even in the last appraised group. The results showed that sodium selenite is an

effective radioprotector, because all the analyzed groups presented an increase in
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the tissue repair in relation to the group without protection. However, it was
observed that the sodium selenite induced cellular injury, starting from the eighth
hour group, but the cellular damage was very small in relation to the irradiated

group, what demonstrates a favorable risk-benefit in its use as a radioprotector.



1. INTRODUCAO

radioterapia de tumores de cabeca e pescoc¢o pode provocar sérios
prejuizos e debilidades das estruturas presentes na area de

atuacao da radiacao.

Dentre os orgaos injuriados pela agao das radiagdes ionizantes, quando da
radioterapia de cabega e pescogo, encontram-se as glandulas salivares, sendo
que as alteragdes causadas a estas estruturas também sao dependentes do

volume de tecido irradiado e da dose de radiagao.

Como danos poés-irradiagdo das glandulas salivares, observam-se
mudancas funcionais e estruturais, como diminuicdo no volume e alteragdo na
composicao da saliva, desconforto oral noturno, xerostomia e alta suscetibilidade
para infecbes dentarias, diminuindo consideravelmente a qualidade de vida dos

pacientes.

Estudos histolégicos de glandulas salivares irradiadas (SHOLLEY et al.,
1974; VISSINK et al., 1991), revelam que as células acinares sdo as mais
sensiveis a radiagado, apresentando uma inibicdo na replicagdo destas células,

hipofuncao e finalmente morte celular uma a duas horas apds a irradiagao.

Dentre as glandulas salivares maiores, a glandula parétida € a mais
sensivel, enquanto que as glandulas submandibulares e sublinguais sao
relativamente radiorresistentes, o que pode estar relacionado com a grande
quantidade de células serosas distribuidas nas glandulas parétidas (COPPES et
al., 2002; PETER et al., 1994a).



Um dos fatores que contribuem para os danos provocados pela radiagao é
o fato de que no exato momento em que a radiagao ionizante € absorvida pelos
tecidos vivos, ocorrem nas células reagdes quimicas com producado de radicais

livres que provocam danos ao DNA de células normais.

Sabendo-se disto, tem-se pesquisado substancias que diminuam os efeitos
deletérios provocados pela exposicdo as radiacdes ionizantes, substancias estas
conhecidas como Radioprotetores (CARROL et al., 1995), que sao utilizados
principalmente quando a radiagdo ionizante é administrada com finalidade

terapéutica em pacientes portadores de certos tipos de canceres.

Os radioprotetores tém a propriedade de proteger o tecido sadio ou pelo
menos diminuir os danos a eles causados pela radiagao. Seu mecanismo de agao
ainda nao esta claro, porém autores como BOREK, (1993) e SPYROU et al,
(1995), citam que sua acdo € decorrente de ligagbes quimicas realizadas entre
certas enzimas que sao ativadas por estas substancias e os radicais livres

produzidos pela radiagéo.

Visto que a acdo dos antioxidantes, em especial do selénio, esta
diretamente ligada a captura de radicais livres, formados a partir da interagéao
entre radiagbes ionizantes e o tecido vivo, funcionando, portanto, como um
radioprotetor, a realizacdo do presente estudo é justificada pela necessidade de
pesquisar-se substancias que minimizem os efeitos deletérios das radiagdes
ionizantes nos tecidos sadios circunjacentes a area irradiada, contribuindo desta
forma, para amenizar as sequelas decorrentes da irradiacdo de pacientes que

tenham como modalidade terapéutica a radioterapia.



2. REVISAO DA LITERATURA

ara um melhor entendimento e compreensao do assunto a ser
abordado e discussao dos resultados obtidos, dividiremos a revisao
da literatura em tépicos que abordarao as alteragdes nas glandulas
salivares ocasionados pela radiagado, o uso de radioprotetores e o metabolismo da

substancia a ser pesquisada.

2.1- Efeitos da radiacdo nas glandulas salivares:

tratamento de tumores da regido de cabega e pescogo por meio da

radioterapia causa uma série de efeitos adversos em decorréncia

da irradiagao de estruturas adjacentes a esta regiao, como as
glandulas salivares. Complicagdes como a xerostomia, mucosites,
osteorradionecrose, perda do paladar, disfalgia e caries dentais, sdo alguns dos
efeitos colaterais decorrentes das alteragdes na estrutura e fungédo das glandulas
salivares provocados, na maioria das vezes, em decorréncia da diminuicdo do
fluxo salivar (COPPES et al., 2002).

Sendo assim, em 1972, PRATT & SODICOFF, realizaram um estudo em

relacdo a injuria das células acinares das glandulas parétidas de ratos quando
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submetidas a irradiagdo. Apos o uso de 1600 rad de radiacdo X na regido de
cabeca e pescoco, as alteragdes ultra-estruturais nas células acinares das
glandulas foram avaliadas nos periodos de 1, 3 e 5 horas e 1, 2, 3, 4, 7 e 8 dias.
Os danos foram evidentes a partir da 3% hora, com um maximo de destruicdo
verificada no 2° dia. A alteragdo ultra-estrutural mais evidente foi a formacéo de
“corpos citoliticos”, que representam danos nas organelas celulares, sendo mais
comum no reticulo endoplasmatico, mitocdndrias e células secretoras. Apds o 7.°
e 8.0 dias, a alteracdo mais evidente foi a presenca de vactolos vazios. Como
conclusao, os autores observaram que as mudangas encontradas nas células
acinares foram verificadas precocemente, mesmo utilizando uma dose baixa de
1600 rad.

Em 1974, SHOLLEY et al., realizaram uma avaliagao ultra-estrutural das
injurias agudas nas células acinares e no endotélio vascular de glandulas
parétidas causadas pela radiacdo. O endotélio vascular foi avaliado com o intuito
de descartar a possibilidade de que injurias parenquimais nesta glandula fossem
secundarias as injurias microvasculares apos a irradiagdo, como observada em
orgaos como o intestino, cérebro e coragao. Para isto, ratos foram submetidos a
exposi¢coes unicas de 1600R e de 6400 R de radiagdo X, sendo posteriormente
sacrificados em tempos pré-determinados: 0-6 e 18 horas, 1, 2, 3, 5, 6 e 8 dias
para a avaliagado ultra-estrutural das células acinares; enquanto que para a
avaliacdo do endotélio, os animais foram submetidos a 6400 R e sacrificados nos
tempos de 0-6 e 18 horas, 1, 2, 3, 4, 6 e 8 dias. Os danos nas células acinares
foram similares nas duas exposigcbes, sendo observadas degeneragao
citoplasmatica e necrose celular (corpo citolitico e corpo claro), sendo com maior
intensidade no grupo exposto a 6400 R. O “corpo citolitico” é explicado como
sendo uma degeneragao citoplasmatica contendo fragmentos de reticulo
endoplasmatico granular, mitocéndrias, granulos de secrecdo e material denso
amorfo, podendo ser envolvido parcial ou totalmente por uma membrana. Devido a
sua pequena dimensao, esta estrutura ndo é frequentemente visualizada na
microscopia de luz. O “corpo claro”, que é caracterizado pela presengca de
fragmentos citoplasmaticos das células acinares, mais claros que o usual,

contendo ribossomos livres, fragmentos nucleares, reticulo endoplasmatico
10



granular e granulos de secregdo. Os danos nas células acinares foram
semelhantes nas duas exposi¢des até o 2° dia, onde se observaram as maiores
alteragdes. A partir do 3° dia os grupos de 1600 R e 6400 R apresentaram
regressao nas alteragdes até a aparéncia normal no 8° dia para o grupo de 1600
R, enquanto que o grupo de 6400 R ainda apresentava algumas alteragdes.
Também foi observada a presenca de macrofagos e células mononucleares em
todos os periodos, enquanto que neutrofilos eram raramente observados. Quanto
a avaliacdo do endotélio vascular, ndo foram observadas alteragcbes em nenhum
dos grupos analisados, demonstrando que a radiacdo nao alterou a
microvasculatura da glandula parétida, descartando a possibilidade das alteragdes

nas células acinares serem de origem vascular.

As alteragbes ultra-estruturais nas glandulas parétidas e submandibulares
também foram avaliadas por STERN et al., em 1976. Para isto, foi realizado um
estudo com ratos apés a irradiacdo no corpo todo por feixes de néutrons com uma
dose de 200 rads. Os animais foram sacrificados apés 3, 5 horas e 1, 4 e 7 dias,
sendo removidas as glandulas submandibular e paroétida, bilateralmente. Como
resultados foram observadas alteragées nas gléndulas parotidas, em todos os
tempos avaliados, com destruicdo citoplasmatica que variavam de configuragao
com o decorrer do tempo. As células acinares apresentaram-se em aglomerados
dispersos, com presencga de areas de degeneragdo de organelas citoplasmaticas,
como o reticulo endoplasmatico granular. Foram observados ainda a presencga de
estruturas delimitadas por membrana contendo reticulo endoplasmatico granular,
granulos de secregdo, fragmentos de mitocdéndrias, materiais amorfos e
fragmentos de organelas pleomorficos. Alguma destas estruturas de maior
dimensdo apresentava fragmentos nucleares como heterocromatina e
eucromatina. As maiorias destas alteracdes foram observadas nas por¢des basais
das células, atingindo a sua maior alteragao no 4° dia, e regredindo a partir do 7°
dia. Estruturas como os linfocitos, células plasmaticas e vasos nao se

apresentaram alterados.

Visto que a radiacdo ionizante determina alteragbes estruturais

significativas nas células acinares que, consequentemente, refletem em alteragoes
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na fisiologia normal das glandulas, ANDERSON; [ZUTSU & RICE (1981),
avaliaram a patofisiologia da glandula parétida de pacientes com cancer que foram
submetidos a tratamento por radioterapia. Foram avaliados cinco pacientes com
cancer na regido de cabega e pescogo, submetidos a radiagdo mista de Gama e
Néutrons, onde foram coletadas amostras de saliva da glandula parétida antes do
tratamento até a sua completa auséncia apds o tratamento. Foi verificado que a
radiagcao reduziu consideravelmente o fluxo salivar, sendo esta reducdo uma
consequéncia da destruicdo das células acinares. O pH também apresentou um
decréscimo, com uma reducdo da concentracdo do ion bicarbonato, devido a
mudanca no fluxo salivar ocasionada pela radiagcdo. As proteinas estudadas nao
apresentaram alteragbes, nao sendo verificadas também, alteracbes na
concentracdo da amilase; ja na concentragcdo do sodio e do cloreto, ambos
apresentaram um significante aumento na fase inicial do tratamento, porém com a

progressao do tratamento a concentragédo destas substancias foi reduzida.

A avaliacado ultra-estrutural da influéncia da radiacdo X nas células dos
ductos estriados de glandulas submandibulares foi realizada por MESSELT &
DAHL, em 1983. Foram utilizados ratos que receberam doses unicas de 200, 750
ou 1800 rad, e apdés 24 horas foram sacrificados e avaliados por meio da
microscopia eletrénica de varredura. Os resultados mostraram que no grupo de
200 rad, as células do ducto estriado desenvolveram vesiculas apicais em grandes
numeros, que variavam de forma, mas com densidade eletrbnica semelhante ao
normal. No grupo de 750 rad, as membranas das células dos ductos apresentaram
microvilosidades, porém sem sinais de vesiculas apicais, enquanto que o numero
de mitocondrias apresentava-se reduzido. Nas células dos ductos expostos a 1800
rad, o numero de mitocondria mostrou-se aumentado, ocupando a maioria do
citoplasma, enquanto que o lumen do ducto apresentava-se reduzido em tamanho
e estava frequentemente obstruido por estruturas insufladas e elétron-densas. O
nucleo mostrou extenso pleomorfismo em relagdo ao tamanho e a densidade
eletrébnica. Como conclusdo estes autores afirmaram que as vesiculas
encontradas nos grupos irradiados sdo semelhantes as encontradas nas gléandulas
controles, sendo uma condigao normal, que é destruida quando o tecido é exposto

a altas doses de radiacéo X.
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A avaliacdo das células dos tubulos convolutos granulares de glandulas
submandibulares, apds a irradiagao, foi realizada por READE & STEIDLER, em
1985. Foram utilizados ratos submetidos a 400 e a 800 rads de radiagao X, dos
quais posteriormente foram removidas as glandulas submandibulares, nos tempos
de 1 hora, 1, 2, 6, 10, 14, 22, 32, 43, 76 e 100 dias e avaliados por meio da
imunohistoquimica e da microscopia eletronica de transmissao. Foi observado que
nos grupos submetidos a 400 rads, as mudangas eram discretas e inconsistentes,
porém apresentavam-se direcionadas para as alteragdes do grupo submetido a
800 rads. A alteragéo verificada nas células dos tubulos convolutos granulares do
grupo de 800 rads foi uma progressiva degranulagéo até o 2° dia, sendo verificada
a total regeneragdo no grupo de 76 dias apos a irradiagcdo. No exame de
imunoflorescéncia, a degranulacdo foi acompanhada por uma perda de imuno-
reatividade epidermal do fator de crescimento, que era aumentada
progressivamente com a regeneragao tecidual, sendo verificada a sua aparéncia
normal no grupo de 76 dias apds a irradiagdo. Foram realizados também a
aplicacdo de um bloqueador adrenérgico (a-adrenérgico) — Hidroclorito de
fentolamina, nos animais previamente expostos a 800 rads de radiagcao X, sendo
0s mesmos sacrificados nos tempos de 1, 6, 12 horas e 1, 2, 4, e 6 dias apds a
irradiacdo. Nos grupos tratados com a Fentolamina, uma menor degranulagao foi
observada nas células dos tubulos convolutos, sendo uma quantidade de granulos
10 vezes maior em relag&o aos grupos nao tratados com fentolamina. Com isto, os
autores concluiram que a degranulacdo nao parece ser um efeito direto da
radiacdo, mas um efeito que a radiagao produz suprimindo a estimulagdo do nervo

a-adrenérgico que leva ao processo de degranulagéo.

A rapida morte das células de glandulas parétidas, imediatamente apos a
irradiacao é definida como “interfase de morte celular”’, segundo STEPHENS et al.
em 1989, sendo o mecanismo desconhecido. Estes mesmos autores avaliaram os
efeitos da radiacao nas células da glandula parétida, por meio de culturas de
células de macacos com baixa concentragdo de Isoproterenol irradiados por ®°Co
em doses de 0 a 15 Gy. Apds 24 horas foi possivel verificar que as células
apresentavam um acumulo ou perda de granulos de secreg¢do, presenga de

eosindfilo no citoplasma e hipercromasia nuclear, caracterizada por condensagao
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da cromatina. A contagem das alteragdes nucleares foi utilizada para determinar a
quantificacdo da injuria da radiagdo, apresentando-se de diversas formas
(aberragbes nucleares), incluindo aglomerados (pcnéticos), fragmentados e
marginados (polarizagao crescente). Foi verificada uma discreta desorganizagéo
com perda da homogeneidade das células acinares e também que quanto maior a
dose maiores foram as alteracdes nucleares, sendo evidentes em todas as doses
analisadas. Pode ser observado também que nas culturas celulares em que foi
administrado Isoproterenol, estas apresentaram uma menor injuria, sendo

evidente na dose de 5 Gy.

Neste mesmo ano, ROSLINDO et al, realizaram um estudo
histomorfolégico da glandula parétida de ratos submetidos a radiagao ionizante.
Para isto, foram utilizados ratos jovens, com 25 dias de idade, que foram
submetidos a cirurgia prévia para a exposigao das glandulas salivares, que
receberam 300 R, em um intervalo de tempo de 48 horas, totalizando uma
exposi¢cao de 1200 R. Decorridos o periodo de 3, 8, 13, 18 e 28 dias, os animais
foram pesados e sacrificados para a remogao das glandulas parétidas sendo
confeccionadas laminas histolégicas para a microscopia de luz. Como resultados,
foi observado que os animais irradiados perderam peso corporeo desde o primeiro
grupo de sacrificio, vindo a ganhar peso corporal somente a partir do 13 dias de
sacrificio, ndo sendo equivalente aos grupos controles. Pela analise
histomorfologica, a fase critica de desorganizagdo celular correspondeu ao
periodo de 08 dias, decrescendo progressivamente nos seguintes, sendo os

acinos serosos e os ductos estriados as estruturas com maior radiossensibilidade.

Em 1991, o efeito agudo da radiacdo na morfologia e fungédo das glandulas
submandibulares, foi avaliado por VISSINK et al. Ratos adultos foram submetidos
a 15 Gy de radiacdo X aplicados na regido da glandula submandibular. Nos
periodos de 4 dias antes e 1, 3, 6 e 10 dias apés a irradiagédo a saliva da glandula
submandibular foi coletada e, posteriormente, as glandulas foram removidas para
a realizacdo de laminas para a microscopia de luz e eletrdnica de transmissao.
Como resultados, foi observado que a radiagdo causou severas alteracoes

morfolégicas e funcionais na glandula submandibular, tendo como principais
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alteragdes morfologicas a perda de granulagdo nos tubulos granulares,
condensacgao nos granulos mucosos, destruicdo de mitocéndrias e distensao das
membranas nucleares e da cisterna do reticulo endoplamatico. Como concluséo,
os autores observaram que as mudangas funcionais ocorrem antes da maioria das
alteragdes morfoldégicas serem detectadas e que as alteragbes funcionais

persistem mesmo apos a normalidade morfologica.

Os efeitos agudos decorrentes da irradiagdo consistem de alteragdes
histolégicas como degeneragdo das células serosas, necroses, perda focal das
células acinares e inflamagdes agudas que sédo observadas durante as primeiras
24 horas em humanos. Além disto, as alteracdes funcionais também tem sido alvo
de diversos estudos, como o de NAGLER, BAUM & FOX, em 1993, em que
avaliaram funcionalmente as glandulas parétida e submandibulares durante as
primeiras 24 horas ap0s a irradiagéo unica de 15 Gy de radiagéo X, na regido de
cabeca e pescoco de ratos. O fluxo salivar foi medido para a parétida e
submandibular nos tempos de 0.5, 1, 4 e 24 horas apo6s a irradiagao, sendo
observado que nao houve alteragdes significantes no fluxo salivar em nenhum dos
tempos na glandula submandibular, enquanto que na gléndula parétida nos
tempos de 0,5 a 4 horas, houve uma redugao de aproximadamente 42% até as 4
horas. Em relagdo ao peso glandular, apds 1 hora ja havia diferenga entre o grupo
irradiado e controle e apdés 24 horas a diferengca de peso apresentava-se
significante, em aproximadamente 23% a menos para o grupo irradiado. Na
composic¢ao da saliva, ndo houve diferenga na concentragao de proteinas, porém
o nivel de sodio na saliva do grupo irradiado apresentou-se significantemente

menor que o do grupo controle até as 24 horas.

A avaliagdo da proliferacdo celular em glandulas pardtidas e
submandibulares apds a exposicdo a radiagao foi verificada por PETER et al.
(1994a). Para isto, ratos foram expostos a uma dose unica de 15 Gy de radiagao
X, somente na regido das glandulas salivares. Imediatamente, 10 horas, 1, 3, 6,
10, 15, 20 e 30 dias apds a irradiagdo, as glandulas foram removidas e
demarcadas com um identificador de sintese de DNA (BrdU). Como resultados, os

autores verificaram um decréscimo na atividade celular nos acinos, nos tubulos
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convolutos granulares e nos ductos intercalares, quase que imediatamente apos a
irradiacdo, com danos no ciclo normal da célula e consequente morte celular.
Posteriormente, um aumento na proliferacdo celular foi verificado primeiramente
nos ductos intercalares, atingindo niveis semelhantes ao controle no décimo dia
apoés a irradiacdo. Estes autores ainda concluiram que a atividade proliferativa da
glandula parétida € maior em relagédo a glandula submandibular, em decorréncia
de sua maior radiossensibilidade, o que permite uma maior destruicdo celular e

consequente repopulacgao tecidual.

Estes mesmos autores (1994b), realizaram um estudo morfolégico das
células acinares das glandulas salivares de ratos em relagdo a
radiossensibilidade. Foi utilizado uma dose unica com intensidade de 15 Gy de
radiacao X, tendo como finalidade provocar mudangas morfolégicas nas glandulas
parétidas e submandibulares. Essas alteragdes foram observadas desde o
primeiro dia, com a presenga de degranulagdo das células serosas e a indugao de
aberragdes nucleares nas células mucosas e serosas, sendo que a re-constituigao

da integridade do tecido foi observado somente apds o 6° dia.

NAGLER et al., em 1996, pesquisaram o efeito da radiacdo X nas funcbes
das gléndulas salivares maiores durante duas semanas. Para isso, estes autores
utilizaram ratos, medindo o peso corporal destes animais e a fungéo salivar das
glandulas parétidas, submandibulares e sublinguais em grupos de 4, 8, 11 e 14
dias apos a irradiagdo de 15 Gy, em dose unica, de raios X. Dentro do grupo dos
animais que nao foram irradiados, um subgrupo ingeriu somente a quantidade de
agua e alimento que foi ingerido pelo grupo irradiado, sendo denominado de grupo
simulado. Como resultados, estes autores encontraram que quanto ao peso
corporal, os animais irradiados apresentaram um decréscimo nos grupos de 4 a 11
dias, ndo havendo diferenga significante entre o grupo irradiado e o grupo
simulado, que aos 14 dias retornaram ao peso que tinham 4 dias pés irradiagao,
sendo aproximadamente 30% menor que dos animais do grupo controle. Quanto a
funcdo das gléndulas paroétidas, houve uma significante redugao na fungao salivar
aos 4, 8 e 11 dias no grupo irradiado com relagcdo ao grupo controle, sendo

semelhante ao grupo simulado, retornando a sua fungdo normal aos 14 dias. Em
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relacdo as glandulas submandibulares e sublinguais, foi verificado que a fungéo
nao mostrou-se alterada em nenhum dos grupos, sendo semelhante ao grupo
controle, mostrando que essas glandulas sao relativamente resistentes a radiagao
e a restricdo de dieta utilizada. Os autores concluem que as altera¢des produzidas
pela radiagcdo, quando utilizada a dose de 15 Gy, sdo reversiveis, e que as
alteragdes na funcédo secretora das glandulas parétidas ndo estdo diretamente
ligadas aos danos produzidos pela irradiagdo, mas sim pela inanigao resultante da
sindrome orofaringea, que € induzida pela exposicdo da regido de cabega e

pescoco em radioterapia.

Em 1997, GREHN et al., realizaram a morfometria ultra-estrutural de células
acinares de glandulas parotidas de ratos expostos a doses fracionadas de
radiacdo utilizando um acelerador linear (6 MV). Os animais foram expostos a
doses diarias de 6 ou 8 Gy por cinco dias consecutivos, totalizando uma dose de
30 ou 40 Gy, unilateralmente, sendo o lado oposto protegido com uma lamina de
chumbo para servir de controle. Apés 180 dias os animais foram sacrificados e
realizados os cortes para a morfometria e para a analise ultra-estrutural. Na
analise morfolégica, ndo foram evidenciadas células inflamatérias, porém uma
desigual distribuicdo dos acinos mais préximos aos grandes vasos, foi detectada
no grupo de 30 Gy. No grupo de 40 Gy, uma grande perda dos acinos foi
observada, sendo que o0s acinos remanescentes apresentavam-se
desorganizados e sempre maiores que o normal. Na analise quantitativa foi
verificado que no grupo exposto a 30 Gy, havia uma discreta reducao das células
acinares, mas nao significante, ao contrario do grupo de 40 Gy que apresentou
uma perda significativa de células acinares, com um decréscimo de 50 % de
densidade acinar em relagdo ao grupo de 30 Gy. Nas avaliagdes ultra-estruturais,
nao foram verificadas diferengas celulares e nucleares entre os grupos irradiados
e nao irradiados do mesmo animal. Como conclusdo estes autores observaram
que houve diferenga entre as diferentes doses, porém nao entre as glandulas

irradiadas e nao irradiadas.

NAGLER et al.,, em 1997, observando que o mecanismo que ocasiona a

hipofungcao das glandulas salivares em decorréncia da irradiagdo ainda nao estava
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bem esclarecido, avaliaram os danos ocasionados pela radiagcdo com o
mecanismo de oxi-reducdo do cobre e do ferro, avaliando também a funcéao
radioprotetora de estimulantes salivares. Foram utilizados ratos irradiados (15 Gy
de radiagcdo X) na regido de cabega e pescog¢o, nos quais foi administrada, 90
minutos antes da irradiagao, solugao salina contendo pilocarpina e/ou ciclocitidina.
Apds dois meses a fungdo das glandulas submandibular e parétida foi avaliada,
sendo também realizada uma avaliagédo ultra-estrutural do tecido glandular, além
de uma avaliagdo da quantidade de ferro e cobre por meio da espectofotometria
por absorcao atdbmica. Como resultados, foi observada uma marcante perda de
funcdo das gléndulas salivares, sendo que o tratamento com a ciclocitidina
apresentou um efeito radioprotetor somente na glandula parétida, enquanto que a
pilocarpina ndo apresentou efeitos protetores significantes em nenhuma das
glandulas. Na avaliagédo ultra-estrutural da glandula parétida, o tratamento com
ciclocitidina e de cliclocitidina/pilocarpina determinou uma completa degranulagéo
das células serosas, enquanto que a pilocarpina administrada isoladamente
causou apenas uma degranulagdo marginal. Na glandula submandibular, nao foi
observada diferenga nas células mucosas entre os grupos nos quais foram
administradas pilocarpina e/ou ciclocitidina em relacdo ao controle. Quanto a
composi¢ao da saliva, na glandula parétida foi observada uma grande quantidade
de ferro e cobre, enquanto que na saliva da glandula submandibular nao foi
detectado nenhum metal. A saliva da glandula parétida apds estimulagdo com
pilocarpina apresentou um alto nivel de metal com oxi-redu¢do, ao contrario da
saliva da glandula submandibular, levando a concluir que a radioprotegéo exercida
na glandula parétida pela oxi-redugdo do cobre e do ferro, parece ser em
decorréncia da secreg¢ao destes metais para fora das células da glandula paraétida,

provocada por uma degranulagao.

A atrofia das glandulas salivares € observada pés-irradiagao, sialodenites e
na sindrome de Sjogrens. Um bom entendimento no processo de atrofia e
regeneragao destas glandulas pode permitir estratégias para a radioprotegao das
mesmas ou métodos para o tratamento dos efeitos adversos. Por isso, BURGESS
& DARDICK, em 1998, avaliaram as mudangas celulares que ocorrem durante a

atrofia e regeneracéo de glandulas parétidas de ratos. No 5° dia de obstrugdo da
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glandula parétida, a maioria das mudangas ocorreu devido a perda das células
acinares, sendo que esta perda tornou-se evidente apdés o segundo dia de
obstrugdo, com reducdo de sua dimensao, principalmente no 10 ° dia. Apds a
desobstrucdo da parétida, o aumento das células acinares ocorreu a partir das
primeiras 24 horas, sendo que sua recuperagdo total ocorreu no 14 ° dia, sendo
observada uma aparéncia semelhante ao grupo controle. Na avaliagao
morfométrica, os autores verificaram que durante a atrofia, as maiores reducgdes
ocorreram na area das células dos ductos intercalares em relagdo a area das
células mioepiteliais e das células dos ductos estriados, porém nos demais tempos
analisados, as células mioepiteliais apresentaram-se mais susceptiveis a

alteracoes.

Recentemente, em 2002, a radiossensibilidade entre as glandulas pardtidas
e submandibulares foi comparada por COPPES; VISSINK & KONINGS. Estes
autores citam que as células serosas apresentam mais danos como degranulagao,
atrofia e picnoses a baixas doses de radiagdo em relagdo as células mucosas e
ductais, por isso, devido a glandula pardtida apresentar-se composta
principalmente de células serosas, enquanto que as submandibulares s&o
compostas de células serosas e mucosas (mista), a glandula parétida pode ser
mais radiossensivel em relacdo a produgao de saliva. Foram utilizados ratos que
foram expostos a uma dose simples de 15 Gy e a doses fracionadas de 2 Gy
totalizando 32 Gy. A salivagédo natural foi coletada 30 minutos apos a irradiagao,
enquanto que a salivagao induzida por pilocarpina foi coletada antes da irradiagao,
1, 3, 6, 10, 22, 30, 38, 60, 120, 180 e 240 horas apés a irradiagdo. Uma semana
apos a coleta da saliva, as glandulas foram removidas sendo confeccionadas
laminas histoldgicas para a analise na microscopia de luz. Como resultados foi
observado que a salivagcao espontdnea apresentou-se inalterada. Porém, nos
primeiros 10 dias, um rapido declinio no fluxo salivar foi verificado em ambas as
glandulas. Na glandula submandibular ndo houve diferenca no fluxo salivar entre a
dose simples e a dose fracionada. Surpreendentemente, na gléandula parétida o
fluxo salivar foi menos afetado pela radiagao fracionada, levando a conclusao que
para doses fracionadas a glandula submandibular apresenta-se mais

radiossensivel que a glandula parétida. Segundo os autores, Isto pode ser devido
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a menor capacidade regenerativa das células acinares dos ductos intercalares da
glandula submandibular. Com relagdo a patohistologia, foi observado que o peso
glandular apresentou uma reducado de 50 % em ambas as glandulas e um
aumento nas células ductais, tecido fibroso e células do tecido de granulagao,
além do que as células acinares apresentaram-se em menor numero, com menor

grau de granulacao e formatos irregulares.

2.2 — Mecanismos da acao antioxidante do selénio:

APEEL, em 1965, verificou que o0 mecanismo de agao antioxidante
do selénio é semelhante ao dos radicais sulfurados, porém com
uma superioridade em relacdo aos mesmos, sendo classificado
em: a) antioxidante lipidico que inibe a peroxidagdo; b)
decomposicdo do peroxido; c) captura dos radicais livres; d) reparo dos danos

moleculares.

Em 1972, ROTRUCK et al. realizaram um experimento com a finalidade de
verificar a possivel relagdo do selénio com a enzima glutationa peroxidase. Ratos
foram submetidos a dietas com deficiéncia de selénio e dietas com 0,5 ppm de
selénio, na forma de selenito de sddio, estando todas as dietas acrescidas de 50
mg de alfa-tocoferol por kilograma de dieta. Como resultado foi observado que os
animais do grupo com deficiéncia de selénio, apresentavam muito menos
glutationa peroxidase do que o grupo da dieta com selénio. Isso possibilitou o
inicio de uma suspeita de que o selénio poderia fazer parte da constituicdo da
glutationa peroxidase, tornando-se alvo de varias pesquisas, pois era sabido de
que o mecanismo primario desta enzima é a degradagdo, em baixos niveis, de
peréxido de hidrogénio nas células, além de também agir nos hidroperéxidos de
acidos insaturados gordurosos, mostrando ser um importante protetor dos lipidios

da membrana celular contra a desintegracéo a partir da oxidagao.
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Em 1973, FLOHE et al., classificaram a enzima glutationa peroxidase como
uma selenoenzima, pois verificaram que a deficiéncia de selénio levava a
diminuigdo na atividade desta enzima, o que permitia considerar o selénio um
componente essencial da glutationa peroxidase. Este achado pode, segundo os
autores, explicar algumas manifestacbes patoldégicas que ocorrem com a
deficiéncia do selénio que, normalmente, estdo relacionadas com a peroxidagao

de lipidios insaturados em membranas biolégicas.

Em 1974, o efeito do selénio na atividade da glutationa peroxidase (GSH-
Px) foi verificado nos eritrocitos e no figado de ratos por HAFEMAN et al., que
utilizaram uma dieta com selenito de sédio, onde foram feitos dois experimentos.
No primeiro, foi utilizado o selénio em diversas concentragdes (0; 0.05; 0.10; 0.5; 1
e 5 ppm), dividindo os animais em seis grupos. Os autores observaram que o
selénio tinha uma grande influéncia na atividade da glutationa peroxidase
apresentando, nos eritécitos, sua maior atividade no grupo com 5 ppm de selenito
de sodio, com uma média de 132% de acréscimo em relagdo ao nivel inicial,
enquanto que no figado sua influéncia foi sempre mais pronunciada, com uma
maior atividade no grupo com 1 ppm de selenito de sddio, contrariando os
achados para os eritrocitos, podendo ser explicado, provavelmente, pelo dano
hepatico provocado pela toxicidade do selénio em grandes concentragbes. No
segundo experimento, foram utilizados ratos submetidos a uma dieta com
deficiéncia de selénio durante nove meses, sendo em seguida divididos em quatro
grupos submetidos a uma dieta com diferentes concentragdes de selenito de sédio
(0, 0.1, 0.5 e 5 ppm). Foi observado que estes animais possuiam, previamente a
administragcdo do selénio, uma deficiéncia na atividade da glutationa peroxidase
ao nivel dos eritrécitos e que, apos a administracdo do selénio, 0 aumento da
atividade enzimatica foi maior no grupo com 5 ppm de selenito de sédio. Com
esses resultados HAFEMAN et al. afrmaram que o selénio é essencial para a

atividade da glutationa peroxidase.

No mesmo ano, CHOW et al. ressaltaram que a glutationa peroxidase é
uma importante enzima, responsavel pela desintoxicacdo da maioria dos
peréxidos lipidios que podem ser formados no organismo protegendo, desta
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maneira, os tecidos contra os efeitos deletérios dos mesmos. Também afirmaram
que o selénio é parte integrante desta enzima, sendo utilizado para esse estudo
ratos submetidos a dietas contendo selénio na forma de seleniometione, onde
foram analisadas as atividades da gluationa peroxidase no plasma, rim, coragao,
pulméo, figado e eritrécitos. Como resultado foi verificado que o grupo que
possuia deficiéncia de selénio apresentava uma deficiéncia na atividade da
glutationa peroxidase em aproximadamente 53% no coragdo e 39% para os
pulmbes, sendo que o maior decréscimo foi verificado no plasma e o menor nas
células vermelhas. Quando foi utilizada a dieta com selénio, foi observado que
entre os tecidos estudados, o plasma mostrou a maior mudanca na atividade da
glutationa peroxidase, com um acréscimo de 419% em relacdo ao grupo da dieta
com deficiéncia de selénio. Também foi verificado um aumento da atividade
enzimatica nos outros tecidos estudados. Com isso, os autores concluem que o
selénio é extremamente necessario para a atividade da glutationa peroxidase,
sendo mais eficaz no plasma, rim, coragdo, eritrécitos, pulmbes e figado,
enquanto que com a diminuicdo do selénio a menor atividade enzimatica foi
encontrada no plasma, rim, coragao, pulméo, figado e eritrocitos. Sendo assim,
devido o plasma ser o mais sensivel na atividade enzimatica em relagdo a dieta
com o selénio, os autores ainda afirmam que é possivel determinar o nivel de

selénio pela atividade da glutationa peroxidase no plasma.

LAWRENCE et al. em 1976, através de uma experiéncia com ratos
submetidos a uma dieta com deficiéncia de selénio, afirmaram que a atividade da
enzima glutationa peroxidase esta diretamente ligada a dieta com selénio, e que
dietas com deficiéncia desta substéncia diminuiam a atividade desta enzima
contra o peroxido de hidrogénio. Para isto, os animais foram divididos em dois
grupos, um com uma dieta deficiente em selénio, e outro com adicéo de 0,5mg/kg
de selenito de sédio. Foi verificado que a atividade da glutationa peroxidase em
relacdo ao Perdxido de Hidrogénio teve um decréscimo, no grupo com deficiéncia

de selénio, de 8% a 42% em relagdo ao grupo com administragéo de selénio.

SANDSTRON et al., em 1989, avaliaram o aumento da atividade da glutationa

peroxidase para a protegao das células humanas contra o peroxido de hidrogénio
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através do selénio. A pesquisa foi feita com células humanas as quais foram
tratadas com 100nM de selenito por 10 a 15 dias e expostas ao peréxido de
hidrogénio por 30 a 60 minutos, o que permitiu concluir que estas células sofreram
um aumento consideravel no nivel da atividade da glutationa peroxidase, porém
os autores relatam que mesmo com o aumento desta enzima, ela foi incapaz de
proteger o DNA da acdo das radiagdes ionizantes, agindo apenas na prevengao

da lise celular provocada pelo peroxido de hidrogénio que ndo destréi o DNA.

2.3 — Mecanismo da acao radioprotetora do selénio:

omo visto anteriormente, a enzima glutationa peroxidase é

C considerada uma selenoenzima, atuando diretamente na captura

de radicais livres provocados pela radiagdo. Assim, serao

abordadas as substancias a base de selénio, para que se tenha um bom
entendimento do mecanismo de radioprotecao destas substancias, em especial o

selenito de sédio.

Estudo de quimicos radioprotetores in vivo e in vitro tem levado a um
melhor entendimento dos danos que a radiagao produz, assim como a aplicagao
pratica destas substancias. Sendo assim, o primeiro estudo que obteve sucesso
em radioprotecdo in vivo foi o de PATT et al, em 1949, que observaram uma
protecao em ratos submetidos a doses letais de radiagao, quando injetado cisteina
antes da irradiagdo. Desde entdo, durante varias décadas até os dias atuais, o
desenvolvimento destas substéncias radioprotetoras tem sido amplamente
estudado no campo da radiobiologia, com a finalidade de diminuir os efeitos
deletérios provocados pelo uso da radiacdo, principalmente no ambito do
tratamento radioterapico, onde juntamente com a destruicdo das células tumorais
tem-se um grande envolvimento de tecido sadio, causando com isso, diversos

prejuizos ao individuo irradiado.

23



HOLLO et al, em 1960, avaliaram a prevencdo pelos sais de selénio
injetados apds a irradiagédo, aos danos causados pela radiagéo X. Para isto, foram
utilizados ratos que receberam uma dose total de 800 R de radiagdo no corpo
todo. Apds 55-60 minutos da irradiagdo, os animais foram divididos em cinco
grupos, de acordo com a quantidade da solugdo salina de selénio administrada:
grupo controle; grupo injegao de 4,2mg/kg i.p. + 8/10 desta dosagem s.c.; grupo
injecao de 4,4mg/kg i.p. + 8/10 dessa dosagem s.c.; grupo injecao de 4,6 mg/kg
i.p. + 8/10 desta dosagem s.c e grupo 5mg/kg i.p. + 8/10 desta dosagem s.c .
Como resultado foi verificado que dos vinte ratos do grupo controle, dezoito
morreram entre o quarto e o décimo dia; enquanto que dos grupos de animais
tratados com o selénio, todos sobreviveram, exceto o grupo em que foi

administrada uma dosagem maior de selénio (5mg/kg), no qual todos morreram.

BRECCIA et a.l., em 1969, investigaram a radioprote¢ado quimica em ratos,
através da administracao intraperitoneal de derivados de selénio, dentre os quais
a selenocisteina, o selenocromo e o selenometionina, comparando seus efeitos
radioprotetores com o da cisteina. Cinco minutos apdés a injegcdo destas
substancias, os ratos foram irradiados com 600R, 750R e 900R de radiagdo gama,
sendo observados por quarenta dias apds a exposicao. Os resultados permitiram
concluir que na dose de 600R, o selenocromo apresentou a mesma protegcao da
cisteina, enquanto que todos os outros derivados do selénio foram mais eficazes.
Com 750R, que representa a dose letal, todos os ratos tratados com derivados de
selénio tiveram uma taxa de sobrevivéncia igual ou maior que 50%, com exceg¢ao
do selenometionina. Porém, com a dose de 900R, nenhum dos componentes

derivados do selénio testados foram eficazes, ao contrario da cisteina.

Em 1971, HURT et al. pesquisaram o efeito do selénio na sobrevivéncia de
ratos expostos a radiacado crénica do corpo todo. Foram utilizados 74 ratos, os
quais foram submetidos a uma dieta com 0,5ppm de selénio (seleniometionine),
durante sete semanas e irradiados com radiagdo gama (*°Co) diariamente, com
uma dose de 188 R até os animais sucumbirem. Foi avaliada a contagem dos
hematdcitos, dos eritrocitos e dos leucocitos no sangue dos animais, sendo

observado que os animais tratados com o selénio tiveram o numero de leucdécitos
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reduzido a partir do sexto dia de irradiagcdao, enquanto que o numero de
hematdcitos e de eritrocitos mostrou-se reduzido somente a partir do décimo
terceiro dia. As mortes iniciais surgiram a partir do décimo quarto dia para o grupo
controle e décimo quinto dia para o grupo submetido a dieta. Todos os grupos de

ratos morreram apds o vigésimo quarto dia.

Segundo BOREK et al.,, em 1986, analisando a agao inibidora radiogénica e
0s mecanismos do selénio e da vitamina E, o selénio é um constituinte essencial
da enzima glutationa peroxidase, que € responsavel pela destruicdo do peroxido
de hidrogénio. Nesse trabalho células da linhagem C3H/10T-1/2 foram tratadas
com 2,5 uM de selénio e 7uM de vitamina E, sendo expostas 24 horas depois a
radiacao X. Os resultados indicaram um consideravel aumento dos niveis de
glutationa peroxidase, catalase e proteinas néo tidis, quando foi realizado um pré-
tratamento com selénio. Quanto ao tratamento com a vitamina E, nenhum
aumento nos niveis destas enzimas foi observado. Quando foi feita a interagao
entre selénio e a vitamina E, ndo foi constatado aumento na atividade do selénio,
porém com um efeito protetor, levando estes autores a concluirem que a vitamina

E confere protegdo apenas como um mecanismo complementar.

Em 1987, WEISS et al. avaliaram o efeito radioprotetor e a redugao da
toxicidade do WR-2721 (amifostina) através do pré-tratamento com o selénio,
devido ser essa substancia, utilizada em pacientes submetidos a tratamentos
radioterapicos, quimioterapicos e a exposi¢cdes nucleares acidentais e ainda ter
seu uso limitado por sua grande toxicidade, incluindo como sintomas nauseas e
vomitos. Foi utilizado o selenito de sodio, injetado intraperitonealmente, em um
volume que era de aproximadamente 1% por peso corporal do animal, o qual foi
submetido a uma dose de radiacdo de 9Gy de °°CO. Como resultado, estes
autores observaram que quando o selénio foi administrado 24 horas antes da
dose letal de WR-2721 (800-1200mg/kg) houve um aumento significativo no
numero de sobreviventes, sendo potencializado com a dose do selénio. Quando o
selénio foi administrado simultaneamente, ele n&o reduziu a toxicidade do WR-
2721. Quando foi analisada a agcdo somente do selénio, houve um moderado
efeito radioprotetor. Estes dados indicaram que o pré-tratamento com o selénio
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além de diminuir a toxicidade do WR-2721, provocou também um aumento em

sua acao radioprotetora.

SANDSTRON et al., em 1989, verificaram que o selénio induz & variacéo do
nivel de atividade da enzima glutationa peroxidase, porém nao tendo efeito
protetor em relagdo a quebra do DNA e lise celular provocadas pela radiagio.
Para esse experimento foram utilizados trés tipos de células mamarias, as quais
sofreram um "banho" de um soro contendo baixa concentragao de selénio e apos
um periodo de trés semanas foi adicionado 100nM de selenito de sdédio. A
radiacdo utilizada era produzida por uma fonte de "*'C (raios Gama) de 0,60 Gy
min . Nao houve diferenga quanto a radiossensibilidade entre o grupo controle e
o grupo tratado com o selénio, contrariando a grande diferenga da atividade
enzimatica da glutationa peroxidase, que se apresentava bastante aumentada.
Também foi testado o nivel de atividade de outras enzimas, como a CuZn
superoxide dismutase e a catalase, porém com os resultados minimamente
influenciados pelo tratamento com o selénio. A diferenga também foi né&o
significante quanto ao numero de quebras no DNA pela radiacdo em relagdo ao
grupo controle e ao grupo tratado. Os resultados mostraram que o efeito
radioprotetor do selénio ndo é devido a um aumento da atividade da enzima

glutationa peroxidase e sim a um possivel fator de dependéncia do selénio.

BJORN et al., em 1989, avaliaram o aumento na atividade da glutatione
peroxidase em relagcdo a protecao de células humanas contra a agéo o peroxido
de hidrogénio, através do Selénio. A pesquisa foi feita com células humanas as
quais foram tratadas com 100nM de selenite por 10 a 15 dias e expostas ao
peréxido de hidrogénio por 30 a 60 minutos. Os autores concluiram que estas
células sofreram um aumento consideravel no nivel de atividade da glutatione
peroxidase, porém citam que mesmo com o aumento desta enzima, ela é incapaz
de proteger o DNA da agdo das radiagbes ionizantes, agindo apenas na
prevencao da lise celular provocada pelo Perdxido de Hidrogénio que nao destroi
o DNA.
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Porém, BOREK, em seu trabalho realizado em 1993, explica que as
radiacdes ionizantes provocam complexas alteracbes no DNA, e que a radiagao X
induz ionizacdes e ataques indiretos de radicais hidroxilas. BOREK ainda cita que
quando utilizado o agente anti-carcinogénico (C3H 10T1/2) com células de
Hamster pré-tratadas com Selénio e expostas aos diversos tipos de radiagdes
como Raios X, luz Ultravioleta, entre outros, estas células aumentavam o nivel de
Glutatione peroxidase e catalase, aumentando assim a destruicdo dos peroxidos.
O autor também relata que o Selénio, assim como outras substancias

antioxidantes e certas vitaminas, podem ter agdo anticarcinogénica.

LECCIA et al., em 1993, analisaram o efeito protetor do selénio em
fibroblastos, contra os danos provocados pela radiagao ultravioleta e afirmaram
que o mecanismo antioxidante do selénio esta estabelecido pela sua ligacdo com
a enzima glutationa peroxidase, sendo responsavel pela sintese da apoenzima e
pela atividade catalisadora da glutationa peroxidase. Para esse experimento foram
utilizadas culturas de fibroblastos, sendo administrado 0,1mg/L de selenito de
sodio e expostas a varias doses de radiacado UV-B. Como resultado foi observado
que o selénio aumentou a atividade da glutationa peroxidase, produzindo um
aumento consideravel do efeito radioprotetor nos fibroblastos, que aumentava com

o acréscimo da dose de radiacdo, alcangando o seu limite com a dose de 5,8j/cm2.

Em 1998, RAFFERTY et al. realizaram um trabalho avaliando as diferentes
expressdes das selenoproteinas em células epiteliais humanas, e a protecdo do
selénio contra a inducédo de morte celular pela radiacdo UVB. Foi analisado o perfil
dos queratindcitos, dos melandcitos e dos fibroblastos. As selenoproteinas
produziram protecdo somente nas duas primeiras células. Em relagdo aos
queratindcitos, a dose de UVB (960j/m?) utilizada produziu uma mortalidade de
80%, quarenta e oito horas apds a irradiacdo. Com a adicéo do selenito de sddio e
da selenometionina previamente a exposigéo, foi obtido um aumento significante
na prevengao a morte celular, com uma protecao mais efetiva do selenito de sodio
com doses de 1 a 200nM, sendo considerada aproximadamente 10nM, como dose
ideal. Em relacdo a selenometionina, foi verificado que esta se apresentava

menos eficaz comparada ao selenito de sédio, sendo necessarias altas doses
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para uma significante protegao aos raios UVB. Na analise dos melandcitos, estes
se apresentavam mais sensiveis as radiagoes UVB em relagao aos queratinécitos,
necessitando de uma dose de 720j/m? para produzir uma morte de
aproximadamente 80% das células, apresentando os efeitos dos Se semelhantes
aos encontrados no queratindcitos. Também foi verificado que tanto para os
queratinécitos como para os melandcitos, os efeitos do selenito de sédio e da
selenometionina foram maiores, quando estes foram administrados vinte e quatro
horas antes da exposi¢cdo, com a maxima dose de protecdo em 50nM para o
selenito de sddio e de 200nM para a selenometionina. Os autores concluiram que,
das trinta selenoproteinas usadas, somente quatorze tiveram acgao efetiva contra
as radiagbes UVB, e destas as mais eficazes foram a selenometionina,

selenocisteina e o selenito de sadio.

2.4 - Uso dos Radioprotetores em Glandulas Salivares:

pesar dos diversos trabalhos encontrados na literatura sobre a
Autilizagéo de radioprotetores em glandulas salivares, nao se
observou nenhuma publicagdo em que fosse utilizado o selenito de

soédio. Assim, os trabalhos revistos com outras substancias radioprotetoras em

glandulas salivares serdo usados para obter-se o embasamento cientifico e

conhecimentos dos mecanismos de agao radioprotetora destas substancias.

O mecanismo de radioprotegao do isoproterenol em glandulas parétidas de
ratos foi estudado por HALL, em 1974. O isoproterenol catecolamina (ISO) tem o
seu mecanismo de radioprotecdo desconhecido, porém € sabido que esta
substancia provoca aumento das glandulas salivares através de hiperplasia e
hipertrofia. A hiperplasia & observada dois ou trés dias apds o inicio do tratamento
com o ISO, enquanto que a hipertrofia, principal causa do aumento de tamanho
das gléndulas, ocorre posteriormente. O mecanismo de radioprotegdo do I1SO

ocorre durante o curto periodo de hiperplasia, provocando também polipldide nas
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glandulas salivares. Nesse trabalho, foram aplicadas doses de 3 e 5 mg de ISO,
intraperitonealmente antes da irradiacdo, induzindo a maxima atividade mitética
das glandulas pardtidas, sendo posteriormente irradiadas com uma dose unica de
10.000 rads. Os animais foram sacrificados 4 dias apods a irradiagdo. Como
resultado, o autor observou que as glandulas que nao receberam o ISO, tiveram o
seu peso reduzido em cerca de 54%, enquanto que as tratadas apresentaram uma
reducado de 29% e que a radioprotegdo do ISO parece estar associada com a

replicacao celular e ndo com o estado de polipldide.

A avaliacédo da radioprotecédo através do uso do WR-2721, em relagdo aos
efeitos crénicos da radiagdo nas glandulas parotidas de ratos, foi realizada por
SODICOFF et al., em 1978. Foi injetado 400mg/kg de WR-2721, 15 a 20 minutos
antes da exposig¢ao a radiacdo X, sendo avaliado apds 30, 60 e 90 dias. Estes
autores observaram que o radioprotetor WR-2721 atua contra os danos cronicos a
partir de 60 dias, sendo semelhante para o grupo de 90 dias, apresentando o DMF
(fator de modificagdo de dose) para a perda de peso glandular um valor de 2,3.
Para a diminuicdo da concentragdo da amilase, este valor foi de 3,2. Ja para a
concentracdo total de amilase foi de 2,0. Como conclus&o, estes autores sugerem
que o WR-2721 reduz a xerostomia e ameniza as complicagdes para os pacientes

submetidos ao tratamento radioterapico.

Em 1981, ASAMI & FURUNO, avaliaram o uso do isoproterenol (ISO) em
glandulas parotidas de ratos, salientando que esta substéncia € classificada como
um agente B-adrenérgico, que induz a proliferagdo de células acinares em
glandulas salivares de ratos, provocando também a elevagdo do nivel de cAMP
(adenosina monofosfatase ciclica). Para isto, os animais foram expostos a
radiacao X e aplicado DL-isoproterenol, intraperitonealmente, 30 minutos apés a
irradiacdo. Como resultado foi observado que o0s animais que receberam a
aplicagao do isoproterenol tiveram o cAMP nas glandulas aumentado sete vezes e
que estes niveis ndo eram alterados quando expostos a radiagao. Porém os niveis
de isoproterenol apresentaram-se reduzidos nos animais expostos a radiagao, o
que, segundo os autores, ndo € decorrente da acéo direta dos raios X, mas sim de

fatores sistémicos provocados pela radiagao.
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A avaliagdo da radioprotecdo de glandulas parétidas pela adenosina
monofosfatase ciclica (CAMP), foi realizada por SODICOFF & CONGER, (1983a).
Foram utilizadas glandulas parétidas de ratos, que foram submetidos a diversas
doses radiacao X unilateralmente, sendo que os animais receberam uma solugao
salina contendo 30 mg/kg de cAMP 20, 60, 90 e 120 minutos antes e 30 minutos
apos a irradiagdo. Os autores observaram que os danos a glandula parétida
aumentavam com o aumento da radiacdo, e que os animais tratados com cAMP
apresentaram danos menores em relagdo ao controle, com um fator de
modificacdo da dose (DMF) de 1,89. N&o houve diferenga significativa nos
diversos tempos em que foi administrado o cAMP, com exce¢ao do grupo no qual
foi administrado o cAMP apds a exposi¢ao, o qual ndo apresentou nenhuma
protecao evidente, demonstrando que o cAMP atua como verdadeiro radioprotetor,

e n&o simplesmente no processo de reparo glandular.

Estes mesmos autores (1983b) avaliaram a radioprote¢cdo da glandula
parétida pelo WR-2721 e pelo Isoproterenol (ISO), analisando sua modificagéo
pelo Propanolol (PROP). A estimulagdo dos [B-receptores da glandula parétida
pelo Isoproterenol resulta em um imediato aumento da atividade da adenilato
ciclase, com um subsequente aumento do cAMP. Assim, os autores investigaram
se a estimulagdo dos [B-receptores e o0 consequente aumento da taxa de cAMP,
protegem a glandula parétida dos efeitos da radiagao. Para isto, foram aplicados
intraperitonealmente em ratos, 400 mg/kg de WR-2721, 1 ml de 0.5% de solugéo
de isoproterenol e 20 mg/kg de B-bloqueador propanolol, 20 minutos antes da
irradiacao unilateral das parétidas. Os resultados mostraram que tanto o ISO como
o WR-2721, apresentaram significante protecdo em relagao ao controle. Quando o
ISO foi aplicado com o PROP, a protegcédo exercida pelo ISO foi eliminada; ja a
administragdo do WR-2721 com o PROP aumentou o efeito radioprotetor do WR-
2721. Com isso, estes autores concluiram que o efeito radioprotetor do ISO esta

relacionada com o B-receptor.

O mecanismo da degranulagdo das glandulas salivares provocado por
agentes quimicos, tem sido amplamente relacionado como uma forma de

radioprotecédo. Por isso, COPPES et al, em 1997, revisaram o conceito de
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degranulagdo nas glandulas salivares como mecanismo de radioproteg¢do. Para
isto utilizaram ratos nos quais foram administradas drogas estimulantes de saliva
(Fenilefrina, Metacolina e Isoproterenol), intraperitonealmente, antes de uma dose
unica de 15 Gy de raios X, sendo avaliados nos periodos de 1, 3, 6, 10 e 30 dias.
Quanto a degranulagado, foi verificado que na glandula parétida, somente o
isoproterenol causou a completa degranulagcédo das células acinares. Na glandula
submandibular, as substancias fenilefrina e/ou metacolina causaram a
degranulacado das células dos tubulos convolutos granulares, porém as células
acinares apresentaram-se semelhante ao controle. Entretanto, quando
administrado o isoproterenol o resultado foi inverso. Na avaliagdo do fluxo salivar
da glandula parétida, foi observado que no pré-tratamento com isoproterenol e
metacolina + fenilefrina, o fluxo salivar apresentou uma menor redugao em relagao
ao grupo irradiado e que nenhuma alteragao foi observada com a administragéao
de fenilefrina. Na glandula submandibular, nenhuma das substéncias testadas
causou alteracdo no fluxo salivar. Com estes resultados, os autores concluiram
que no periodo entre 3-30 dias, os efeitos da radiacdo foi significantemente
reduzido com a aplicagcao da fenilefrina, isoproterenol e metacolina + fenilefrina,
mostrando que o mecanismo radioprotetor destas substancias ndo esta

relacionado com o efeito da degranulagao das células acinares.

A utilizagcado de adrenérgicos para a protegao das glandulas salivares contra
os efeitos adversos provocados pela radiagao, foi verificado por NAGLER & DOV
LAUFER, em 1998. Foram testadas a pilocarpina e a ciclocitidina, que sao
conhecidas como substancias capazes de estimular a salivagao, provocando com
isso a degranulacdo das glandulas salivares. Segundo estes autores, existe uma
teoria que explica que a morte das células serosas ocorre imediatamente apds a
destruicdo da membrana dos granulos de secregao, devido a liberagdo de metais
pesados, contidos no interior destes granulos, induzindo a formacéo de radicais
livres. Foram analisadas e comparadas as glandulas parétidas e submandibulares,
irradiadas com dose unica de 15 Gy de raios X, sendo administrada pilocarpina e
ciclocitidina uma hora e meia, antes da irradiacado. As salivas foram coletadas 4
dias e 2 meses apo6s a irradiagcado, sendo verificada uma redugao significante do

fluxo salivar da glandula parétida no 4° dia, porém apds dois meses o grupo
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tratado com ciclocitidina ndo apresentou diferenga estatistica comparada ao grupo
controle. Na glandula submandibular, ndo houve diferenga significativa no fluxo
salivar no 4° dia, porém apos dois meses, foi observada redugéo do fluxo em todos
os grupos irradiados. Com isto, estes autores concluiram que a glandula parétida
apresentou-se mais sensivel a radiagdo em relagdo a glandula submandibular e
que a ciclocitidina apresentou uma capacidade de degranulagdo das glandulas

salivares maior que a pilocarpina.

Visto que a radioterapia dos tumores da regido de cabega e pescogo
envolve as glandulas salivares, provocando varios efeitos adversos para a vida
diaria do paciente, como a xerostomia, ROESINK et al., em 1999, também
avaliaram o efeito do tratamento de pilocarpina na fungao de glandulas pardétidas
irradiadas. Segundo os autores, a pilocarpina € um estimulador de fluxo salivar
utilizado frequentemente em pacientes com xerostomia pos-radioterapia, porém
sua fungdo é dependente de sua aplicagdo, ou seja, seu uso é continuo para o
resto da vida em pacientes que tiveram alteragbes estruturais nas glandulas
salivares. Os autores utilizaram ratos, cujas glandulas parétidas foram submetidos
a doses de 10, 15, 20 e 30 Gy de radiagao X, unilateralmente (servindo a glandula
contra-lateral de controle), sendo administrado 4 mg/ml de pilocarpina 1 hora
antes da irrradiagado. A saliva foi coletada 4 horas antes da irradiagcao e, 3,7, 10 e
30 dias ap6s a irradiacdo. Foi verificada uma grande reducao, dose-dependente,
do fluxo salivar nas gléndulas irradiadas. As glandulas nao irradiadas néo
apresentaram alteragdo em sua fungdo. Nas glandulas tratadas com pilocarpina,
quando utilizadas doses abaixo de 15 Gy, nao houve diferenga significante quanto
sua funcéo em relacao as glandulas nao tratadas. Doses de 15 e 20 Gy, causaram
um menor prejuizo na fungdo quando comparadas as gléandulas n&o tratadas,
porém no grupo de 30 Gy, o efeito da pilocarpina ndo foi mais observado. Com
isto, os autores concluiram que a habilidade da pilocarpina em atenuar os efeitos
da radiacao depende da dose aplicada, indicando que um certo dano a glandula
deve existir para que haja resposta ao tratamento. Entretanto, quando ocorrem
danos muito grandes as células, o tratamento com pilocarpina ndo apresenta

resultados significativos.
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A protecdo das glandulas salivares pela aminofostina em coelhos foi
avaliada por BOHUSLAVIZKI et al., em 1999. Foram estudados dois grupos de
coelhos; o grupo que recebeu 200 mg/kg de aminofostina intravenoso e o grupo
controle que recebeu a mesma quantidade de solugéo salina, antes de uma alta

dose com um radioisétopo de iodo (Radiodine ''I).

ApOs 24 semanas da
aplicacdo do I, todos os animais foram sacrificados e as glandulas salivares
removidas para o exame histopatolégico. Foi observada uma grande diferenca
entre os dois grupos: o grupo controle apresentava uma grande quantidade de
lipomatose, enquanto que no grupo tratado com aminofostina esta lipomatose era
negativa. Nao foram verificados sinais de inflamagdo em nenhum dos grupos.
Com isto estes autores concluem que a aminofostina apresentou uma acgao
radioprotetora, pois reduziu significativamente os danos provocados pela alta dose

de radioiodine (*'I).

Recentemente, em 2000, os autores NAGLER et al. avaliaram a protegao
das glandulas pardétidas através de tratamento com superoxido dismutase, quando
submetidas a irradiagdo. Ratos machos foram submetidos a uma dose unica de 15
Gy de raios X. Esses animais foram divididos em 3 grupos: o controle; um grupo
no qual foi administrado 50mg/Kg de superoxido dismutase de Mn 90 minutos
antes da irradiagao; e um grupo que recebeu 100mg/Kg de superéxido dismutase
de Cu/Zn 30 minutos antes e apos a irradiagdo. Os animais do grupo irradiado
tiveram uma significante redugdo no peso corporal 7 dias apos de irradiagao. As
glandulas parétidas e submandibulares foram avaliadas, quanto a sua funcéo, 2
meses apos a irradiagcado, sendo verificado que o tratamento com o Mn ofereceu
uma protecao parcial nas glandulas parétidas, porém este mesmo achado nao foi
verificado nas glandulas submandibulares. O grupo que recebeu tratamento com o
Cu/Zn n&o apresentou nenhuma protegcdo em relagdo as glandulas salivares
avaliadas. No entanto, quando avaliada a protecéo destes elementos quanto a
mielosupressao, foi verificado que ambas as substancias apresentaram um efeito

protetor.

Os efeitos da radiagdo nas glandulas parétidas foram classificados de acordo com

o tempol/alteracdes por COPPES et al., em 2001. Estes autores descreveram as
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alteragdes em 4 fases distintas: danos agudos (0-10 dias), danos recentes (10-60
dias), danos intermediarios (60-120 dias) e danos tardios (120-240 dias). No
mesmo estudo, foram avaliadas as alteragdes causadas pela radiacao em todas
as etapas e a propriedade radioprotetora dos receptores adrenérgicos e
muscarinicos, seguidos de irradiacdo com dose unica de 15 Gy de radiagéo X. A
saliva foi coletada nos seguintes tempos: 4 dias antes, 1, 3, 7, 10, 30, 60, 120, 180
e 240 dias apos a irradiagdo, enquanto que as glandulas para o estudo
morfolégico foram removidas nos seguintes periodos: 1, 3, 7, 10, 30, 60, 120, 180
e 240 dias. Nos grupos sem o tratamento das drogas receptoras adrenérgicas e
muscarinicas, o fluxo salivar apresentou um acentuado declinio, com 0 maximo no
6° dia pos-irradiagao, havendo um decréscimo na secre¢do de amilase a partir do
10° dia, atingindo um minimo em 60 dias. As alteragdes no numero de células
acinares, s6 foram observadas a partir do 10° dia, enquanto que o aumento no
numero de vacuolos nas células acinares foi observado imediatamente apds a
irradiacdo. Um discreto aumento na quantidade de tecido fibroso foi observado a
partir do 60° dia. Nos grupos tratados com os receptores adrenérgicos e
muscarinicos, uma simples aplicagdo da droga pode atenuar a o
comprometimento funcional da glandula apds a irradiagéo nas fases agudas (0-10

dias) e recentes (10-30 dias).

2.5 - Efeito do selénio na integridade do DNA:

abendo-se que a radiagdo acomete graves prejuizos as gléndulas
S salivares, e que diversos radioprotetores tem sido pesquisados, é
importante o conhecimento do risco-beneficio destas substancias na

integridade dos tecidos onde serdo administrados.

Em 1994, LU et al. estudaram o efeito do selenito na integridade do DNA e
apoptose em células de ratos leucémicos. Para isto, foram utilizadas células do

grupo L1210 submetidas a tratamento com concentragbes que variavam de 0-20
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‘M de selenito. Foi verificado que o tratamento com selenito induz a quebra
simples de filamento do DNA (single-strand break - SSBs), seguido da ativagao de
endonucleases que produzem a quebra dupla de filamento do DNA (double-strand
break - DSBs) até a indugao da morte celular por apoptose. Também foi verificado
que os dois tipos de quebra de DNA tiveram comportamentos diferentes em
relagdo a concentracdo de selenito, apresentando um aumento no DNA SSBs de
415% entre 0 a 5 uM e de 48% entre 5 a 10 uM, enquanto que para o DNA DSBs
o aumento foi de 33% para o nivel de 0 a 5 uM de selenito e de 130% para 5 a 10
uM. Estes autores propuseram, ainda, uma sequéncia de eventos que culmina na

apoptose e morte das células tratadas com selenito:

Tratamento com selenito m——> DNA SSBs wm——> Ativacido de endonuclease ?
Morte celular ~<—m Fragmentagdo do DNA <—m DNA DSBs

Em 1995, WU et al. pesquisaram a acdo do metabolismo do selénio e a
indugdo de morte celular através do seleniodiglutatione, comparando seus efeitos
celulares com os do perdxido de hidrogénio (H2O;). Para tanto, os autores
utilizaram células mamarias de ratos da linhagem C57, utilizando também uma
célula clonada desta, que se denominava B19. Esta célula clonada era resistente
ao seleniodiglutatione, que € o primeiro metabdlito formado quando ha a redugéo
do selenito em glutatione e € um agente anti-carcinogénico, apresentando também
uma alta toxicidade que pode provocar a apoptose. Os resultados mostraram que
o seleniodiglutatione causou mudangas morfologicas celulares similares ao
peréxido de hidrogénio, sugestivo de apoptose, porém através de mecanismos
diferentes, fato que foi verificado nas células resistentes ao seleniodiglutatione que
se apresentavam igualmente sensiveis ao H,O,, sendo induzidas a morte celular.
Estes autores concluem que tanto o seleniodiglutatione como o peroxido de
hidrogénio induzem a morte celular, porém o mecanismo como isso ocorre n&o foi

esclarecido.

Ainda em 1995, LU et al., avaliaram a genotoxicidade do selénio,
dissociando-a dos efeitos inibitérios de crescimento celular (agao

anticarcinogénica), ou seja, tinham como objetivo avaliar se a quebra do DNA
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(single-strand break) poderia ser dissociada dos efeitos biologicos, que estdo
associados com a inibicdo do cancer. Foram utilizados varios derivados do
selénio, dentre eles o selenito de sédio, com uma linhagem de células tumorais
epiteliais de mama de ratos (MOD). Os autores verificaram que a agao inibitéria do
crescimento pode ser dissociada da genotoxicidade, porém o selenito induz a
quebra de DNA (single e double-strand break) e a morte celular. Também foi
verificado que o mecanismo de agao molecular dos compostos de selénio sao
diferentes, visto que o metilseleniocianato e o SE-metilselenocisteina ndo induzem
ao DNA single-strand break, mas produzem inibicdo da proliferacédo celular e de

morte celular.

O estudo da inibigdo da atividade do mecanismo de ligagao do DNA através
do uso do selenito e o do selenodiglutatione (GS-Se-SG) foi avaliado por SPYROU
et al., em 1995. Uma vez que o complexo AP-1 é um importante fator de
transcricdo para a regulagdo do crescimento e diferenciagdo celulares, estes
autores avaliaram a ligacao desse complexo com o DNA, utilizando extratos
nucleares de linfécitos humanos 3B6. Para isso, foram realizados pré-tratamentos
com selenito e com selenodiglutatione nos linfocitos intactos e também
diretamente no extrato nuclear. Os resultados demonstraram que quando
aplicados diretamente no extrato nuclear, durante 10 minutos, foi necessaria uma
dose de 7,5 uM de selenito de sodio para uma inibicdo de 50% da ligacao AP1-
DNA e de 0,75 uM para a mesma taxa de inibigdo, utilizando o GS-Se-SG,
enquanto que para o selenato, foi necessaria uma alta concentracdo (250 uM).
Quando foram aplicados estes componentes com as mesmas doses em linfécitos
intactos, a inibicao da ligagdo AP1-DNA foi de 50% para o selenito, enquanto que
nao houve inibicdo para o selenato. Com isso estes autores concluiram que o
selenito e o GS-Se-SG sdo potentes inibidores do AP1-DNA e,
consequentemente, inibidores do crescimento celular, mostrando ser um possivel

mecanismo da inibicdo do crescimento de células tumorais.

Em 1999, STEWART et al., analisaram trés componentes de selénio quanto
sua toxicidade, a atividade da enzima glutatione peroxidase, a apoptose e a

radioprotecdo. Para isto, foram utilizadas culturas de células de ratos
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(queratindcitos) previamente tratadas com Selenito, Selenocistamina e
Selenometionine, sendo feitas as analises, 24 horas apds. Quanto a toxicidade, foi
verificado que o selenito € o mais citotdxico, induzindo citotoxidade em doses
acima de 10 upg Se/ml, enquanto que o selenometionine nao apresentou
toxicidade em nenhuma das doses analisadas. Com relagao a atividade da enzima
antioxidante glutatione peroxidase, foi verificado que todos os derivados de
selénio testados causaram um aumento em sua concentracdo, estando
diretamente ligado com os resultados preventivos das lesdes oxidativas no DNA,
provocadas nas células testadas com a exposicdo a radiacdo UVB. Quanto ao
indice de apoptose, foi verificado que o selenito apresentou o maior indice,
seguido pela selenocistamina, enquanto que o selenometionine ndo apresentou

indices significativos de apoptose.
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3. PROPOSICAO

m fungdo do pequeno volume de informagdes na literatura sobre a
radioprotecao destas glandulas e, principalmente, por ndo se ter
encontrado, nenhum trabalho utilizando o Selenito de Sédio como
radioprotetor, a realizacdo desta pesquisa tem como proposi¢céo
avaliar, ultra-estruturalmente, os efeitos agudos da radiagdo e o efeito
radioprotetor do selenito de sddio nas células acinares de glandulas parétidas de

ratos, submetidas a irradiagao local de 15 Gy de radiagdo Gama.

38



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 - Animais:

pds a aprovacdo pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Estadual de Campinas, foram utilizados para a
presente pesquisa 57 ratos de mesma linhagem (Rattus
norvegicus, Albinus, Wistar), machos, com idade entre 60 e 90
dias e peso variando entre 150 e 300 gramas, sendo os mesmos procedentes do
Biotério Central da UNICAMP. Todos os animais foram mantidos, desde as fases
de pré-tratamento e pré-operatoria até o sacrificio, em gaiolas de policarbonato,
que se encontraram em local com temperatura e umidade controladas, com um
ciclo alternado de 12 horas claro-escuro. A alimentagdo dos animais constou de

ragao balanceada padrao e agua “ad libitum”, diariamente.

4.2 - Grupos experimentais:

A amostra foi dividida, de forma aleatéria, em quatro grupos experimentais:
Grupo Controle, constituido por animais nos quais foi injetado 0,15ml de agua
destilada, intraperitonealmente, simulando a administragcdo do selénio; Grupo
Irradiado, cujos animais receberam também a mesma dose de agua destilada e
foram submetidos a irradiagdo; Grupo Selénio, constituido por animais que

receberam uma dose de 05 mg Se/lkg b.w de selenito de sodio

39



intraperitonealmente, e o Grupo Selénio/lrradiado, cujos animais receberam a
mesma dose de selénio administrada no grupo selénio, sendo submetidos a
irradiacao 24 horas apos.

Os animais foram sacrificados seguindo os diversos tempos pré-
determinados, sendo divididos em sub-grupos: 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas apés a

irradiacao.

4.3 - Tratamento com Selenito de sodio:

Selenito de sodio (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) (fig 1) foi diluido em
agua destilada e injetado intraperitonealmente nos animais correspondentes aos
grupos selénio e selénio/irradiado (fig 2). Nos animais dos grupos controle e
irradiado, foi administrada agua destilada na quantidade equivalente a solucao de

selenito de sodio. A solugcdo de selenito de sodio e a agua destilada foram

injetadas no mesmo dia.

Prancha 1 — Selenito de S6dio Pentahidratado Prancha 2 — Aplicacdo da solucdo de selenito de
Pentahidratado (pré-andlise). sodio intraperitonealmente.

4.4 - Fase de Irradiacao:
Vinte e quatro horas apds a injegao da solugao de selenito de sdédio e de

agua destilada, os animais dos grupos irradiado e selénio/irradiado foram
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anestesiados com pentabarbital de sodio (40mg/Kg) e recobertos por uma lamina
de chumbo de 4,0 mm de espessura, deixando livre apenas a regido de cabega e
pescoco (fig 3). Posteriormente, esses animais foram irradiados, simulando uma
radioterapia de cabega e pescogo, utilizando-se feixes de radiagao gama (Co &)
emitidos por um aparelho da marca Alcion CGR Il (Siemens) (fig 4). O tamanho do
campo irradiado foi de 30 X 30cm, para que fossem irradiada somente a regido da
cabeca e pescogo, sendo posicionados oito animais por vez, a uma distancia focal
de 80 cm e uma dosagem maxima de energia a uma profundidade de 0,5 cm. O

rendimento do aparelho foi de 107 Gy/min, operando com energia de 1,25 MeV,

com dose total aplicada de 15 Gy.

Prancha 3 — Protec@o do restante do corpo do Fig 4 - Posicionamento dos animais para a
animal, com exposicao somente da regido da exposi¢ado a radiacio.
cabeca.

4.5 - Fase de Obtencao das Pecas:

Apods os tempos previamente estabelecidos, os animais foram anestesiados
por injecao intraperitoneal de pentabarbital de sddio, com dose de 40mg/kg de
peso corporeo para a obtengdo das pegas (fig 5 e 6). Foram removidas as
glandulas parotidas de ambos os lados, as quais foram devidamente lavadas com

solucgéo fisiolégica, secadas em papel absorvente e mantidas em recipientes com
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fixador até a inclusdo. Posteriormente a obtencdo das pecas, os animais foram

sacrificados com prolongamento do anestésico (éter etilico).

Fig 5 - Incisdo cirdrgica para a remocio da Prancha 6 — Remogao da glandula pardétida.
glandula parétida.

4.6 - Preparacao Tecidual:

As pecgas foram imediatamente fixadas apos a remogdo em glutaraldeido
2,5%, pH 7,3 0,1 M tamponado, de 4 a 6 horas em ambiente resfriado (4° C).
Posteriormente as pecas foram fixadas 1 hora em tetréxido de ésmio 1%, 0,1M
tamponado a temperatura ambiente e desidratadas em solugdes crescentes de
acetona 50%, 70%, 80% e 90%, permanecendo por 10 minutos em cada solucao
e, posteriormente, em solugdo de acetona pura (Merk) utilizando-se 3 lavagens de
20 minutos cada. As pecgas foram colocadas em uma mistura de acetona/resina,
na proporcao de 1:1, onde ficaram “over-night”. Posteriormente, foram colocadas
em resina pura a temperatura de 37°C por uma hora, sendo entao incluidas em
recipientes de plasticos apropriados e colocadas em estufa a 70°C por 48 horas
para a polimerizacao da resina, obtendo-se assim os blocos de resina. Estes
foram trimados para eliminar o excesso de resina e entdo realizada a microtomia
em cortes semifinos (1-2 um) em um ultramicrétomo com navalhas de vidro,
corados com azul de toluidina, para entdo ser feita a selegdo da regido a ser

estudada ao microscopio eletrénico de transmissdo. Posteriormente os blocos
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foram novamente trimados para proceder a obtengéo dos cortes ultrafinos (50-100

nm), utilizando-se navalhas de diamante.

4.7 - Analise das Telas:

As telas foram analisadas utilizando-se um Microscépio Eletrénico de
Transmissdo da marca Zeiss EM-10, sendo realizadas avaliagdes ultra-estruturais
das organelas citolplasmaticas e nucleares das células acinares das gléndulas
parétidas em todos os grupos estudados por dois examinadores previamente

treinados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

uso das radiacdes ionizantes para fins terapéuticos apresenta-

se, nos dias atuais, como um grande aliado no tratamento de

neoplasias malignas, promovendo resultados promissores a
pacientes submetidos a radioterapia, podendo ser esta modalidade de tratamento,
a terapia de escolha ou fazer parte, concomitantemente com a cirurgia, dos
tratamentos combinados para varios tipos de neoplasias malignas (PARISE
JUNIOR, 2000). Porém, uma série de efeitos adversos acompanha os pacientes
que sao submetidos a radioterapia, interferindo na qualidade de vida dos mesmos.
Devido a falta de seletividade, a radiagdo, acomete ndo somente as células
neoplasicas, mas também as células s&s circunjacentes a area patoldgica,

provocando assim destruicdo e morte celular em toda a regido irradiada.

No tratamento de tumores que acometem a regido de cabeca e pescogo, a
radioterapia é bastante utilizada, devido a grande agressividade destas
neoplasias. Porém, como em toda radioterapia, os tecidos adjacentes s&o
agredidos, entre eles as glandulas salivares, que apesar de serem formadas por
um tecido bastante diferenciado, sdo bastante sensiveis a radiagdo (COPPES et
al., 1997), sendo que o seu mecanismo de destruicdo ainda n&o estd bem

esclarecido.
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As alteragdes estruturais nas glandulas salivares determinam uma série de
sintomatologia para o paciente, como xerostomia, afecgdes inflamatérias, aumento
do indice de caries dentais, mucosites e disfalgia (COPPES; VISSINK; KONINGS,
2002; NAGLER; BAUM; FOX, 1993; STEPHENS et al., 1989). A sintomatologia
decorrente da irradiacdo de glandulas salivares é ocasionada pela destruigdo
estrutural das células acinares, assim como pelas alteracbes em organelas
(mitocbndrias, reticulos endoplasmatico, granulos de secre¢ao) e até mesmo por
alteragbes nucleares, levando as células a um processo de apoptose,
determinando a reducgao, ou até mesmo a auséncia, da principal funcdo destas
células que é a excrecao, podendo causar danos que sao irreversiveis ao paciente
(PRATT & SODICOFF, 1972; SHOLLEY, SODICOFF, PRATT, 1974; STERN et
al., 1976; MESSELT & DAHL, 1983; VISSINK et al., 1991).

A interagdo da radiagdo ionizante com os tecidos vivos, ocorre através de
varias etapas, levando a alteracbes que podem culminar na destruicdo e morte
celular, podendo ser representada e melhor entendida pelo esquema abaixo
(KUMAR et al., 1988):

e  Radicais (OH)
Radiagdolonizante > Tecido Glandular — y——>* Protons (H ")
e Peroxido de Hidrogénio (H,0,)

g
Radiac¢do Ionizante X Glandulas Salivares ﬂ
Morte Celular <:|[|n Estruturas Vitais das Células <":||]|] Radicais Livres

No presente estudo, a glandula parétida foi o tecido de escolha, visto que
segundo PETER et al., (1994); COPPES et al., (1997) e NAGLER & DOV
LAUFER, (1998), esta apresenta uma maior radiossensibilidade em comparagao
as demais glandulas salivares. Isto pode ser explicado devido esta glandula ser
classificada como uma glandula serosa, uma vez que em sua constituigcdo
aproximadamente 80% das células acinares sao serosas, sendo mais

radiossensiveis em relacdo as células acinares mucosas, que compdem as
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demais glandulas salivares, como citado por ROSLINDO et al. (1989), que
observaram ser os acinos serosos e ductos estriados de glandulas parétidas as
estruturas com maior radiossensibilidade. COPPES et al. (1997), ainda relatam
que apesar das glandulas salivares apresentarem-se compostas por tecido
altamente diferenciado e n&o apresentarem um metabolismo elevado, o que
indicaria uma radiorresisténcia, a morte das células parenquimais e um
decréscimo no fluxo salivar, sdao observados nas primeiras 24 horas apds a

irradiacao.

NAGLER & DOV LAUFER (1998) explicam que a possibilidade da gléandula
parétida apresentar-se mais radiossensivel em relagéo a glandula submandibular,
pode estar no fato de que os granulos de secregao, presentes nas células
serosas, apresentam em seu interior metais pesados. Havendo o rompimento da
membrana destes granulos, pela agdo da radiagdo ionizante, os metais s&o
liberados para o tecido, produzindo a formacgao de radicais livres que provocam a
morte celular. Acrescenta-se ainda que a morte celular pode ser decorrente dos
radicais livres produzidos a partir dos metais liberados e também decorrente da

interac&o entre a radiag&o e o tecido.

ANDERSON, [ZUTSU & RICE, em 1981, relatam que as mudancgas
estruturais nas glandulas salivares decorrentes da radiagao ionizante variam de
acordo com a regiao, apresentando diferentes radiossensibilidades. 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.

Diante desta radiossensibilidade e das sequelas decorrentes da irradiagao
nas glandulas salivares, o uso de radioprotetores nestas estruturas é plenamente
justificavel. Neste estudo, o radioprotetor de escolha foi o selenito de sddio
(Na,SeO3), com sua agao antioxidante e radioprotetora comprovadas por diversos
trabalhos (HOLLO et al., 1960; BRECCIA et al., 1969; HURT et al., 1971; WEISS
et al., 1987; LECCIA et al., 1993; RAFFERTY et al., 1998). Outros autores como
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BOREK et al. (1986); BJORN et al (1989); BOREK (1993) e LECCIA et al (1993)
sao unanimes em afirmar que o efeito radioprotetor do selénio se da devido sua
atuacao na elevacgao da atividade da enzima glutationa peroxidase, permitindo que
haja uma maior captura dos radicais livres produzidos pela radiagédo. Esta relagéo
entre selénio e glutationa peroxidase ja havia sido estabelecida por ROTRUCK et

al.,, em 1972, conforme esquema a seguir:

Na,SeO; II‘ Aumento do Nivel de Glutationa Peroxidase

ROTRUCK, et al, 1972

peasddq

ogde

Tecido Celular contra Oxidagéo H,0, nas Células

3gaj0ag I
=

A dose de selenito de sédio utilizada nesta pesquisa, foi de 0.5 mg/kg de
peso corporeo do animal, estando abaixo dos padrdes de toxicidade segundo
ELLENHORN & BARCELOUX (1998), que afirmam que a dose minima para a
toxicidade € de 1 a 5 mg/kg para o selenito. Importante ressaltar que no decorrer
deste experimento nenhum animal foi a ébito apds a aplicagdo do selenito de

sodio.

Na fase de irradiacdo, utilizou-se a dosagem unica de 15 Gy de ®Co,
seguindo a metodologia prévia de diversos trabalhos (STEPHENS et al., 1989;
VISSINK et al.,, 1991; NAGLER, BAUM, FOX, 1993; PETER et al., 1994a, PETER
et al., 1994b; NAGLER et al., 1996; COPPES, VISSINK, KONINGS, 2002),

podendo-se verificar que esta dose foi de escolha nos trabalhos mais recentes.

Os tempos estabelecidos no presente estudo, para a avaliagdo do tecido
glandular, tiveram como finalidade avaliar os efeitos agudos da radiagdo, pois
segundo COPPES et al. (2001), as alteragbes estruturais nas glandulas salivares
sdo divididas em 4 fases distintas: danos agudos (0-10 dias), danos recentes (10-
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60 dias), danos intermediarios (60-120 dias) e danos tardios (120-240 dias).
Diversos trabalhos (PRATT & SODICOFF, 1972; SHOLLEY, SODICOFF, PRATT,
1974; READE & STEIDLER, 1985; NAGLER, BAUM, FOX, 1993) demonstram que
as maiores alteracdes estruturais ocorrem nas primeiras 48 horas, tendo seu inicio
logo apds a irradiagdo. Como o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
radioprotetor do selenito de sddio, optou-se por intervalos de tempo menores, a
fim de se observar maiores alteragdes, com o intuito de avaliar a capacidade

radioprotetora desta substancia durante a fase aguda.

Analisando a ultraestrutura das glandulas parétidas (Prancha 1-figs. 1.1, 1.2
e 1.3), verificou-se a presenga das células acinares com grande quantidade de
granulos de secregao seroso, que se apresentam eletrondensos a microscopia
eletrénica, distribuidos por todo o citoplasma celular (Prancha 1-fig. 1.4). E
possivel também verificar a presenga de diversas organelas citoplasmaticas, como
mitocdndrias, reticulo endoplasmatico granular e complexo de golgi (Prancha 1-fig.
1.5). Os nucleos apresentam-se com a cromatina dentro do aspecto de
normalidade, sendo envoltos pela membrana nuclear de espessura normal
(Prancha 1-fig. 1.6).

As analises realizadas pela microscopia eletrébnica mostraram que 4 horas
ap6s a irradiacédo, o grupo irradiado apresentava alteragdes ultra-estruturais
claramente evidentes, observando-se desorganizagdo tecidual dos acinos
(Prancha 2-fig. 2.1), representada pela acentuada degeneracdo citoplasmatica
com formacdo de estruturas amorfas conhecidas como corpos claros e corpos
citoliticos. Como citado por SHOLLEY, SODICOFF & PRAT (1974), o corpo
citolitico € uma degeneracgao citoplasmatica que contém fragmentos de reticulo
endoplasmatico granular, mitocdndrias, granulos de secrecdo e material denso
amorfo. O corpo claro é caracterizado pela presenga de fragmentos
citoplasmaticos das células acinares, contendo ribossomos livres, fragmentos
nucleares, reticulo endoplasmatico granular e granulos de secrecdo. Esta
descricdo é coincidente com os achados nesta pesquisa, indicando, portanto, a
degeneragao citoplasmatica. As organelas mais sensiveis foram os granulos de

secrecao (Prancha 2-fig. 2.2), seguidos pelas mitocdndrias (Prancha 2-figs. 2.3 e
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2.4). Porém, também se observou alteragdes no reticulo endoplasmatico granular,
sendo semelhantes aos achados de PRATT & SODICOFF (1972), STERN et al.
(1976) e MESSELT & DAHL (1983). Havia presenga de nucleos atréficos e com

cromatina condensada, sinais indicativos de apoptose (Prancha 2-fig. 2.5).

Os achados de alteragdes ultra-estruturais decorrentes da irradiagéo, logo
no primeiro tempo avaliado, sdo concordantes com os trabalhos de PRATT &
SODICOFF (1972) e READE & STEIDLER (1985), onde estes autores
demonstram que os danos ultra-estruturais decorrentes da agao da radiagao foram
evidentes a partir da 3% hora e da 2° hora pos-irradiagéo, respectivamente. Isto
demonstra que as alteragdes ultra-estruturais nas glandulas salivares ocorrem
logo nas primeiras horas pés-irradiacdo, sendo semelhante também com os
achados de NAGLER, BAUM & FOX (1993).

Apés 8 horas da irradiacdo, o tecido apresentava acentuado
comprometimento citoplasmatico, observando-se destruigdo de organelas
(Prancha 2-fig. 2.6). Havia uma maior concentracdo de nucleos apresentando
cromatina condensada (Prancha 3-figs. 3.1 e 3.2), com presenca de diversos
fragmentos de cromatina, observando-se alteragbes também na membrana
nuclear (Prancha 3-fig. 3.3), sendo semelhante aos achados de VISSINK et al.
(1991), que relatam haver distensdo da membrana nuclear. Estes achados podem
corresponder a uma redugdo dos efeitos agudos no citoplasma, porém
apresentando-se ainda em fase ativa nos nucleos, o que pode ser verificado nas

cararacteristicas de apoptose nuclear.

No presente estudo, as principais alteragdes decorrentes da agao da
radiacao foram encontradas nos dois primeiros tempos, ou seja, 4 e 8 horas apos
a irradiacdo, demonstrando seu apice no tempo de 8 horas. Estes achados sao
concordantes com os trabalhos de PRATT & SODICOFF (1972), SHOLLEY,
SODICOFF & PRATT (1974), STERN et al. (1976) e READ & STEIDLER (1985),
onde os mesmos afirmam que as principais alteragdes s&o encontradas nas
primeiras 48 horas, porém discordantes, quanto ao tempo de maior alteracio, que

nos trabalhos destes autores, aconteceram no 2° dia. Esta diferenca de resultado
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pode ser decorrente do uso de doses de radiacdo diferentes daquela utilizada

neste trabalho.

O inicio da reparacdo do tecido glandular comecou a ser observada 24
horas apos a irradiagao (Prancha 3-fig. 3.4), porém ainda notava-se a presenca de
alguns nucleos com cromatina condensada (Prancha 3-fig. 3.5) e fragmentos
citoplasmaticos em algumas regides (Prancha 3-fig. 3.6). Uma maior quantidade
de organelas integras foi observada em relagdo aos tempos 4, 8 e 12 horas,
como mitocdndrias, granulos de secregcao, complexo de Golgi e reticulos
endoplasmaticos (Prancha 4-fig. 4.1). A presenca de degeneragdes
citoplasmaticas como os “corpos citoliticos” foi observada em regides localizadas e
nao esparsas no tecido celular, como observado no tempo 4 horas (Prancha 4-
figs. 4.2 € 4.3).

No trabalho de SHOLLEY, SODICOFF & PRATT (1974), utilizando doses
de 1600 e 6400 R de raios X, as alteragdes apresentaram regressao a partir do 3°
dia, enquanto que no trabalho de STERN et al. (1976), onde foi utilizada dose
unica de 200 R corpo todo de radiagdo de néutrons, a regressdo se deu somente

a partir do 7° dia.

Nos préximos tempos avaliados nesta pesquisa, que foram 48 e 72 horas,
verificou-se uma progressao no processo de reparagao do tecido glandular, sendo
que apos 48 horas, verificou-se que a reparacao celular ja se apresentava melhor
em relagcdo aos demais tempos (4, 8, 12 e 24 horas) (Prancha 4-fig. 4.4), porém
ainda se observavam areas com alteragbes, s6 que em menor numero e grau
(Prancha 4 e 5-figs. 4.5, 4.6 e 5.1), 0 que parece demonstrar que o tecido irradiado

esta em processo de reparagao.

Este processo de reparagéo foi confirmado no ultimo tempo, ou seja, apés

72 horas de irradiagdo. Observou-se um tecido bem mais organizado, com

pequenas areas de degeneragao citoplasmatica e a presenga de vacuolos em

algumas regides, sendo que as mitocdndrias foram as organelas mais sensivel

(Prancha 5-figs. 5.2 e 5.3), diferentemente dos achados nos tempos de 4 e 8

horas pds-radiacdo. Os nucleos apresentavam-se com aspecto de normalidade
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(Prancha 5-fig. 5.4). Um fato importante observado neste tempo foi a presenga de
grande quantidade de mitocdndrias proximos aos nucleos (Prancha 5-fig. 5.5),
aliado a presencga de reticulo endoplasmatico granular extensivo (Prancha 5-fig.
5.6), 0 que pode denotar uma maior sintese celular em decorréncia da reparagao
tecidual. Porém, apesar do tecido apresentar-se mais organizado, sua reparagao
ainda nao esta completa, o que permite concluir que nas primeiras 72 horas apos

a irradiacao o tecido ainda encontra-se em fase de reparacao.

No trabalho de SCHOLLEY, SODICOFF & PRATT (1974), a normalidade
tecidual de glandulas irradiadas ocorreu no oitavo dia pds-radiagéo, porém READ
& STEIDLER (1985), realizaram um estudo longitudinal das alteragbes estruturais
e verificaram que a completa reparagao tecidual ocorre somente no 76° dia pos-

radiagao.

No grupo selénio/irradiado, péde-se observar que 4 horas apds a irradiacao,
o tecido apresentava-se com alteracbes citoplasmaticas caracterizadas por
degeneragdes em algumas regides, mostrando-se em menor grau do que no
grupo irradiado (Prancha 6-fig. 6.1). Também €& nitida uma maior organizagao
celular e a preservacgado do tecido em relagdo ao grupo sem a radioprote¢gao no
mesmo periodo. Embora fosse observada a presenca de mitocbndrias
preservadas, a maior parte apresentava-se comprometida, e diferentemente do
grupo irradiado, as maiores alteracbes nas organelas eram observadas nas
mitocondrias e ndo nos granulos de secregao (Prancha 6-figs. 6.2 e 6.3). Os
nucleos apresentavam-se com padrées de normalidade (Prancha 6-fig. 6.4). O fato
dos granulos de secregao serem menos danificados no grupo selénio/irradiado,
quando comparado ao grupo irradiado, talvez justifique os menores danos
observados nos animais do grupo selénio/irradiado, uma vez que ndo havendo
rompimento da membrana dessas estruturas, ndo houve liberacdo de metais
pesados e assim n&do houve um aumento na quantidade de radicais livres.
Portanto, pode-se supor que o selenito de sodio preveniu o rompimento da
membrana dos granulos de secregéo, uma vez que segundo BJORN et al. (1989),

a glutationa peroxidase previne lise celular provocada pelo peroxido de hidrogénio.
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Assim, o menor comprometimento dos granulos de secre¢ao neste periodo
pode representar uma maior protegao tecidual, concordando-se com COPPES et
al.(1997); NAGLER & DOV LAUFER (1998); ROESINK et al. (1999), que citam
haver uma teoria que explica que os metais pesados contidos no interior dos
granulos de secregao, como o ferro, o cobre e o zinco, podem ocasionar a
destruicao tecidual, com formacgao de radicais livres que entram em contato com o
citoplasma, decorrente de uma degeneragcdo deste granulos. Segundo estes
autores, a indugdo da degranulagdo das glandulas salivares por agentes
adrenérgicos antes da irradiacdo pode reduzir os efeitos adversos nos tecidos

irradiados, o que comprovaria esta teoria.

No grupo selénio/irradiado avaliado 8 horas apés a irradiagdo, observa-se
que o tecido ainda apresenta-se organizado, porém com um comprometimento
maior em relagdo ao tempo anterior (Prancha 6-fig. 6.5). Nota-se a presenga de
degeneragao citoplasmatica em algumas regides, com o comprometimento ndo sé
das mitocéndrias, que se apresentam dilatadas e destruidas, sendo semelhante
com os achados de VISSINK et al. (1991), mas também dos granulos de

secregao, formando uma grande quantidade de vacuolos (Prancha 6-fig. 6.6).

O maior comprometimento apos 8 horas neste grupo confirma os achados
do grupo irradiado sem radioprotegdo que também teve o seu maior grau de
comprometimento tecidual neste periodo. Porém, quando se compara o grupo
selénio/irradiado 8 horas com o grupo irradiado 8 horas, observa-se maior dano no

segundo grupo, indicando, portanto o efeito radioprotetor do selenito de sddio.

Nos demais tempos avaliados, verificou-se uma sequéncia progressiva de
reparagdao do tecido glandular (Prancha 7-fig.s 7.1 e 7.3), observando-se, em
todos os tempos, uma melhor organizagdo em relagdo ao grupo irradiado, ou seja,
uma menor quantidade de degeneragao citoplasmatica foi observada. No grupo
selénio/irradiado de 24 e 48 horas, observou-se a presenga de “corpos citoliticos”
(Prancha 7-fig.s 7.2 e 7.4), o que parece demonstrar que as alteragdes nos
primeiros periodos, em que sao mais intensas, sao caracterizadas por

degeneragdes dispersas, enquanto que, quando o processo de reparagao tecidual
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apresenta-se em um estagio mais avangado, estas alteracbes apresentam-se

localizadas, formando os “corpos citoliticos”.

A presenca de vacuolos foi observada a partir da 8% hora, sendo uma
constante até o ultimo tempo analisado. Esta vacuolizacdo no citoplasma €
decorrente de degeneragdes de organelas citoplasmaticas, principalmente

granulos de secrecéo e mitocéndrias.

No ultimo tempo analisado, 72 horas, observou-se que o aspecto geral
apresentava-se bem mais preservado (Prancha 7-fig. 7.5), com presenca de
organelas integras (Prancha 7-fig. 7.6). Porém ainda havia a presenga de algumas
regides com degeneragao citoplasmatica e pequena quantidade de vacuolos, o
que demonstra que, apesar do tecido apresentar-se mais organizado em relagao
aos tempos anteriores, ndo havia ainda, a presenga de um tecido totalmente

regenerado.

O efeito protetor de varios tipos de substancias tem sido pesquisado
quando da irradiagao de glandulas salivares, como o isoproterenol (HALL, 1974 e
ASAMI & FURUNO, 1981); Adenosina Monofosfatase Ciclica (SODICOFF &
CONGER, 1983a); WR-2721 (SODICOFF et al., 1978 e SODICOFF & CONGER,
1983b); Aminofostina (BOHUSLAVIZKI, 1999); Superoxido Dismutase (NAGLER
et al., 2000) e estimuladores de fluxo salivar (COPPES et al., 1997, NAGLER &
DOV LAUFER, 1998 e ROESINK et al., 1999). Todas essas substancias
mostraram-se eficazes. A analise dos resultados obtidos neste estudo,
demonstram que o selenito de sédio também se mostrou eficaz como
radioprotetor, visto que, em todos os tempos analisados do grupo
selénio/irradiado, a quantidade de degeneracao tecidual e o aspecto ultra-
estrutural apresentaram-se melhores em relagdo ao grupo irradiado, o qual nao foi
protegido. Porém, a radioprotecao exercida pelo selenito de sédio ndo € completa,
pois ainda observa-se a presenga de areas em degeneragao em todos tempos
analisados. Contudo, pdde-se notar que o grupo no qual foi administrado o
selenito de soédio como radioprotetor houve um menor dano ao tecido injuriado

pela radiagcao e consequentemente uma reparacgao tecidual mais rapida.
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O efeito radioprotetor evidenciado neste estudo pode ser explicado devido o
aumento da enzima glutationa peroxidase atuando diretamente na captura dos
radicais livres provocados pela radiagao ionizante quando do contato direto com o
tecido irradiado (ROTRUCK et al., 1972; FLOHE et al., 1973; CHOW et al., 1974;
HAFEMAN et al., 1974; LAWRENCE et al., 1976; SANDSTRON et al., 1989;
LECCIA et al, 1993). Porém, a enzima glutationa peroxidase pode também
apresentar um outro mecanismo de radioprotecdo, especificamente para as
glandulas salivares. Segundo autores como COPPES et al.(1997); NAGLER &
DON LAUFER (1998); ROESINK et al. (1999), demonstram que a morte celular
causada pela radiagdo nas glandulas salivares ocorre imediatamente apés o
rompimento da membrana dos granulos de secreg¢ao, devido aos metais pesados
que ocasionam a formagao de radicais livres no tecido. Com isso, podemos inferir
que o aumento da enzima glutationa peroxidase, provocada pela administracdo do
selenito de sddio, podera ter atuado neutralizando, ndo somente os radicais livres
produzidos pelo efeito direto da radiagdo, mas também evitando o rompimento das
membranas dos granulos de secreg¢ao, reduzindo a quantidade de radicais livres
formados na liberagao destes metais pesados. Estes mecanismos estdo indicados

no esquema a seguir:

Radicais livres  iC—, > Morte Celular

Radiagdo Ionizante |][||:> Tecido Glandular ® % ﬂ

Rompimento da Membrana
dos Granulos de Secregdo

Selenito de Sodio |]|]|:> Enzima Glutationa Peroxidase

=
=

{

Morte Celular <:||]|] Radicais livres <:Iﬂﬂ Liberagdo de Metais Pesados

Com a finalidade de se observar a influéncia do selenito de sédio nas
células acinares, analisou-se também um grupo onde foi administrado somente o

selenito de sédio, sem a interferéncia da radiagao, pois diversos trabalhos ( LU e/
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al., 1994; WU et al., 1995; LU et al., 1995; SPYROU et al., 1995; STEWART et al.,
1999) mostraram que o selénio pode levar a danos celulares, tais como mudancas
morfologicas, quebra de DNA, e até mesmo a apoptose. Os animais deste grupo
foram sacrificados nos mesmos intervalos de tempo que os demais (levando-se
em consideragao o tempo pos-irradiagdo dos demais grupos) para que se pudesse
realizar uma comparacao dos resultados e assim avaliar o risco-beneficio da

administragao desta droga.

No primeiro tempo avaliado, 4 horas a partir do momento da irradiagéo nos
grupos irradiados, o aspecto tecidual estava preservado para este tempo (Prancha
8-fig. 8.1), estando compativel com o grupo controle, apresentando o nucleo e o

citoplasma dentro dos padrdes de normalidade (Prancha 8-fig. 8.2).

As alteragbes teciduais tornaram-se evidentes a partir da 87 hora, onde se
observou a presenga de alteragcbes de organelas citoplasmaticas, como
mitocdndrias, granulos de secrecdo e reticulo endoplasmatico granular (Prancha
8-fig. 8.3). Observou-se também a presenga de vacuolizacdo e de degeneragdes
citoplasmaticas (corpos citoliticos), porém em menor quantidade que nos grupos

irradiado e selénio/irradiado (Prancha 8-fig. 8.4).

Estes achados foram observados nos demais tempos avaliados, sendo que
no tempo apdés 24 horas da administracdo do selénio, observou-se a maior
alteragao citoplasmatica e nuclear, com presenga de nucleos com cromatina
condensada (Prancha 8-fig. 8.5) e uma maior quantidade de mitocondrias e

granulos de secrecédo degenerados (Prancha 8-fig. 8.6).

Apos 48 horas, o aspecto geral apresentava-se mais organizado,
observando-se a presenca de degeneragao citoplasmatica e vacuolizagdo apenas
em algumas regides (Prancha 9-fig. 9.1). Nota-se ainda a presenca de grande
quantidade de granulos de secregdo integros e a presengca de reticulo
endoplasmatico granular extensivo (Prancha 9-fig. 9.2), o que denota um maior
poder de sintese, parecendo estar em processo de reparagdo. Estes achados sao

semelhantes ao encontrado no grupo sem protegao, apos 72 horas da irradiagao.
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A presencga do reticulo endoplasmatico extensivo fica mais evidente no
tempo apds 72 horas (Prancha 9-fig. 9.3), estando associado a grande quantidade
de mitocdndrias (Prancha 9-fig. 9.4), demonstrando uma alta atividade celular.
Nota-se também que o aspecto geral € bem mais preservado (Prancha 9-fig. 9.5),
estando muito préximo da normalidade, porém ainda s&o encontradas pequenas
areas de alteragdo citoplasmaticas (Prancha 9-fig. 9.6). Esses achados podem
indicar que a medida em que o selenito de sbédio foi sendo eliminado os danos

foram se tornando menores, permitindo assim uma reparacéao do tecido glandular.

Os resultados verificados no grupo onde foi realizada somente a
administracao do selenito de sddio permitem concluir também que o radioprotetor
avaliado provoca alteragdes celulares, sendo evidentes a partir da 8% hora, com
seu maximo de alteragao apos 24 horas, sendo semelhante aos achados de LU e/
al., 1994; WU et al., 1995; LU et al., 1995; SPYROU et al., 1995; STEWART et al.,
1999. Porém em todos os tempos avaliados, o grau de alteragdo tecidual
apresentou-se bem menor em relagdo aos grupos irradiados, o que indica que o
risco-beneficio desta substancia & favoravel, visto que a radiacdo acomete
consideravelmente um maior grau de destruicdo quando aplicada sem o uso do

radioprotetor.

Diante dos resultados obtidos neste estudo, ficaram evidentes as alteracdes
ultra-estruturais nas glandulas salivares decorrentes do uso da radiacéo, o que se
torna de fundamental importancia a procura de meios que possam amenizar seus
efeitos deletérios. Estas alteragdes estruturais determinam uma série de prejuizos
para a qualidade de vida dos pacientes que sao submetidos a este tipo de
tratamento, como reducédo no fluxo salivar (xerostomia), aumento do indice de
caries e infecgdes bucais, disfalgia, mucosites, desconforto noturno, enfim,
alteracbes estas que se tem tentado reduzir através de diversos estudos com
substancias capazes de diminuir estes efeitos adversos. Estas substancias
apresentam diversos mecanismos de atuagao, mas com uma unica finalidade: a
radioprotecdo. Sendo assim, neste estudo procurou-se encontrar uma forma de
amenizar os efeitos deletérios provocados pela radiagao ionizante nas glandulas

parétidas, através do uso do radioprotetor selenito de sodio, avaliando as
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alteragdes ultra-estruturais que ocorrem na fase aguda apdés uma alta dose de
radiacdo de ®°Co (15 Gy), verificando, assim, a eficacia deste radioprotetor, que

mesmo apresentando um certo grau de toxicidade, mostrou um risco-beneficio

favoravel para o seu uso.
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PRANCHA 01 - Eletromicroscopia de Transmissao
GRUPO CONTROLE

Fig. 1.1 — Aspecto Normal do Grupo Controle Fig. 1.2 — Nucleos e Citoplasma do Grupo
Aumento: 3.150 X Controle

Aumento: 5.000 X

Fig. 1.3 — Células Acinares do Grupo Controle Fig. 1.4 — Detalhe dos Grénulos de Secre¢do do

G Control
Aumento: 6.300 X fupo Lontrole
Aumento: 6.300 X

Fig. 1.5 — Citoplasma do Grupo Controle Fig. 1.6 — Nucleo do Grupo Controle
Aumento: 8.000 X 59 Aumento: 8.000 X



PRANCHA 02 - Fotomicroscopia de Transmissao
GRUPO IRRADIADO

Fig. 2.1 — Aspecto Geral do Grupo Irradiado 4 Fig. 2.2 — Degeneracéo dos Granulos de
horas pdés-radiacdao Secrecdo apos 4 horas da Irradiacdo

Aumento:2.500 X Aumento: 6.300 X

Fig. 2.3 — Degeneracéo de Mitoc6éndrias Fig. 2.4 - Vesiculas Citoplasmaticas
(4 horas pos-radiacdo) (4 horas pdés-radiagao)

Aumento: 25.000 X Aumento: 20.000 X

=

Fig. 2.6 — Aspecto Geral do Grupo Irradiado
apos 8 horas da Irradiacdao

Aumento:6.300 X

Fig. 2.5 — Nucleo com Cromatina Condensada

(4 horas pés-radiacao) 60
Aumento: 10.000 X



PRANCHA 03 - Fotomicroscopia de Transmissao
GRUPO IRRADIADO

Fig. 3.1 — Nucleo com Caracteristicas de Fig. 3.2 — Condensacéo de Cromatina
Apoptose

(8 horas pos-radiacdo)

8 horas pos-radiacao,
(: p ¢do) Aumento: 12.500 X

Aumento: 20.000 X

Fig. 3.3 — Aumento do Espaco do Envelope Nuclear Fig. 3.4 — Aspecto Geral do Grupo Irradiado

(8 horas pos-radiacdo) apos 24 horas da Irradiacdo
Aumento: 31.500 X Aumento:2.500 X

Fig. 3.5 — Cromatina Nuclear Condensada Fig. 3.6 — Alteracao em Organelas Citoplasmaticas

(24 horas pos-radiagdo) (24 horas pos-radiacdo)

61
Aumento: 8.000 X Aumento: 40.000 X



PRANCHA 04 - Fotomicroscopia de Transmissao
GRUPO IRRADIADO

Fig. 4.1 — Organelas com Padrio de Normalidade Fig. 4.2 — Degeneragdo Citoplasmética
(24 horas pés-radiagdo) (24 horas pos-radiacéo)
Aumento: 50.000 X Aumento: 10.000 X

Fig. 4.3 - Detalhe da Regido Anterior Fig. 4.4 — Aspecto Geral das Células Acinares
(24 horas pds-radiacao) (48 horas pds-radiacdo)
Aumento: 16.000 X Aumento: 3.150 X

Fig. 4.5 — Mitocéndrias Dilatadas e Destruidas (48 Fig. 4.6 — Aspecto Geral do Ducto Glandular
horas pés-radiacéo) apos 48 horas da Irradiacdo

62
Aumento: 31.500 X Aumento:2.500 X



PRANCHA 05 - Fotomicroscopia de Transmissao
GRUPO IRRADIADO

Fig. 5.1 — Nucleo com Cromatina Condensada Fig. 5.2 — Mitocéndrias Destruidas
(48 horas pds-radiacédo) (72 horas pos-radiacdo)
Aumento: 8.000 X Aumento: 12.500 X

Fig. 5.3 — Mitocondrias Preservadas e Destruidas (72
horas pds-radiacao)

Aumento: 31.500 X

Fig. 5.4 — Nucleos com Aspecto de Normalidade

(72 horas pds-radiagdo)
Aumento: 5.000 X

Fig. 5.5 — Grande Quantidade de Mitocéndrias Fig. 5.6 —Reticulo Endoplasmatico Granular
Extensivo (72 horas pos-radiacao)

(72 horas pos-radiacdo)

63 Aumento: 12.500 X
Aumento: 25.000 X



PRANCHA 06 - Fotomicroscopia de Transmissao
GRUPO SELENIO-IRRADIADO

Fig. 6.1 — Granulos de Secregcao Preservados Fig. 6.2 — Mitocéndrias Preservadas
(4 horas p6s-radiacdo/selénio) (4 horas pés-radiacdo/selénio)

Aumento: 5.000 X Aumento: 50.000 X

Fig. 6.3 — Mitocéndrias Destruidas Fig. 6.4 — Nticleos com Padrées de Normalidade
(4 horas pés-radiagdo/selénio) (4 horas pés-radiagdo/selénio)
Aumento: 16.000 X Aumento: 6.300 X

Fi:q - 65 _,ASP ecto Gerzlal com P egerler_agéo Fig. 6.6 — Mitocéndrias com Degeneracéao (8 horas
Citoplasmatica 8 horas pos-radiagdo/selénio pos-radiagéo/selénio)

Aumento: 6.300 X 64 Aumento: 20.000 X



PRANCHA 07 - Fotomicroscopia de Transmissao

Fig. 7.1 — Aspecto Geral do Ducto Glandular (24 Fig. 7.2 — Presenca de “Corpo Citolitico”
horas pds-radiacao/selénio)

(24 horas pos-radiacdo/selénio)
Aumento: 6.300 X

Aumento: 3.150 X

Fig. 7.3 - Aspecto Geral apos 48 Horas da Fig. 7.4 — Presenca de “Corpo Citolitico”

Radioprotecao com o Selénio
Aumento: 6.300 X (48 horas pos-radiacdo/selénio)

Aumento: 10.000 X

Fig. 7.5 — Aspecto Geral Apds 72 Horas de Fig. 7.6 — Organelas Citoplasmadticas Preservadas
Radioprotecao

65 (72 horas pds-radiacdo/selénio)
Aumento: 3.150 X

Aumento: 25.000 X



PRANCHA 08 - Fotomicroscopia de Transmissao
GRUPO SELENIO

Fig. 8.1 — Aspecto Geral Preservado Fig. 8.2 —Nucleos e Citoplasma Normais
(4 horas do Grupo Selénio) (4 horas do Grupo Selénio)
Aumento: 5.000 X Aumento: 2.500 X

Fig. 8.3 — Degeneracao de Organelas Fig. 8.4 — Presenca de “Corpos Citoliticos”
(8 horas do Grupo Selénio) (8 horas do Grupo Selénio)
Aumento: 12.500 X Aumento: 6.300 X

Fig. 8.5 —Nucleo com Cromatina Condensada
(24 horas do Grupo Selénio)

Fig. 8.6 — Organelas em Processo de Degeneracao
(24 horas do Grupo Selénio)
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Aumento: 12.500 X Aumento: 6.300 X



PRANCHA 09 - Fotomicroscopia de Transmissao
GRUPO SELENIO

Fig. 9.1 — Vacuolizagcao Citoplasmatica
(48 horas do Grupo Selénio)
Aumento: 2.000 X

Fig. 9.3 —Reticulo Endoplasmatico Extensivo
(72 horas do Grupo Selénio)
Aumento: 8.000 X

Fig. 9.5 — Aspecto Geral Preservado

(72 horas do Grupo Selénio)
Aumento: 3.150 X
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Fig. 9.2 — Reticulo Endoplasmatico Extensivo
(48 horas do Grupo Selénio)
Aumento: 4.000 X

Fig. 9.4 — Mitocéndrias Perinuclear

(72 horas do Grupo Selénio)
Aumento: 10.000 X
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Fig. 9.6 — Alteracao Citoplasmatica

(72 horas do Grupo Selénio)
Aumento: 10.000 X



7. CONCLUSOES

partir dos resultados obtidos no presente estudo, dentro das
condicbes experimentais utilizadas, as seguintes conclusdes

foram obtidas:

I. Airradiagdo causou alteragdes nas células acinares das glandulas paroétidas,

observando-se que as estruturas citoplasmaticas foram mais prejudicadas

que as nucleares;

II. Apesar de serem observadas alteragbes no grupo selénio/irradiado, porém

bem menos significantes que no grupo irradiado, o selenito de sdédio
apresentou-se como um radioprotetor eficaz, amenizando as alteracdes ultra-

estruturais em todos os grupos analisados;

O selenito de sdédio apresentou uma certa toxicidade, com presenca de
alteracbes celulares. Uma vez que estas alteracbes foram menores do que
aquelas causadas pela radiagdo, o risco-beneficio do uso do selenito de

sodio é favoravel para a radioprote¢cao em glandulas salivares.
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