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Efeito radioprotetor do selenito de sddio em gldndulas submandibulares de ratos

Resumo

RESUMO

Avaliou-se o efeito radioprotetor do selenito de sodio nas células
secretoras das glandulas submandibulares de ratos, por meio da analise ultra-
estrutural. Foram utilizados 57 ratos subdivididos em quatro grupos experimentais:
controle, irradiado, selenito de sddio e selenito de sédio/irradiado. Os animais,
pertencentes aos grupos irradiado e selenito de sodio/irradiado, foram submetidos
a 15 Gy de radiacdo gama na regido de cabeca e pescoco. Nos animais
correspondentes aos grupos selenito de sodio e selenito de sédio/irradiado foi
administrado 0,5 mg/kg de peso de selenito de sddio por via intraperitonial 24
horas antes da irradiagcdo e nos grupos controle e irradiado, injetou-se solucao
salina. As glandulas submandibulares foram removidas apos 4, 8, 12, 24, 48 e 72
horas da irradiacdo. Os resultados mostraram que a radiagdo causou danos,
desde o primeiro tempo, nas células secretoras, sendo maior para as células
serosas. Os danos intensificaram-se até o periodo de 12 horas, com inicio do
processo de reparo no tempo de 24 horas, sem recuperacao completa nos ultimos
tempos avaliados. O grupo selenito de sbédio também apresentou alteracdes
celulares nos tempos estudados, porém com menor dano em relacao ao causado
pela radiagdo. Foram observados vacuolizacao, lise de inclusdes citoplasmaticas e
alteracées nucleares. O grupo selenito de sédio/irradiado apresentou maior
semelhanca com o grupo controle que os outros grupos tratados durante todos os
tempos estudados. Foi concluido que, apesar das alteragdes observadas no grupo
selenito de so6dio, o selenito de sodio possui acado radioprotetora nas células
secretoras das glandulas submandibulares.
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Abstract

ABSTRACT

The radioprotective effect of sodium selenite in the secretory cells of
submandibular glands of rats was assessed by ultrastructural analysis. A total of
57 rats were used, which were divided into four experimental groups: control,
irradiated, sodium selenite and sodium selenite/irradiated. The animals belonging
to the irradiated and sodium selenite /irradiated groups were submitted to 15 Gy of
gamma radiation at the head and neck. The animals in the sodium selenite and
sodium selenite/irradiated groups received intraperitoneal injections of sodium
selenite, 0.5mg/kg of body weight, at 24 hours before irradiation; the control and
irradiated groups received injection of saline solution. The submandibular glands
were removed at 4, 8, 12, 24, 48 and 72 hours after irradiation. The results
demonstrated that the radiation induced damages to the secretory cells, especially
the serous cells, since the first period. The damages were increased up to the 12-
hour period, with onset of the repair process at 24 hours, without complete
recovery at the last periods. The sodium selenite group also presented cellular
alterations in the study periods, yet with less damage compared to that caused by
radiation. There was vacuolization, lysis of cytoplasmic inclusions and nuclear
alterations. The sodium selenite/irradiated group was more similar to the control
group than the other groups treated at all study periods. It was concluded that,
despite the alterations observed in the sodium selenite group, the sodium selenite
has a radioprotective action on the secretory cells of submandibular glands.
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1 INTRODUCAO

A radiagao ionizante promove danos nos tecidos, interferindo direta e
indiretamente na fisiologia celular. Seu efeito indireto se da pela indugéo do stress
oxidativo, caracterizado pelo aumento da concentracdo de substancias oxidantes,
mais conhecidas como radicais livres, sendo sua producado estimulada pela
presenca de ions metais de transicdo como Ferro e Cobre (Aruoma, 1996). Os
radicais livres podem atuar direta, ou indiretamente, pela formacédo de produtos
téxicos como o peroxido de hidrogénio. A geracao excessiva de radicais livres,
como os radicais superéxido e hidroxila, promove reacdes quimicas que acarretam

danos ao DNA, lipidios, proteinas e carboidratos.

Durante a radioterapia clinica, os efeitos deletérios da radiacao
ionizante sao requeridos para a destruicao de células neoplasicas malignas, mas
as células normais também sofrem danos. A exposicdo inevitdvel das glandulas
salivares é freqUente durante a radioterapia da regido de cabeca e pescoco, o que
resulta, logo apods poucas fragdes de radiacdo, na diminuicdo da secrecao de
saliva, denominada de xerostomia. Esta pode persistir durante o resto da vida do
paciente, contribuindo para infecgcdes bucais, caries e redugdo da gustacao,
mostrando-se bastante prejudicial a qualidade de vida.

O dano induzido pela radiacao ionizante nas glandulas salivares tem
sido reconhecido, discutido e estudado por mais de 80 anos. Ao longo destes
anos, foram verificadas alteragcdes nestas glandulas causadas pela radiacédo

ionizante em estudos ultra-estruturais, histomorfolégicos e funcionais.
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Das células que constituem as glandulas salivares, as células
secretoras sdo as mais radiossensiveis e sobretudo, as secretoras serosas
(Coppes et al., 2002). A glandula submandibular possui ambas células secretoras,
serosas e mucosas, sendo sua exposicado frequente durante a radioterapia de
cabeca e pescoco. Nos roedores, as células serosas submandibulares
apresentam-se confinadas aos ductos convolutos, enquanto que as células
mucosas encontram-se nas porcdes secretoras terminais (O’Connell et al., 1999).
Contudo, esta radiossensibilidade é bastante controvertida, uma vez que suas
células encontram-se predominantemente na fase de intérfase celular e com grau

de diferenciacao consideravel.

Infelizmente, ndo ha tratamento adequado para os efeitos deletérios da
radiacao nas glandulas salivares. Portanto, vém-se pesquisando a administracao
de substéancias, denominadas radioprotetoras, que possam inibir ou atenuar estes
efeitos. Sao diversas as substancias estudadas que promovem radioprotecao, seja
pela diminuicdo da concentracao de granulos de secrecao nas células secretoras
durante a irradiacao, pelo estimulo da proliferacao celular posterior a radiacéo e
por fim, pela agdo antioxidante. As substancias antioxidantes inibem a acédo de
radicais livres pela diminuicdo de sua concentracdo, bem como de produtos
citotoxicos gerados por suas reacdes quimicas. Dentre essas substancias que
promovem a radioprotecao pela agao antioxidante, destaca-se o selenito de sddio
(Tuji, 2004).

O selenito de so6dio € um componente inorganico a base de selénio. O
selénio € um micronutriente essencial que passou a ser estudado a partir de 1930,
guando se descobriu que a sua deficiéncia esta associada as doencas de Keshan
e Kashin-Beck. A partir de entdo, foram estudadas as suas propriedades
antioxidantes, sendo o seu principal mecanismo de acdo antioxidante determinado

pela ativagdo da enzima glutationa peroxidase, considerada a enzima mais eficaz
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na diminuicdo da concentracdo de peroxidos de hidrogénio (Aruoma, 1996).
Dentre os componentes a base de selénio, os componentes inorganicos, como o

selenito de sédio, sdo os antioxidantes mais eficazes (Bronzetti et al., 2001).

Desta forma, vem-se comprovando a acao radioprotetora do selenito de
sédio no aumento da sobrevida de animais (Weiss et al., 1992), de cultura de
células (Yan & Spallholz, 1993; Rafferty et al., 1998; Stewart et al., 1999), no
processo de reparacao tecidual de feridas de ratos (Tuji et al., 2001), no intestino
de ratos (Mutlu-Turkoglu et al., 2000) e por fim, nas glandulas salivares parétidas
de ratos (Tuji et al., 2004).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Efeitos da radiacao ionizante nas glandulas salivares

2.1.1 Na ultra-estrutura e histomorfologia glandular

Pratt & Sodicoff (1972) e Sholley et al. (1974), utilizando metodologia
semelhante, avaliaram as alteragdes ultra-estruturais em células da porcéao
secretora terminal de glandulas parétidas de ratos irradiados. A regido de cabeca
e pescoco dos animais foi submetida a dose Unica de 16 Gy de radiagcao X. Nos
intervalos de 1, 3, e 5 horas e de 1, 2, 3, 4, 7 e 8 dias da irradiacao, as glandulas
foram removidas, fixadas e incluidas em resina para a avaliagdo em microscépio
eletrénico. Os danos nas células foram primeiramente detectados a partir das 3
horas da irradiacdo pela presenca de alguns vacuolos contendo organelas
citoplasmaticas degeneradas e/ou material nuclear. A freqliéncia da ocorréncia
destas formas de dano aumentou com o tempo e pelo segundo dia a
desorganizacao tecidual e a atrofia dos acinos foi maxima. No terceiro dia,
vacuolos com materiais citoplasmaticos e nucleares foram encontrados menos
frequentemente. Os vacuolos por vezes continham ora materiais floculescentes,
ora membranas e outros encontravam-se vazios. Uma semana depois, as células
acinares passaram a apresentar maior similaridade com as células do grupo

controle, porém com vacuolos vazios em quase todas elas.

Stern et al. (1976) estudaram as alteragcdes ultra-estruturais nas
glandulas parétidas e submandibulares de ratos Wistar submetidos a dose de 2

Gy de radiacao de néutrons no corpo todo. As glandulas foram removidas apés 3,



Efeito radioprotetor do selenito de sddio em gldndulas submandibulares de ratos

Revisao da Literatura

5 horas e aos 1, 4 e 7 dias ap6s a exposicdo a radiagcdo. Foram observadas
alteracoes citoplasmaticas nas glandulas parétidas em todos os tempos
estudados. Alteracbes morfolégicas apareceram como areas discretas de
sequestros de organelas degeneradas, sendo mais precoces no reticulo
endoplasmatico rugoso. A maioria das organelas degeneradas estava envolta por
uma membrana, constituindo vacuolos e alguns destes, continham fragmentos
nucleares. apo6s 3 horas da irradiacao, os vacuolos citoplasmaticos encontravam-
se menores e constituidos principalmente de seqlestros de reticulo
endoplasmatico e material amorfo. O dano da radiagao foi mais generalizado no
quarto dia ap6s a exposicdo das glandulas. As areas de degeneracdes
citoplasméticas decresceram numericamente no sétimo dia. Na glandula
submandibular ndo foram encontradas altera¢des até o quarto dia, quando passou
a apresentar o mesmo tipo e extensao das mudancas intracitoplasmaticas notadas
nas glandulas parétidas. Estes achados indicaram que as porcdes secretoras
mucosas e serosas apresentam sensibilidade diferente a radiacdo, devido ao

intervalo de tempo requerido para as injurias celulares se manifestarem.

Messelt & Dahl (1983) avaliaram ultra-estruturalmente os ductos
estriados das glandulas submandibulares de ratos submetidos a doses Unicas de
2, 7.5 e 18 Gy de radiacao X na regido de cabeca e pescoco. Apds 24 horas da
irradiacao, os animais foram sacrificados e as glandulas fixadas e incluidas para
avaliacao por microscopia eletrbnica de transmissdo. A destruicdo de organelas
das células ductais, em especial as mitocéndrias, foi maior quando expostas a 18
Gy. Houve maior reducdao no numero de mitocondrias associadas as reentrancias

da membrana basal e ao aumento de nucleos pleomoérficos.
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Reade & Steidler (1985) estudaram os efeitos de doses de radiacdo X
nos ductos convolutos das glandulas submandibulares de camundongos por meio
da analise histomorfolégica, imunohistoquimica do fator de crescimento e ultra-
estrutural. A regido de cabeca e pescoco dos animais correspondentes aos grupos
irradiados, foi submetida a dose de 8 Gy de radiacdo X. As glandulas salivares dos
animais foram removidas apo6s 1 hora, 1, 2, 6 , 10, 14, 22, 32, 43, 76 e 100 dias.
Estas foram incluidas para estudo de coloracdo com hematoxilina e eosina, azul
de alcian, fucsina e imunohistoquimica de fator de crescimento e microscopia
eletrénica. Pelas coloracbes de azul de alcian e fucsina, foi observado
desgranulagédo progressiva da primeira hora até o segundo dia apds a irradiagao,
seguindo-se um progressivo restabelecimento e retorno aparente ao normal no
septuagésimo sexto dia apds a irradiacdo. A marcacao do fator de crescimento
correspondeu aos achados da desgranulacdo, que aumentou progressivamente,
alcangando normalidade no ultimo dia avaliado. A microscopia eletrdnica revelou
granulos com membranas unidas e, no periodo de recuperacdo, pequena
quantidade de granulos secretérios, aumento da quantidade de reticulo
endoplasmatico, com retorno da arquitetura normal da célula no septuagésimo

sexto dia.

Roslindo et al. (1989) avaliaram histomorfologicamente glandulas
par6tidas de ratos jovens em diferentes intervalos de tempo apés a irradiagao.
Foram utilizados ratos albinos Holtzman, machos divididos em dois grupos: grupo
submetido a irradiacdo e grupo controle. Os animais pertencentes ao grupo
irradiado foram anestesiados para a exposicado da regidao de cabecga e pescoco a
dose de 300 R de radiacdo X. O procedimento foi repetido a cada 48 horas,
totalizando uma exposicao de 1200 R. As glandulas parétidas foram removidas
aos 3, 8, 13, 18 e 28 dias apos a ultima exposi¢do. As pecas foram preparadas
para a avaliacdo em microscopio de luz com as coloragdes hematoxilina e eosina

e tricrobmico de Mallory. Apés 3 dias da irradiacdo, foram observados edema
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intracelular, ndcleos claros com cromatina frouxa e citoplasma palido. No oitavo
dia, as injurias foram mais severas, caracterizando a fase mais critica de
desorganizacao celular, com maior niumero de células degeneradas e nucleos
deslocados para a regido basal. No vigésimo oitavo dia, a glandula parétida
apresentou sinais evidentes de reparagdo com figuras de mitose presentes e
maior numero de acinos normais. Concluiu-se que as células serosas sao mais

radiossensiveis das glandulas parétidas.

Stephens et al. (1989) compararam os efeitos das doses de 0 a 15 Gy
de radiacdo y Co®°, com incrementos de 2,5 por dia, “in vivo” e em meio de cultura
enriguecido com isoproterenol de células serosas da parétida de macacos rhesus.
ApGs 24 horas da irradiagcao, as células foram coradas por hematoxilina e eosina
para a avaliagdo histomorfolégica e contagem do numero de nudcleos que
apresentavam indicios de apoptose. O aumento das doses empregadas causou
maior alteracdo. As células mostraram as mesmas altera¢gdes em intensidade,
com perda de granulos de secrecao, citoplasma eosinoéfilo, hipercromasia e
aberracdes nucleares.

Vissink et al. (1991a) avaliaram o efeito da dose de 15 Gy de radiacao
X nas glandulas submandibulares, as quais foram removidas 4 dias antes e 3
horas, 1, 3, 6, 10 e 30 dias apds a irradiacéo da regiao de cabeca e pescoco. Por
microscopia de luz, nas por coloragdes azul de toluidina e fucsina, foram
observadas apenas algumas desgranulacdées nos ductos convolutos nos tempos 3
horas e 1 dia da irradiacdo. No terceiro dia, a maior parte do tecido glandular
perdeu sua integridade. Muitos nucleos apresentavam-se picnéticos e
remanescentes epiteliais de células mucosas e serosas foram encontrados no
tecido intersticial, houve edema, vacuolizagdo e diminuicdo dos granulos nas

células serosas. Na porcao mucosa, algumas células apresentaram grandes
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vacuolos no seu citoplasma, nucleos picnoticos e mudangas degenerativas. No
sexto dia, o tecido glandular restabeleceu parte de sua arquitetura normal, com
nucleos grandes e nucléolos aumentados, sendo um indicio de regeneracgéo ativa.
No décimo dia a arquitetura das glandulas salivares estava mais proxima ao grupo
controle, mas ainda foram observadas poucas areas degeneradas. Pela
microscopia eletrbnica, nas trés horas apds a irradiacdo, as células serosas
estavam parcialmente danificadas, com acumulos de pequenos granulos no Ilimen
e presengca de mitocéndrias intumescidas. Nas células mucosas, os granulos
encontravam-se com fibrilas eletrodensas. No primeiro dia, foi maior a alteragcéao
das células serosas, dos granulos mucosos e das mitocdndrias de ambas as
células secretoras. No terceiro dia da irradiagdo, muitas células serosas estavam
desgranuladas. Havia nudcleos alterados, com filamentos eletrodensos e
alargamento de membrana e citoplasmas com vacuolos contendo mitocondrias e
reticulos endoplasmaticos degenerados. Nas células mucosas, também, foram
observadas as mesmas alteragbes vistas nas células serosas e aumento no
namero de polirribossomos livres no citoplasma originarios da destruicdo de
reticulos endoplasmaticos. A regeneracao também foi vista a partir do sexto dia,
com maior diminuicdo no numero de alteracbes e maior integridade celular no

décimo dia.

2.1.2 Na fungéo glandular

Mossman et al. (1981), realizando estudo em pacientes submetidos a
radioterapia com radiacdo y de Co®°, encontraram alteragdes nas proteinas da
saliva da glandula parétida e outras na cavidade bucal como perda da gustacao e
caries dentais rampantes. Foram estudados 3 grupos: grupos de pacientes
submetidos a radioterapia que englobava a regido de glandula parétida; grupo de
pacientes submetidos a radioterapia que nao envolvia a glandula parétida e o
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grupo controle constituido de voluntarios livres de qualquer doenca crénica ou
aguda. A saliva foi coletada das glandulas parétidas dos voluntarios e dos
pacientes previamente a radioterapia e em intervalos semanais durante a terapia.
A coleta de saliva no grupo de pacientes submetidos a dose de radiagao na regiao
de glandula parétida foi possivel até as 4 primeiras semanas de terapia. Ja
durante a primeira semana de tratamento, No grupo de pacientes irradiados
envolvendo a glandula parétida, houve diminuicdo significante do fluxo (50%),
secrecao de proteinas (60%) e maior freqliéncia de xerostomia, disgeusia, disfagia

e anorexia.

Vissink et al. (1990), verificaram os efeitos nas glandulas salivares
parétidas e submandibulares de ratos Wistar expostos a doses Unicas de 5, 10, 15
e 20 Gy de radiacdo X. Foram analisados o volume, a concentracdo de calcio,
sbédio, potassio, fosfato e amilase salivar e o0 periodo decorrido entre a
administracdo de pilocarpina e a primeira gota de saliva. A regido de cabeca e
pescoco foi exposta a radiacdo e a coleta de saliva realizada diretamente dos
ductos aos 4 dias antes e 1, 3, 6, 10 e 30 dias apos a irradiacdo. As glandulas
salivares apresentaram mudangas semelhantes na funcao e composigéo salivar.
O volume e a concentracdo de componentes da saliva sédio e potassio, foram
dose-dependentes. A partir do terceiro dia da irradiacdo, houve aumento do
periodo para o inicio da salivacdo e um decréscimo do fluxo salivar. Nao ocorreu
nos grupos irradiados com as doses de 15 e 20 Gy, restabelecimento do tempo
para o inicio da salivacao e do fluxo salivar. A concentracdo de potassio aumentou
e a de sédio diminuiu em todos os grupos irradiados, sendo maior para as doses
15 e 20 Gy. As mudancas na concentracdo de calcio, da amilase salivar e de

fosfato ndo foram dose-dependentes.
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2.1.3 Na estrutura e fungéo glandular

Vissink et al. (1991b) avaliaram o efeito da dose de 15 Gy de radiacao
X nas glandulas parétidas e submandibulares, por meio da andlise
histomorfolégica e funcional. Os animais, sob efeito de anestésico, tiveram apenas
a regido de glandulas salivares irradiadas. Aos 4 dias antes e 3 horas, 1, 3,6, 10 e
30 dias apos a irradiagdo, animais de mesmo grupo foram separados para a
avaliacao funcional e outros para a avaliagdo histomorfologica. A coleta de saliva
foi realizada diretamente dos ductos, apdés a administracdo de pilocarpina. As
glandulas foram preparadas para avaliagcdo em microscopio de luz pela coloragcéao
hematoxilina e eosina, azul de toluidina e fucsina basica. A partir do terceiro dia da
irradiacao, houve redugao do fluxo salivar, diminuicdo da concentragao de sodio e
aumento da concentracdo de potassio. A amilase salivar decresceu durante os
seis primeiros dias, seguida por um aumento no décimo dia. Além disso, houve um
aumento do tempo decorrido da administracdo de pilocarpina e inicio da salivacao.
As mudangas morfoldégicas foram observadas a partir da terceira hora da
irradiacdao, sendo maxima no terceiro dia e com recuperacao parcial no décimo
dia. O numero de células com nucleos aberrantes foi maximo no primeiro dia
seguido da irradiacao e retornou ao seu nivel inicial apos 6 dias. Nas 3 horas e 1
dia apoés a irradiagédo, houve desgranulagao das células do ducto convoluto, sendo
a regranulacao observada a partir do sexto dia. As mudangas morfoldégicas em
ambas células secretoras foram maiores no terceiro dia, apresentando distensao
das cisternas do reticulo endoplasmatico, degeneracdo de mitocdndrias e

vacuolizagdo do citoplasma.

O’Connell et al. (1999) relataram que os efeitos irreversiveis da
radiacdo ionizante na funcdo das glandulas salivares ndo sao claramente
explicados. Devido a este fato, investigaram possiveis alteragbes em glandulas
submandibulares em grupos de ratos expostos a dose Unica de 10 Gy de radiacao
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gama, por meio do fluxo salivar e do estudo histolégico e histomorfométrico em
coloracdo de hematoxilina e eosina aos 8 e 13 meses da irradiagdo. Houve
diferenga significativa no fluxo salivar nos grupos de ratos aos 13 meses da
irradiacao, apresentando-se 40% mais baixo que o controle. As glandulas dos
animais irradiados aos 8 e 13 meses mostraram-se semelhantes. Estruturas
parecidas a pequenos e meédios ductos foram mais comuns nos grupos irradiados.
As células dos grupos irradiados encontravam-se menores e em menor
quantidade, com reducdo do tamanho das porcdes secretoras terminais, ductos
estriados, ductos intercalados e, principalmente, dos ductos convolutos, sendo
esta diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle. Diante
dos resultados, os autores sugeriram que o decréscimo da fungdo da glandula
submandibular irradiada é devido a diminuicdo do tamanho e ao numero de
células da porcao secretora terminal.

2.2 Diferencas da radiossensibilidade nas g¢landulas parétidas e
submandibulares

Nagler et al. (1993a) observaram alteracdes de fluxo e composicdo da
saliva de ratos submetidos a dose de 15 Gy de radiacdo X na regido de cabeca e
pescoco. Foram avaliados o fluxo salivar espontaneo e o fluxo estimulado por
pilocarpina, apés as 0.5, 1, 4 e 24 horas apo0s a irradiacdo. A coleta de saliva foi
realizada diretamente dos ductos das glandulas salivares durante 30 minutos. Nos
grupos irradiados nao houve fluxo salivar espontaneo das glandulas
submandibulares, enquanto que um dos dez ratos apresentou fluxo na glandula
parétida. Em relacdo ao fluxo salivar estimulado pela pilocarpina, nao houve
diferenga significante entre o fluxo salivar das glandulas submandibulares do

grupo controle e do grupo irradiado, sendo significante apenas para o fluxo das
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glandulas parétidas (42%). As concentracées dos componentes sddio, potassio e
proteinas mensuradas na saliva nado diferiram para a saliva das glandulas
submandibulares, sendo que a saliva das glandulas parétidas apresentou

concentragao diminuida de sédio e aumentada de potassio.

No mesmo ano, Nagler et al. (1993b) também encontraram maior
radiossensibilidade na funcédo das glandulas salivares parétidas de ratos machos
Wistar expostos a doses 2,5; 5; 7,5; 10 e 15 Gy de radiacdo X na regiao de
cabeca e pescoco apos 3 e 40 dias da irradiacdo. A reducéo no fluxo foi dose-
dependente para ambas as glandulas, mas significativa apenas nas glandulas
parétidas irradiadas pela dose de 10 Gy no segundo tempo estudado e pela dose

de 15 Gy em ambos os tempos.

Henriksson et al. (1994) analisaram a morfologia de glandulas salivares
parétidas e submandibulares irradiadas com doses fracionadas de 4, 7 ou 9 Gy,
totalizando respectivamente 20, 35, ou 45 Gy nos tempos de 2, 4, 10 ou 180 dias
apds a ultima dose de radiacdao. Foram utilizados ratos fémeas Wistar, que
tiveram apenas um dos lados da cabeca submetido a irradiacdo. Os fragmentos
das glandulas foram fixados, incluidos e seccionados para a avaliagdo em
microscépio de luz com a coloracdo azul de toluidina. A irradiacdo ndao causou
alteracoes morfolégicas quantitativas e qualitativas nos tecidos das glandulas
salivares aos 2, 4 e 10 dias apds a irradiacdo. No entanto, apés 180 dias,
ocorreram alteracdes significativas, sendo maiores para os grupos submetidos as
doses de radiacdo mais altas e para as glandulas parotidas. Na parétida, a
diminuicdo de células acinares foi dose-dependente com aumento concomitante
de tecido conjuntivo. Foram observados sinais de edema, sendo que as células do
ducto apresentavam-se mais preservadas. Nas glandulas submandibulares houve
maior decréscimo para as células dos ductos convolutos, comparando-se com as

células acinares.
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Coppes et al. (2002) compararam a radiossensibilidade das glandulas
parétidas e submandibulares. Grupos de ratos Wistar foram submetidos a dose
unica de 15 Gy ou dose fracionada equivalente a esta, totalizando uma dose de 32
Gy em 16 fragdes de 2 Gy ao dia, 5 vezes por semana ou fracionamento
acelerado de 32 Gy, realizado em 16 fracées de 2 Gy, com 2 irradiagdes ao dia.
Foi realizada avaliacdo histomorfolégica e analise de fluxo salivar, do tempo do
inicio da salivacao e da quantidade de amilase salivar previamente, 1, 3, 6, 10, 22,
30, 38, 60, 120, 180 e 240 dias. Antes do periodo de 120 dias apds a irradiagao,
nao foram observadas diferencas entre as glandulas e as diferentes aplicacdes da
radiacao. Apos 120 dias, as diferencas observadas na funcao corresponderam aos
achados histomorfolégicos entre as glandulas salivares. A glandula parétida
apresentava mais células das porcdes secretoras terminais e maior peso, com
menores alteracbes na funcdo e composi¢cdo quando houve fracionamento da
dose de radiacédo. Os danos nas glandulas submandibulares nao diferiram quanto
ao tipo de administracdo da radiacao e mostraram-se maiores que 0s encontrados
na glandula paroétida. Diante dos resultados, os autores concluiram que a glandula
submandibular é mais radiossensivel que a glandula parétida nos casos de efeitos
tardios apoés irradiacdo fracionada e sugeriram que possa ser devido a reduzida
capacidade dos seus ductos intercalados de gerar células das por¢des secretoras

terminais ao alcancar sua completa formacéo.

2.3 As causas da radiossensibilidade das glandulas salivares

Abok et al. (1984) investigaram o mecanismo de radiossensibilidade das
células secretoras de glandulas submandibulares em ratos submetidos a dose de
50 Gy de radiacdao X na regido de cabeca e pescoco. Os animais foram divididos

em grupos controle, tratado com atrofina, tratado com fenilefrina, irradiado, pré-
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tratado com atrofina 1 hora antes da irradiagéo e grupo pré-tratado com felinefrina
1 hora antes da irradiacdo. A atrofina foi administrada com a finalidade de
aumentar a secrecao de granulos serosos enquanto a fenilefrina foi utilizada para
inibir esta fungéo. Seguida a irradiagéo, os animais foram sacrificados apos 5, 10,
30, 45, 60, 90, 120 e 180 minutos para a avaliagdo histomorfolégica por
microscopia de luz, quantificacdo celular e espectofotométrica dos metais
presentes nas células secretoras das glandulas submandibulares. Os animais do
grupo irradiado e do grupo pré-tratado com atrofina, apresentaram perda de peso
glandular consideravel em relacdo aos demais grupos. A radiacdo causou dano
nas células serosas dos ductos convolutos, sendo maior no grupo pré-tratado com
atrofina. A irradiacdo com ou sem pré-tratamento de atrofina resultou em
mudangas marcantes no nimero das células serosas por mm? enquanto que o
pré-tratamento com fenilefrina resultou em perdas menores de células serosas.
Pela espectrofotometria, foi observado que os granulos serosos sao ricos em
ferro, manganés e zinco. Diante dos resultados, os autores observaram ser
positiva a correlacao dos granulos de secrecao e a radiossensibilidade das células
serosas e sugeriram que os metais presentes nos granulos de secrecao serosos
potencializam o dano da radiacao de suas membranas, acarretando infiltracdo das

enzimas proteoliticas no citoplasma e consequente autolise e morte celular.

Norberg et al. (1988) estudaram o dano da radiagdo associado com a
destruicao do ducto excretor. Foram utilizados ratos Wistar divididos em 3 grupos:
grupo de animais que tiveram a ligadura do ducto excretor comum das glandulas
submandibulares e sublinguais do lado esquerdo; grupos de animais irradiados e
grupos de animais irradiados ap6s 1 dia da ligadura do ducto. No grupo referente
aos animais que sofreram apenas ligadura nas glandulas, as glandulas do lado
direito serviram como controle. Os grupos irradiados foram submetidos a trés
doses de 8 Gy ministradas no intervalo de 8 dias. Apés 4 dias, 2 e 4 semanas as

glandulas dos ratos foram removidas para avaliagdo em microscopio de luz com
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azul de toluidina. No quarto dia, as glandulas dos grupos de animais que sofreram
ligadura dos ductos, apresentaram desgranulacdo completa. Com os tempos
estudados, houve aumento de destruicdo do parénquima, dilatagdo dos ductos
intralobulares seguido por desaparecimento, hipertrofia dos acinos, diminuigcdo do
namero de células mucosas e reducdo no peso glandular. O grupo que sofreu
ligadura e irradiacdo, apresentou maior perda de peso e destruicdo completa da
glandula, com atrofia e fibrose. Os resultados levaram os autores a sugerirem que
a maior degeneracdo nas células serosas € causada por um aumento na
radiossensibilidade devido ao acumulo dos granulos de secre¢do que sao ricos em
metais radiopotencializadores. Ja as células mucosas ndo sdo tdo sensiveis

quanto as células serosas.

Kohn et al. (1992) estudaram a funcao do nervo simpatico em glandulas
parétidas irradiadas de ratos. Somente as porcdes da cabeca e pescoco dos
animais foram irradiadas por uma dose de 20 Gy de radiagdo X. Os animais foram
anestesiados para a coleta de saliva diretamente do ducto da glandula parétida
por 30 minutos apds a administracdo de norepinefrina ou pilocarpina. Trés dias
apdés a irradiacdo, a producdo de saliva induzida pela norepinefrina foi
completamente bloqueada. Os ratos dos grupos irradiados quase néo secretaram
saliva. A saliva estimulada pela pilocarpina foi reduzida em aproximadamente
60%. A irradiacdo danificou a resposta das células secretoras a norepinefrina
exégena, levando os autores a concluirem que o dano causado na secrecao deve
resultar do bloqueio da resposta aos neurotransmissores simpaticos pelos nervos

nas glandulas salivares.

Ahlner et al. (1994) analisaram histomorfologicamente pela coloracao
Tricrobmico de Mallory, as glandulas salivares submandibulares de coelhos

tratados com farmacos estimulantes ou inibidores da secrecao salivar durante a
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irradiacdo. Antes da irradiacdo de 15 Gy na regido de cabeca e pescoco, um
grupo de animais foi tratado com pilocarpina a fim de estimular a fung¢ao e outro foi
constituido de ratos tratados com biperiden, um inibidor da atividade salivar. A
radiacdo causou atrofia das porcdes secretoras terminais, mudancas na
arquitetura e reducdo dos granulos. As células serosas mostraram reducao
pronunciada dos granulos aos 4 meses e regeneracdo marcante aos 10 meses
pos-radiacao. O grupo tratado com a pilocarpina, demonstrou maior dano que o
grupo irradiado, enquanto que o grupo tratado com biperiden revelou menos
danos. Concluiu-se que a condig¢édo funcional da glandula submandibular, durante
a irradiacao, possui impacto nos efeitos deletérios tardios da radiacao.

Nagler et al. (1996) avaliaram os efeitos da restricdo da ingestdo de
agua e de alimentos na reducdo da funcado das glandulas salivares parétidas e
submandibulares. Foram utilizados ratos Wistar divididos em 3 grupos: grupo
controle; grupo submetido a irradiagdo com alimentacao irrestrita e grupo com
alimentacado restrita. Todos os animais foram anestesiados, sendo o0s
correspondentes ao grupo irradiado, expostos apenas na regido de cabeca e
pescoco a uma dose de 15 Gy de radiacao X. Aos 4, 8, 11 e 14 dias da irradiacéo,
apds a anestesia e a administracao de pilocarpina, os animais foram submetidos a
coleta de saliva por 30 minutos. O grupo irradiado e o grupo com alimentacéao
restrita apresentaram reducao semelhante e significante do fluxo das glandulas
parétidas nos dias 4, 8 e 11. A funcdo das glandulas submandibulares nao foi
alterada de forma significante em ambos os grupos, sendo observada apenas no
grupo irradiado a partir do décimo primeiro dia. Estes dados sugerem fortemente
que os efeitos da radiagcdo na fungcao das glandulas salivares sao devidos, em

parte, a limitada capacidade de ingestao ap6s a irradiagéo.
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Nagler et al. (1997) avaliaram a relacdo dos ions Ferro e Cobre dos
granulos de secrecado, no dano induzido pela radiacdo. Ratos Wistar machos
foram divididos em grupo controle, grupo irradiado, grupo tratado com pilocarpina
90 minutos antes da irradiacao, grupo tratado com ciclotidina 90 minutos antes da
irradiacdo e grupo tratado, 90 minutos, com ambos os farmacos antes da
irradiacdao. Os animais foram submetidos a dose de 15 Gy de radiacao na regiao
de cabeca e pescoco. Os efeitos dos farmacos nas glandulas salivares paroétidas e
submandibulares foram examinados 90 minutos ap6s a administracao destes por
microscopia eletrénica de transmissdo. Apenas a glandula parétida apresentou
desgranulacdo completa quando tratada com ciclotidina. Apdés 2 meses da
irradiacao, foram realizadas: a coleta de saliva para andlise da funcdo e a
remocao das glandulas com a finalidade de se mensurar as concentragdes de
ferro e cobre. O grupo irradiado e o grupo pré-tratado com pilocarpina
apresentaram perda marcante da funcdo em ambas glandulas salivares, enquanto
que o grupo tratado com ciclotidina demonstrou protecao significante apenas para
as glandulas paroétidas. Observou-se presenca dos ions ferro e cobre em ambas
as glandulas. Foi concluido que a correlacdo entre a desgranulagdo, mobilizacao
dos ions metalicos e a protecdo da fungdo das glandulas sdo indicios do
envolvimento dos ions metalicos na promocéo de reagdes dos radicais livres, 0s

quais participam do processo de dano tecidual.

Baseando-se também na radiossensibilidade das glandulas salivares
promovida pelos granulos de secrecdao, Coppes et al. (1997) avaliaram a
desgranulacao prévia a irradiacao de 15 Gy nas células secretoras das glandulas
salivares de ratos. Os animais foram subdivididos em grupo controle, grupo
irradiado, grupo tratado com isoproterenol 90 minutos antes da irradiacao, grupo
tratado com fenilefrina 60 minutos previamente a irradiagédo, grupo tratado com
metacolina 120 minutos antes da irradiacdo e grupos tratados previamente a
irradiacao com dois desses trés farmacos. Foi avaliada a fungcdo das glandulas

19



Efeito radioprotetor do selenito de sddio em gldndulas submandibulares de ratos

Revisao da Literatura

salivares 4 dias antes e aos 1, 3, 6, 10 e 30 dias apoés a irradiagdo. As glandulas
parétidas apresentaram  desgranulacdo apenas quando administrado
isoproterenol. As glandulas submandibulares mostraram desgranulacdo das
células serosas apds o pré-tratamento com fenilefrina e metacolina, enquanto que
as células mucosas apresentaram-se desgranuladas quando foi utilizado o
isoproterenol ou a associacao metacolina e fenilefrina. As associacdes restantes
com o isoproterenol ndo causaram desgranulagao. A acao da radiacao resultou no
aumento do tempo decorrido da administracdo de pilocarpina e o inicio da
salivagdo, decréscimo do fluxo das glandulas salivares e reducdo da amilase
salivar. Durante os ultimos tempos estudados, o inicio da salivacao e o fluxo foram
mais préximos ao grupo controle para os grupos pré-tratados com fenilefrina,
isoproterenol e a associacdao metacolina e fenilefrina. Os autores concluiram que a
fenilefrina e a associacdo desta com a metacolina protegem ambas as glandulas
dos danos da radiacao ionizante, sendo este efeito relacionado a proliferacao e
diferenciacdo, uma vez que o pré-tratamento com a associacdo metacolina e

fenilefrina e estas com o isoproterenol, ndo causou desgranulacéo.

Nagler & Laufer (1998) estudaram o envolvimento dos granulos de
secrecdo das glandulas salivares parétidas e submandibulares de ratos Wistar
machos no dano induzido pela dose de 15 Gy de radiacdo X na regido de cabeca
e pescoco. Os animais foram divididos em grupo controle, grupo irradiado, grupo
tratado com pilocarpina 1 hora previamente a irradiacdo e grupo tratado com
ciclotidina 1 hora antes da irradiagdo. Seguidos 4 e 60 dias da irradiacdo, foram
realizadas as andlises de fluxo salivar. Somente a glandula parétida no segundo
tempo avaliado, apresentou fungdo equivalente ao grupo controle quando pré-
tratada com pilocarpina. A eficacia da desgranulacao prévia na protecdo da
glandula parétida foi explicada por estas serem constituidas por cerca de 80% de
células serosas, as quais contém numerosos granulos de secre¢ao serosos,

sendo esta proporcao pequena na glandula submandibular. Os resultados levaram
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os autores a enfatizarem a importancia do envolvimento dos granulos de secrecao
nos efeitos precoces e tardios da radiacdo ionizante e que a propagacado de
radicais livres pode resultar em danos a diferentes constituintes da célula como o
DNA e membranas.

2.4 Radioprotecao nas glandulas salivares

Furuno et al. (1974) estudaram os efeitos da administracdo do
isoproterenol, um B-adrenérgico, na proliferacdo celular e sintese de DNA de
glandulas salivares de ratos Wistar machos, diante da exposicdo a doses de 0.5 a
4000 R de radiacao X. Os animais foram divididos em grupos controle, irradiado,
tratado com isoproterenol e irradiado e tratado com isoproterenol. O isoproterenol
foi administrado por 3 injecées de 1 umol/g de peso corpéreo, sendo a primeira
administrada 30 minutos depois da irradiacao e as restantes 48 horas apds cada
dose. Observou-se aumento da proliferacao celular no grupo apenas tratado por
isoproterenol, sendo maior decorridos 24 horas da administracdo. No grupo
apenas irradiado, ocorreu significativo decréscimo dose-dependente de células e
da sintese de DNA, enquanto que no grupo irradiado e tratado com isoproterenol
houve aumento da sintese e proliferacdo celular, com excegado para os animais

irradiados com doses a partir de 2000 R.

Sodicoff et al. (1978) avaliaram o efeito radioprotetor do WR-2721 na
regiao de glandula parétida direita de ratos fémeas albinos Wistar irradiados. A
substancia WR-2721 foi administrada 15 a 20 minutos antes da exposicdo das
glandulas parétidas dos animais as doses de 1000, 1600, 2000, 2400, 3000, 3400,
4000, 4800, 5000 e 6000 R de radiacdo X. Foram realizadas analises da
concentracdo de amilase salivar das glandulas dos lados irradiado e nao irradiado
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apdés 30, 60 e 90 dias da exposicdo. Os resultados demonstraram a atividade
radioprotetora contra os efeitos crénicos da radiacdo, levando os autores a
sugerirem a utilizacdo do WR-2721 na reducdo da xerostomia e nas suas
complicagcdes de pacientes submetidos a radioterapia como tratamento de

neoplasias que envolve a regido bucal.

Existe uma variedade de métodos radioterapéuticos para tumores
sélidos. Uma estratégia baseia-se na utilizacao de drogas que mimetizam oxigénio
para tornar um tumor hipdxico mais sensivel a radiagdo X ou 7. Diante da
conhecida atividade radioprotetora da substancia WR-2721 em tecidos normais e
da agado radiossensibilizante da substancia Ro-07-0582, Sodicoff et al. (1979)
avaliaram a associacao desses dois agentes em glandulas salivares irradiadas de
ratos fémeas albinos Wistar. Os animais foram divididos em: grupo controle; grupo
protegido com 400 mg/kg de peso de WR-2721; grupo tratado com 200 mg/kg de
peso de Ro-07-0582 e grupo tratado com ambos os farmacos. A radiagdo foi
localizada apenas na regido de glandula parétida direita. As doses de radiacao
administradas foram 1000, 1600, 2000, 2400, 3000, 3400, 4000, 4800, 5000 e
6000 R de radiagdo X. Foram analisados os pesos das glandulas nos 10 primeiros
dias apos a irradiagédo. Verificou-se maior perda de peso nos animais irradiados
com doses maiores, sendo a menor perda de peso nos grupos tratados com WR-
2721. Ja os grupos controle e Ro-07-0582 ndo apresentaram diferenca. A
combinacdo do WR-2721 e do Ro-07-0582 nao reduz a protecdo do WR-2721

sozinho.

A estimulacdo dos B-receptores resulta no aumento da quantidade e
acao do AMP ciclico, o qual possui acao radioprotetora. Com a finalidade de
verificar a acao radioprotetora por meio da estimulacao dos B-receptores pelas

substancias WR-2721 e isoproterenol, Sodicoff & Conger (1983a) utilizaram o
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propranolol, um antagonista dos PB-receptores, associado a essas drogas. As
drogas foram administradas 20 minutos antes da irradiacdo das glandulas
parétidas do lado direito. Todos os grupos foram subdivididos de acordo com a
dose de radiagdo empregada: 1000, 1600, 2000, 2400, 3000, 3400, 4000, 4800,
5000 e 6000 R de radiacao X. Foram analisados os pesos das glandulas nos 10
primeiros dias apos a irradiacdo. Verificou-se maior perda de peso nos animais
irradiados com doses maiores. Todos 0s grupos apresentaram maior peso
glandular que o grupo apenas irradiado, sendo o peso maior no grupo WR-2721
associado com isoproterenol. Em relagdo ao grupo tratado com isoproterenol
associado ao propranolol, o peso glandular foi similar ao grupo tratado apenas
com propranolol. Diante dos resultados, os autores concluiram que o
isoproterenol, ao contrario do WR-2721, age como radioprotetor pela via B-
receptor. Os autores concluiram também que o propranolol age como

radioprotetor, sendo o seu mecanismo de acdo desconhecido.

Empregando as mesmas doses de radia¢do do estudo anterior, Sodicoff
& Conger (1983b) avaliaram o efeito radioprotetor do AMP ciclico em glandulas
parétidas de ratos albinos fémeas Wistar. Os animais foram submetidos ao
tratamento com 30 mg/kg de peso de AMP ciclico aos 20, 60, 90, e 120 minutos
anteriores e aos 30 minutos posteriores da irradiacdo. Foi analisado o peso
glandular nos 7 primeiros dias apés a irradiacdo, o qual diminuiu com o aumento
da dose de radiagdo, sendo essa diminuicdo menor para 0 grupo previamente
tratado com AMP ciclico. A radioprotecao dada pela administracao prévia do AMP
ciclico a irradiacao nao diferiu nos tempos estudados mas, em relacao ao grupo
tratado apds a irradiagéo este ndo apresentou sinais de radioprotecao. Esta ultima
observacao levou os autores a concluirem que o AMP ciclico deve estar presente
antes da irradiacdo, por ser um radioprotetor e ndo um simples facilitador de
reparo do dano da radiacdo ionizante.
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Peter et al. (1994) estudaram o efeito protetor do isoproterenol, um
agente desgranulante das células acinares, nas glandulas salivares parétidas e
submandibulares, por meio da presenca de aberracdes nucleares e lises causadas
pela exposicdo a 15 Gy de radiagdo X. Foram utilizados ratos machos albinos
Wistar, que foram subdivididos em grupo controle, grupo tratado com 5 mg/kg de
peso de isoproterenol e grupo irradiado 90 minutos ap6s o pré-tratamento com
isoproterenol. As glandulas foram removidas nos tempos 0, 1, 2, 3, 6, 12 horas e
1, 3, 6 e 10 dias apds a irradiagao para analise histomorfologica pela coloracao
hematoxilina e eosina. A radiacdo causou as mesmas sequéncias de mudancas
morfoldégicas em ambas as glandulas: desgranulacédo das células serosas, inducao
de aberragdes nucleares, lise dos granulos de secrecdao e recuperagao parcial
com vacuolos no ultimo tempo estudado. A desgranulacao das células acinares
pelo isoproterenol ndo protegeu o tecido contra as mudancas iniciais induzidas
pela radiacdo, mas acelerou a reparagdo da integridade tecidual apenas na
glandula parétida. Diante dos resultados, os autores concluiram que a
radiossensibilidade dos compartimentos epiteliais ndo esta relacionada
diretamente a presenca de granulos de secrecdo e que o restabelecimento mais
rapido das células no grupo pré-tratado com isoproterenol pode ser devido a
capacidade desta droga de induzir a estimulacdo da proliferacdo celular nas

glandulas parétidas.

Bohuslavizki et al. (1999) afirmaram que no tratamento do cancer da
tiredide, pela administracao de iodo radiativo, quantidades significantes também
sdao acumuladas nas glandulas salivares, podendo levar a xerostomia devido a
emissdo de radiacdo P. Pela capacidade radioprotetora da amifostina ser
reconhecida e pela sua maior afinidade pelas glandulas salivares, estes autores
avaliaram seu efeito radioprotetor em glandulas salivares. Foram utilizados ratos
albinos Wistar, dos quais 5 pertenceram ao grupo controle e 10 perfizeram o grupo

tratado com 200 mg/kg de peso de amifostina previamente a terapia com iodo
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radioativo (2 GBq '™'l). Foram quantificadas a fungdo do parénquima das
glandulas parotidas, submandibulares e tiredides, por meio da realizacdo de
cintilografia antes e num intervalo de 4 semanas durante 24 semanas apés a
aplicagdo do iodo radioativo. Ao término das 24 semanas, foram removidas as
glandulas salivares para estudo histomorfoldgico pela coloragdo de hematoxilina e
eosina. Em ambas as andlises, constatou-se o efeito radioprotetor da amifostina
nas glandulas salivares. Houve maior captacao do tecnécio no grupo tratado com
amifostina, ressaltando-se que isto ndo ocorreu nas glandulas tiredides.
Resultados similares foram vistos durante avaliagdo histomorfoldgica, havendo
maior degeneracao nos animais sem o pré-tratamento quando comparado com o
grupo tratado com a amifostina. Os autores concluiram que o dano no parénquima
das glandulas salivares induzido pelo iodo radioativo pode ser significativamente
reduzido pela amifostina.

Roesink et al. (1999) avaliaram o efeito protetor da administracédo de
pilocarpina anteriormente a irradiacdo das glandulas parétidas de ratos. Grupos de
ratos machos Wistar foram submetidos a dose intraperitonial de 4 mg/kg de
pilocarpina uma hora antes da irradiagdo. Sob anestesia, os animais tiveram
apenas as glandulas parétidas do lado direito submetidas as doses unicas de 10,
15, 20 e 30 Gy de radiacao X. Foram coletadas as salivas 4 dias antes e aos
terceiro, sétimo e trigésimo dias da irradiacao. Apos a administracao intraperitonial
de pilocarpina, foram coletadas amostras de saliva de ambas as glandulas
parétidas. A radiacdo causou um decréscimo rapido, dose-dependente na funcao
das glandulas, permanecendo no ultimo dia avaliado. Nao foram observados
efeitos significantes na funcao das glandulas nao irradiadas. Observou-se que a
partir do sétimo dia, o pré-tratamento com pilocarpina resultou em menor dano da
funcdo das glandulas, mas ndo protegeu as glandulas irradiadas com uma dose
de 30 Gy.
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Nagler et al. (2000) avaliaram o efeito radioprotetor das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase Manganés e superdxido dismutase
cobre/zinco contra os danos causados pela dose de 15 Gy de radiacao y na regiao
de cabecga e pescoco de ratos machos Wistar. Os animais compuseram 4 grupos:
controle; irradiado; irradiado e tratado com 50 mg/kg de peso de superdxido
dismutase manganés 90 minutos antes da irradiacdo; irradiado e tratado com 100
mg/kg de peso de superdxido dismutase cobre/zinco 30 minutos antes e apds a
irradiacdo. Foram mensuradas diariamente, durante as 2 primeiras semanas, 0
peso corporeo e a captacdo de comida. Foi realizada contagem das células
sanglineas aos sexto e décimo segundo dias apés a irradiagédo e a funcao das
glandulas pardétidas e submandibulares foi mensurada 2 meses apdés a irradiacao.
As enzimas superdxido dismutase impediram a diminuicdo de células sangtineas
brancas, enquanto que apenas a enzima superdxido dismutase manganés
protegeu parcialmente a funcdo das glandulas parotidas. Estes resultados
sugerem que a enzima superéxido dismutase impede parcialmente a diminuicéo
das células sangliineas e as injurias na regiao de cabeca e pesco¢o causadas

pela radiacéo ionizante.

Coppes et al. (2001) avaliaram o efeito radioprotetor da felinefrina,
isoproterenol, pilocarpina e metacolina nas glandulas parétidas de ratos Wistar
machos, submetidos a dose de 15 Gy de radiagdo X. Os animais foram divididos
nos seguintes grupos: controle, irradiado, tratado 60 minutos antes da irradiacédo
com isoproterenol, tratado com fenilefrina 60 minutos antes da irradiagéo, tratado
com pilocarpina 60 minutos anterior a irradiagdo, tratado com metacolina 60
minutos antes da irradiacdo e tratados com as associacdes de duas das quatro
substancias estudadas. A fungdo e a analise histomorfoldégica das glandulas
salivares foram realizadas nos dias 1, 3, 7, 10, 30, 60, 120, 180 e 240 seguidos a
irradiacdo. A radiacdo na fase aguda (10 primeiros dias) causou um rapido

declinio no fluxo, sem mudancas na secrecao de amilase salivar e nUmero de
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células acinares. Na fase inicial (10-60 dias) ocorreu decréscimo de secre¢ao de
amilase salivar e das células acinares, continuando similar na fase intermediaria
(60-120 dias). Na fase tardia (120-240 dias) a fungdo tornou-se bastante
comprometida, com maior desorganizagao tecidual, apesar de um aumento nas
quantidade de células acinares. Todos os farmacos estudados promoveram efeito
radioprotetor nas fases aguda e inicial, mas com perda de efeito protetor na fase
tardia, com excecao para a associacao da metacolina e felinefrina. Os resultados
levaram os autores a sugerirem a aplicacao clinica da associagao da metacolina e

felinefrina como método radioprotetor na radioterapia de cabeca e pescoco.

2.5 Selenito de sodio

Nordman et al. (1976) relataram que a captacao do selenito de Sdodio
por células neoplasicas malignas tem sido objeto de inUmeras investigacdes pela
sua boa especificidade, suposta pela presenca dos grupos sulfidrilas nas proteinas
destas células, pois o0 selénio é ligado a proteinas por meio da unido dos grupos
de enxofre. Os tumores malignos acumulam selenito em cerca de 86% dos casos
enquanto que as lesées benignas acumulam apenas em 23% dos casos. Nordman
et al. (1976) analisaram a captacado do selenito de sodio no tecido “in vitro” e “in
vivo®. O estudo “in vitro” foi realizado por meio de espécimes de figado oriundos
de ratos, expostos a uma dose de 20 Gy fracionada em 4 vezes de 5 Gy na regiao
do figado e em seguida incubados com selenito de sédio de 1 a 3 horas. Em
outros espécimes, a administragdo do selenito, foi realizada anteriormente a
remocao do figado dos animais, para em seguida, remové-los e expb-los. A
concentracdo de selenito no grupo irradiado correspondeu a 89% do encontrado
no grupo controle. Quando foi administrado o selenito por via intravenosa ainda no

animal antes da remocdo do figado, houve uma diminuicdo de 3%. Nos
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experimentos “in vivo”, ratos com tumores no abdémen foram irradiados por uma
dose de 17,5 Gy. Depois de 24 horas da ultima dose de radiacao, foi administrado
selenito de s6dio e 1 hora apds, sacrificados para analise da quantidade de
selenito no fluido peritonial, sendo também analisado o acumulo do selenito nos
tumores. A andlise do fluido peritonial dos animais irradiados mostrou 71% de
selenito em relagdo ao grupo nao irradiado. Nos tumores, a concentracao no
grupo irradiado foi de 62% do grupo nao irradiado. Estes resultados sugerem
mudancas no metabolismo das proteinas apdés a irradiacdo, que promove

decomposicao dos grupos sulfidrilas.

Weitberg et al. (1985), investigaram os efeitos das enzimas
antioxidantes glutationa e catalase, bem como do selenito de s6dio na inibigao da
permutacdo de cromatides irmas. Cultura de células ovarianas de hamster
chineses foram incubadas com enzimas superoxido dismutase ou catalase e com
quimicos, dentre os quais o selenito de so6dio. Em seguida, foi adicionado
leucécitos para a promocdo das espécies oxigénio reativas. Observou-se
diminuicdo da permutagdo das cromatides nas culturas adicionadas as enzimas
antioxidantes e tratadas com baixas doses de selenito de sddio. No entanto,
maiores concentracdes de selenito de sédio causaram aumento no namero de
cromatides irmas permutadas. Os autores explicaram que, embora o selenito de
sédio possua propriedades catalisadoras da glutationa peroxidase, o mesmo pode
induzir a permutagé@o de cromatides irmas e aberragdes cromossémicas em certas

doses.

Yan & Spallholz (1993) relataram que o selénio é um nutriente essencial
com comprovada acao carcinostatica “in vitro” e “in vivo”, mas em determinada
quantidade possui toxicidade. Pesquisas tém demonstrado que a glutationa

participa da citotoxidade induzida pelo selenito e sugerem consequente producao
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de radicais livres. O aumento na peroxidacao lipidica pelo selenito tem sido
reportado “in vivo” e “in vitro”. Diante dessas observacdes, 0s mesmos autores
realizaram estudo ‘in vitro” com a finalidade de verificar a capacidade dos
componentes de selénio, dentre eles o selenito de sbdio, de gerar superéxidos
pela oxidacdo da glutationa e outros tidis, na auséncia e presenca de células
humanas de tumores de mama. A producéao de radicais livres foi mensurada pela
quimioluminescéncia. Houve grande producdo de perdxido de hidrogénio e de
radicais superoxidos pela oxidacdo do selenito com a glutationa nas células
tumorais mamarias. Ja o acréscimo das enzimas superéxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase diminuiu. Os autores observaram que o excesso da dieta de
componentes de selénio, promove a oxidagao da glutationa e de outros tidis para
produzir radicais superéxido e peréxido de hidrogénio.

Lu et al. (1994) estudaram o efeito do selenito nas Unidades
Formadoras de Colbénias (UFC), quebras de DNA e apoptose em culturas de
células leucémicas de ratos. Culturas de células leucémicas do grupo L1210 foram
submetidas a suplementacdo de selenito de sédio com concentracées que
variavam de 0 a 20 uM e incubadas de 7 a 10 dias. As alteracbes causadas pelo
selenito de s6dio aumentaram com o tempo e com a dose administrada. Houve
reducdo das UFC e aumento da quebra de um filamento de DNA, seguido da
ativacao de endonucleases que produzem a quebra de dois filamentos de DNA até
a inducao da morte celular por apoptose. Os resultados levaram os autores a
proporem uma hipétese acerca da morte celular induzida pelo selenito de sodio:
primeiramente ocorre a quebra de um filamento de DNA que ativa a
endonuclease, a qual promove a dupla quebra do filamento de DNA com

subseqliente apoptose.
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Segundo Ggenback et al. (1995), o selénio é um micronutriente
essencial e um constituinte do sitio ativo da enzima glutationa peroxidase, mas
também pode causar toxicidade. Dentre os danos da intoxicacdo nos animais
jovens, destaca-se o retardo no crescimento. Assim, os autores estudaram a
influéncia do selenito de sédio no crescimento, nos fatores de crescimento de
insulina e de proteinas em ratos Wistar. Os animais foram divididos em 3 grupos:
o grupo A, tratado com selenito de sédio diluido em agua “ad libidum” por duas
vezes na semana, com dose equivalente a 3.3 mg/l de selenito de sodio; o grupo
B correspondeu ao grupo controle e o grupo C, recebeu a metade da dose de
selenito dada no grupo A. Foram monitorados a ingestao de alimentos e o peso, e
mensurados o comprimento do rabo e da tibia apds a dissecacao do animal para a
obtencao dos rins e figado. Os fatores de crescimento foram determinados no
décimo quarto e no trigésimo quinto dias. O grupo de animais tratados com selénio
apresentaram perda significativa de peso, comparado ao grupo B no nono dia e ao
grupo C no décimo quarto dia. O comprimento da tibia no grupo A foi
significativamente menor em relagdao ao grupo C e fortemente significante em
relagéo ao grupo B. Houve reducdo dos fatores de crescimento no final do estudo
do grupo A em relacéo aos grupos B e C. Os autores concluiram que o selenito de
sédio causa retardo de crescimento e reducao do nivel de fatores de crescimento.

Bezlepkin et al. (1996) estudaram os efeitos de uma mistura de
antioxidantes, composta por beta-caroteno, a-tocoferol, acido ascérbico, selenito
de sédio e glucanato, correspondendo a 35 g/kg da dieta, na sobrevida de ratos
iniciando a partir de 2, 9, 16 e 23 meses de idade. Os ratos foram pesados uma
vez por més e a mortalidade calculada no final de cada més. Quanto ao peso, nao
houve diferenca entre os grupos estudados, mas a mortalidade dos animais que
receberam a suplementacdo da mistura iniciada aos 2 € 9 meses de idade,
mostrou-se significativamente menor em comparacao ao grupo controle. Ja para

os ratos que receberam a suplementacao a partir da idade de 16 e 23 meses, a
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mortalidade foi semelhante ao grupo controle. Foi concluido que a acao dos
antioxidantes na defesa dos genes depende da idade da administracdo e que os
antioxidantes nao enzimaticos possuem importante papel na regeneracado da

defesa dos genes.

Wilson et al. (1997) estudaram a farmacocinética do selenito em patos
de um lago rico em selenito de sodio, os quais apresentavam efeitos teratogénicos
ao nascimento como deformidade dos bicos, anomalias oftalmolégicas e disturbios
de desenvolvimento em érgaos, como o coragédo. Foram encontrados acumulos de
selénio no pancreas, no pulmao, no baco, no figado, no cérebro, no plasma
sanguineo e em especial no ovario, que apresentou o dobro de concentracao em
relacdo aos demais O6rgaos estudados. Estes resultados levaram os autores a
sugerirem que o0 acumulo de selénio, em niveis toxicos, pode promover efeitos

teratogénicos no embrido em desenvolvimento.

Bronzetti et al. (2001) estudaram os efeitos protetores do selenito de
sédio no dano oxidativo do citoplasma de fungos. Foram estudados grupos de
cultura de células de Saccharomyces cervisiae constituindo: grupo controle, grupo
de culturas nas quais foram adicionadas perédxido de hidrogénio; grupos tratados
com diferentes doses de selenito de sodio; grupos nos quais foram adicionados
peréxido de hidrogénio e as diferentes doses de selenito de soédio. Foi
determinada a atividade das enzimas glutationa peroxidase, superdxido dismutase
e catalase do citoplasma nas diferentes concentragdes de selenito. Dose de 10 uM
de selenito de sddio reduziu a porcentagem de sobrevivéncia em 70%. Na cultura
em que foi adicionada 400nM de peréxido de hidrogénio, houve reducédo de
sobrevivéncia para 61%. Em culturas onde houve acréscimo de selenito de 0.01 e
0.1uM, houve aumento da sobrevivéncia para 100%. O selenito de sodio induziu

aumento da atividade das trés enzimas. Os resultados levaram os autores a
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sugerirem que o selenito de sodio possui efeitos antioxidantes gerais envolvendo
diferentes fases no processo de desoxidacao.

Dellibasi et al. (2002), estudaram os efeitos do selenito de s6dio em
mandibulas de ratos diabéticos. Foram utilizados ratos Wistar divididos em grupo
controle, grupo tratado com selénio, grupo diabético e grupo diabético tratado com
selénio. Nos grupos tratados com selenito de sddio, foram administrados por via
intraperitonial 5 umol/kg de peso corpoéreo por dia, durante 4 semanas. Na quinta
semana, todos os animais foram sacrificados e removidas as mandibulas. As
porcdes esquerdas foram preparadas para avaliagdo densitométrica e a porcao
direita para estudo histomorfolégico pela coloracdo de hematoxilina e eosina. A
andlise histomorfolégica concordou com a densitométrica. Os animais diabéticos
tratados com selénio apresentaram densidade e histomorfologia préxima do grupo
controle, enquanto que no grupo de animais tratados com selénio, a densidade
mandibular foi menor e as alteracbes com destruicdo do trabeculado ésseo,
desorganizacao de fibras colagenas e aumento de atividade osteoclastica
assemelharam-se as encontradas no grupo de ratos diabéticos. Os resultados
levaram aos autores a sugerirem que o selenito de sédio promove efeitos
benéficos em ratos diabéticos, mas as injurias nos animais tratados com selénio,
demonstram a necessidade de mais estudos sobre os mecanismos dos efeitos do

selénio em organismos.

Saito et al. (2003) analisaram o efeito da caréncia de selénio em
culturas de células leucémicas humanas num periodo de 72 horas. Foi observada
diminuicdo do numero de células a partir do periodo de 24 horas, com perda de
95% apos 60 horas. A atividade das enzimas glutationa peroxidase e thioredoxina
redutase foi reduzida a 36 e 39 % respectivamente apds 24 horas, sendo a
atividade insignificante no ultimo tempo estudado. A morte das células foi
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precedida da grande concentracdo de espécies oxigénio reativas, principalmente
hidroperoéxidos lipidicos. Os autores concluiram que a deficiéncia de selénio causa
diminuicdo da atividade da glutationa peroxidase e da thioredoxina redutase e

aumento da peroxidacdao das membranas e morte celular.

2.6 O selenito de so6dio como radioprotetor

Weiss et al. (1992), pesquisaram a radioprotecado do selenito de sédio
em ratos Wistar submetidos a dose de 6 Gy de radiacdo y Co®® no corpo todo. Os
animais foram divididos em grupos, conforme os tempos de administracdo da dose
de 0,8 mg/kg de peso corpéreo de selenito de sbédio: 24 horas e 1 hora antes e 15
minutos apos a irradiacdo. Houve reducado da mortalidade em todos os tempos
estudados apdés 30 dias, com maior eficacia para os grupos de animais tratados 24
horas antes da irradiacao.

Rafferty et al. (1998) afirmaram que a glutationa peroxidase € uma
selenoproteina que pode mediar o efeito protetor do selénio, por meio da
desoxidacdo dos peroxidos de hidrogénio, hidroperoxidos lipidicos e
hidroperoxidos fosfolipidicos que sdo produzidos pela radiacdo. Desta forma, os
mesmo autores avaliaram o efeito radioprotetor do selenito de sédio e da
seleniometionina em culturas de células de queratinécitos submetidas a radiacéao
ultravioleta. Culturas de células foram suplementadas com diferentes doses de
1nM a 10 uM de selenito de sodio ou de seleniometionina 24 horas antes ou logo
apds a dose de 480 a 1200 J/m? de radiacdo ultravioleta. O selenito de sédio, sem
a administracdo da dose de radiacado ultravioleta, causou toxicidade a partir da

concentragdo de 1 uM. A dose de radiacéo ultravioleta de 960 J/ m? produziu 80%

33



Efeito radioprotetor do selenito de sddio em gldndulas submandibulares de ratos

Revisao da Literatura

de morte celular apés 48 horas da exposi¢cdo. A administracdo dos derivados de
selénio reduziu a morte celular, sendo a suplementagdo 24 horas antes da
irradiacao mais eficiente. O selenito de sddio mostrou-se eficaz em todas as doses
estudadas, principalmente na dose de 10 nM, reduzindo a mortalidade pra cerca
de 21%. Ja a selenometionina foi menos potente, sendo necessario doses acima
de 10 nM para proporcionar radioprotecao semelhante. Os resultados levaram os
autores a afirmarem que as formas inorganicas do selénio, como o selenito de
sédio sao radioprotetores mais eficazes que as formas orgénicas como a

selenometionina.

Stewart et al. (1999) avaliaram os componentes a base de selénio,
dentre eles o selenito de sédio, sob diversas concentragdes, na inducao do stress
oxidativo e apoptose em cultura das células queratinécitos de ratos. Foram
mensurados os niveis de citotoxicidade, de glutationa redutase, da atividade da
glutationa peroxidase e das lesbes oxidativas no DNA 24 horas ap6s a
suplementacao e a exposicao aos raios ultravioletas. A adicdo do selenito de sodio
causou reducdao dose-dependente da quantidade de glutationa redutase e
aumento da atividade da glutationa peroxidase. As lesdes oxidativas no DNA e
apoptose foram maiores para as culturas de células suplementadas com selenito
de sbdio. Entretanto, apdés a exposicao aos raios ultravioletas de culturas das
células, a suplementacao do selenito de sodio reduziu a freqiiéncia da oxidacao
de DNA em relacdo as células que nao receberam o suplemento. Estes resultados
levaram os autores a afirmarem a dicotomia do selénio, pelo seu poder de inibir e
produzir danos. Em concentragdes toxicas, as injurias sao causadas pela
producao de superéxidos por meio da reducao do anion seleniopersulfito (GSSe),
originario da seléniodiglutationa. Em relacdo a inibicdo do danos, esta se deve a
sua associacao a glutationa peroxidase, protegendo as células contra o stress

oxidativo causado pela radiacao ultravioleta.
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Mutlu-Turkoglu et al. (2000) estudaram os efeitos protetores da
administracdo do selenito de soOdio, vitamina E e ambos, anteriormente a
exposicdo do intestino delgado de ratos Wistar machos a dose de 10 Gy de
radiacao X. Apos trés dias da irradiacdo, uma porcao do intestino delgado foi
removida imediatamente ao sacrificio para avaliagdo histomorfolégica em
microscépio de luz pela coloragcao hematoxilina e eosina e para determinagédo dos
niveis de glutationa, da peroxidacao lipidica, das atividades das enzimas
superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. A peroxidacao lipidica foi
mensurada pela presenca da substancia acido-reativa ao tiobarbiturico. O pré-
tratamento previniu a reducdo das camadas, do numero e do tamanho das
vilosidades intestinais causada pela irradiacdo; bem como o aumento do nivel de
substancias acido-reativas ao tiobarbitdrico, o decréscimo da concentracao do
antioxidante glutationa e a diminuicdo das atividades das enzimas superdxido
dismutase e glutationa peroxidase, com excecao desta ultima enzima para o grupo
tratado apenas com a vitamina E. Estes resultados levaram os autores a
afirmarem que a administracdo dessas substancias antes da irradiacdo, possui

efeitos protetores contra as alterag¢des intestinais induzidas pela radiagao.

Tuji, em 2001, avaliou o efeito do selenito de sédio no processo de
reparacao tecidual em feridas de ratos irradiados por 6 Gy de radiagcdo de
elétrons. Os animais foram divididos em: grupo controle, grupo selénio, grupo
irradiado e grupo selénio irradiado. Em todos os grupos foi produzida uma ferida
na regido dorsal dos animais. O grupo selénio e o grupo selénio/irradiado foram
tratados por 0,5 mg/kg de peso de selenito de sodio via intraperitonial 24 horas
antes da irradiacdo. Apenas as feridas dos animais do grupo irradiado e
selénio/irradiado foram irradiadas apés 3 dias da producao da ferida. Aos 4,7, 13
e 21 dias apdés o ferimento, as feridas foram removidas para avaliacdo
histomorfolégica por hematoxilina e eosina, tricromico de Mallory e fucsina. O
selenito de sédio atuou como radioprotetor, uma vez que o0 processo de reparo
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nos animais do grupo selénio/irradiado e do grupo selénio deu-se de forma

semelhante ao grupo controle, constituido por animais ndo irradiados.

Segundo Rafferty et al. (2003), a radiacao ultravioleta pode causar
morte por necrose e apoptose celular. A necrose decorre de uma injuria aguda,
sendo caracterizada por edema e lise celular e a apoptose possui morfologia
distinta com as células, apresentando nucleos e citoplasmas diminuidos, nucleos
com cromatina condensada e fragmentos celulares envoltos por membranas. Os
mesmos autores estudaram a acado do selenito de sdédio em culturas de
queratindcitos expostas a radiacao ultravioleta, avaliando a presenca de apoptose.
Células de queratinécitos foram incubadas com doses de 1 nM a 1 uM de selenito
de sodio 24 horas antes da exposicdo a 600 j/m? de radiacdo ultravioleta. O
selenito de sddio diminuiu a apoptose nas concentracées de 10 nM a 1 uM, sendo
maior o efeito para as concentracbes de 100 a 200nM, que preveniram

completamente a apoptose induzida pela radiagao ultravioleta.

Tuji (2004) avaliou o efeito radioprotetor do selenito de sodio em
glandulas parétidas de ratos, por meio da analise ultra-estrutural das células
acinares. Foram utilizados ratos Wistar subdivididos 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 radiacao y na regido de cabeca e pescoco. Nos animais correspondentes aos
grupos selénio e selénio/irradiado foi administrado 0,5 mg/kg de peso de selenito
de sbdio por via intraperitoneal 24 horas antes da irradiagdo. As glandulas
parétidas foram removidas apés 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas da irradiagdao. A
radiacdo causou alteracdes celulares a partir de 4 horas. Foram observados
vacuolos, alteracbes nucleares, destruicdo dos granulos de secrecdao e de
organelas. O grupo selénio apresentou alteracdes celulares a partir da oitava hora,
porém com menor dano em relacdo aquele causado pela radiagdo. O grupo
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selénio/irradiado apresentou menor intensidade nas alteragdes com inicio do
processo de reparo nas 12 horas apoés a irradiacdo e melhor organizacao com 48
e 72 horas, sem reparacao completa neste dltimo tempo avaliado. Apesar das
alteracoes vistas no grupo apenas tratado com selenito de sodio, sua utilizacao
como radioprotetor de glandulas parétidas é vélida, por apresentar relagao risco-

beneficio favoravel.
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3 PROPOSICAO

Propde-se nesta pesquisa, através da analise ultra-estrutural, avaliar o
efeito radioprotetor do selenito de sddio em danos causados pela radiagdo gama

nas células secretoras de glandulas submandibulares de ratos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais:

Foram utilizados 57 ratos de mesma linhagem (Rattus norvegicus,
Albinus, Wistar), machos, com idade entre 60 e 90 dias e peso variando entre 200
e 300 gramas, sendo eles procedentes do Biotério Central da Unicamp. Todos os
animais foram mantidos, durante as fases de pré-tratamento e pré-operatéria até o
sacrificio, em gaiolas de policarbonato, que se encontraram em local com
temperatura e umidade controladas e com um ciclo alternado de 12 horas claro-
escuro. A alimentagdao dos animais constou de ragdo balanceada padrdao e agua
“ad libitum’, diariamente. O projeto desta pesquisa, protocolado sob o numero
640-1, foi aprovado pelo Comité de Etica na Experimentagdo Animal do Instituto

de Biologia da Unicamp (Anexo).

4.2 Grupos experimentais:

A amostra foi dividida aleatoriamente em quatro grupos experimentais:
grupo controle, grupo irradiado, grupo selenito de soédio e grupo selenito de
sédio/irradiado. O grupo controle foi composto por 3 animais enquanto que 0s
demais grupos foram compostos por 18 ratos. Com excec¢ao do grupo controle, os
grupos foram subdivididos em 6 sub-grupos conforme o tempo de remocao das

glandulas submandibulares apés a irradiacéo: 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas.
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4.3 Tratamento com selenito de sodio:

No periodo de 24 horas antes da irradiacdo, os animais dos grupos
selenito de sédio e selenito de sodio/irradiado, receberam 0,5 mg/kg de peso
corporeo de selenito de sbédio (Merck KgaA, Darmstadt, Alemanha) via
intraperitonial (Figuras 1 e 2) e nos demais foi administrada solugdo salina
correspondente ao volume da injecao do selenito de sddio. A dose de 0,5 mg/kg
de peso corporeo foi escolhida por ter apresentado, nestas mesmas condicoes de
administracao, efeito radioprotetor nos estudos de Tuji (2001, 2004).

Figura 1 — Selenito de Sédio Pentahidratado Figura 2 — Aplicacdo da solugédo de selenito
(pré-andlise). de sédio intraperitonealmente.

4.4 Irradiacao:

Decorridas 24 horas da administracao do selenito de sodio, todos os
animais foram anestesiados com pentobarbital de sédio (Hypinol a 3%, Cristalia)
na dose de 30mg/kg de peso. Sob o efeito da anestesia, os animais pertencentes
aos grupos irradiado e selenito de sédio/irradiado, foram posicionados na mesa de
radioterapia e distribuidos em uma éarea correspondente a 30 x 30 cm que
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consistia de um campo colimado. Desta forma, somente a regido da cabeca e
pescoco dos animais foi irradiada com uma dose de 15 Gy de radiacdo gama de
Co® (Figuras 3 e 4), uma vez que esta dose promove saturacdo dos danos da
radiacao ionizante nas glandulas salivares (Coppes et al., 2001). A distancia focal
correspondeu a de 80 cm e o aparelho utilizado foi da marca Alcion CGR I
(Siemens) com rendimento de 107 Gy/min, operando com energia de 1,25 MeV.

Figura 3 — Protecdo do restante do corpo do  Figura 4 - Posicionamento dos animais para a
animal com lamina de chumbo de 4 mm de exposi¢do a radiacao.
espessura a fim de barrar a radiagdo secundaria.

4.5 Obtencao e Preparo dos tecidos:

Apés o tempo previamente estabelecido, os animais foram
anestesiados por injegao intraperitoneal de pentobarbital de sédio, com dose de
40mg/kg de peso corpéreo para a incisdo e remogao das glandulas
submandibulares do lado direito (Figuras 5 e 6). Estas foram seccionadas
aproximadamente em fragmentos de 1mm x 1 mm e fixadas em glutaraldeido
2,5% em tampao fosfato, pH 7,3 0,1 M, por 6 horas a 4 °C. Posteriormente, a
obtencao das pegas, os animais foram sacrificados por prolongamento anestésico.
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Figura 5 — Tecidos divulsionados para a
remocao da glandula submandibular.

Figura 6 — Remogéo da glandula submandibular.

Posteriormente a fixacao, os fragmentos foram pés-fixados 1 hora em
tetroxido de ésmio 1%, 0,1M tamponado em tampéo fosfato pH 7,3 0,1M na
temperatura ambiente. Em seguida, foram desidratados em solugdes crescentes
de acetona 50%, 70%, 80% e 90% e finalizadas em acetona pura. Os fragmentos
foram embebidos e incluidos em resina Araldite (Luft, 1961). Cortes semi-finos (1-
2 um) foram obtidos utilizando um ultramicrétomo MT2B Sorvall Porter Blum com
navalhas de vidro. Em seguida foram corados com azul de toluidina, para
selecionar-se a regiao a ser estudada. Na selecao, a area escolhida compreendeu
regibes que apresentavam porgdes secretoras terminais e ductos convolutos.
Apos a selecao, os blocos foram trimados para obtencao dos cortes ultrafinos em
ultramicrétomo MT2C. Os cortes foram coletados em grades de cobre e
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo.
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4.6 Analise ultra-estrutural:

As grades foram analisadas em Microscopio Eletrénico de Transmissao
EM-10 (Zeiss, Alemanha), sendo avaliadas as alteracées ultra-estruturais
citoplasméaticas e nucleares das células secretoras das glandulas

submandibulares em todos os grupos estudados.
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5 RESULTADOS

5.1 Porcao mucosa

5.1.1 Grupo Controle

Observou-se a organizagdao das células mucosas (Figura 7), que se
encontram nas porgdes secretoras terminais. Os granulos de secregédo encontram-

se em grande quantidade e a maioria das organelas localiza-se na periferia da

célula , com mitocéndrias e reticulos endoplasmaticos integros e bem organizados
(Figura 8).

Figura 7- Células mucosas do grupo controle, com Figura 8- Célula mucosa do grupo controle com

granulos de secregdo mucosos (seta) (barra= 6,9 mitocondria (seta preta), reticulo endoplasmatico

) (seta branca) e granulos de secregcdo mucosos
(GS) (barra = 1,1 um).

5.1.2 Grupo Irradiado

A porgdo mucosa apresentou menor destruicdo que a serosa em todos
os tempos estudados. A radiagdo causou alteragcées no tempo 4 horas, com

vacuolizacdo de material amorfo, alteracbes nucleares, granulos unidos e de
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conteudos eletrodensos (Figuras 9 e 10). Muitos nucleos encontravam-se
pleomérficos, com cromatina condensada e membranas espessadas (Figura 11).
Ao redor destes, foram encontradas organelas alteradas e destruidas, tais como
reticulo endoplasmatico e mitocondrias. Nas 8 e 12 horas apés a irradiacao as
alteracbes eram maiores, com grande destruicdo e desorganizacdo tecidual
(Figura 12). Muitas organelas estavam destruidas e uma moderada quantidade de
granulos possuia conteudos fibrilares e eletrodensos em seu interior. Havia

vacuolos contendo organelas destruidas e outros acrescentados com fragmentos

nucleares (Figura 13).

st e S . "g‘ Waﬁi&. PRy T s, P
Figura 9- Campo mucoso do grupo irradiado no  Figura 10- Célula mucosa do grupo irradiado no
tempo 4 horas com vacuolos de contetido amorfo ~ témpo 4 horas com granulos de conteldos
(seta preta) e nicleos alterados (seta branca)  €letrodensos (seta) (barra= 2,3 um).

(barra= 8,6 um).

¥ A DRRIBD Sk e -
Figura 12- Células mucosas do grupo irradiado no

tempo 4 horas com cromatina condensada (seta) tempo 12 horas (barra= 5,5 um).
(barra= 1,1 um).
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Figura 13- Vacuolos de conteudos variados Figura 14- Campo mucoso do grupo irradiado no

(seta)
do grupo irradiado no tempo 12 horas (barra= tempo 24 horas (barra= 6,9 um).
6,9 um).

(PN), mitocondria (seta
branca), reticulo endoplasmatico rugoso (REG) e
complexo de Golgi (seta preta) integros no grupo
irradiado no tempo 24 horas (barra= 1,1 um).

Figura 16- Células mucosas do grupo irradiado
no tempo 48 horas (barra= 6,9 um).

A partir das 24 horas, houve diminuicdo da quantidade de vacuolos
(Figura 14), aumento do numero de nucleos com nucléolos aumentados e de
organelas integras (Figura 15). Entretanto, muitas células ainda demonstravam
alteragdes nucleares. Nos ultimos tempos (48 e 72 horas), observou-se maior
reorganizagao tecidual, com porgcées mais integras (Figura 16) e outras com
grandes vacuolos presentes de forma localizada. Estes vacuolos se apresentavam

ora com conteudos amorfos, ora com conteudos originarios do citoplasma e/ ou do
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nucleo (Figura 17). Observou-se maior quantidade de organelas integras,
principalmente reticulo endoplasmatico, mitocéndrias e complexo de Golgi (Figura
18), embora ainda fossem encontradas alteracdes nucleares.

Figura 17- Vacuolos nas porgdes basais (seta) das Figura 18- Célula mucosa do grupo irradiado no

células mucosas do grupo irradiado no tempo 72 tempo 48 horas apresentando grande quantidade

horas (barra= 2,3 um). de reticulo endoplasmatico rugoso (seta preta) e
mitocondria (seta branca) (barra= 1,4 um).

5.1.3 Grupo Selenito de sodio

O selenito de sddio também causou as mesmas alteragdes observadas
no grupo irradiado, mas com menor intensidade. Apds 4 horas (Figura 19),
observou-se vacuolos de tamanhos variaveis contendo material amorfo ou
inclusbes do citoplasma, com destruicio de uma moderada quantidade de
organelas, principalmente mitocdndrias e reticulo endoplasmatico. Havia nucleos
com espessamento de membrana nuclear e cromatina condensada. Nas 8 horas
(Figura 20), foram encontradas as mesmas alteragées do tempo anterior, mas com
uma maior desorganizacao tecidual e uma maior quantidade de grandes vacuolos
com conteudos amorfos (Figura 21) e outros com inclusbes citoplasmaticas. A
partir das 12 horas o grupo selénio demonstrou diminuigdo progressiva das

alteragdes (Figuras 22), com o aumento da quantidade de células integras nos
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periodos restantes (Figuras 23 e 24), apesar de ainda serem encontrados ndcleos

alterados e vacuolos com materiais amorfos, citoplasmaticos e/ ou nucleares.

%

Figura 19- Células mucosas do grupo selenito de Figura 20- Células mucosas do grupo selenito de
sadio no tempo de 4 horas apresentando vacuolos s6dio no tempo de 8 horas com vacuolos (seta
(seta preta) e nucleos alterados (seta branca) preta) e nlcleos alterados (seta branca) (barra=
(barra= 6,9 um). 6,9 um).

» 2

Figura 21- Vacuolos com material amorfo (seta) Figura 22- Células mucosas do grupo selenito de
nas células mucosas do grupo selenito de sédio so6dio no tempo de 12 horas (barra= 6,9 um).

no tempo de 8 horas (barra= 2,3 um).
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Figura 23- Células mucosas do grupo selenito de Figura 24- Nucleo e organelas integras vista de
sédio no tempo de 72 horas (barra= 6,9 um). uma célula mucosa do grupo selenito de sodio no
tempo de 48 horas (barra= 1,4 um).

5.1.4 Grupo Selenito de sodio/irradiado

Desde o periodo de 4 horas, o grupo selenito de sodio/irradiado
demonstrou alteragdes semelhantes aos grupos irradiados e selenito de sédio,
mas em menor intensidade (Figura 25). Foram encontradas organelas integras,
granulos com aspecto normais e poucas alteragées nucleares. Também observou-
se vacuolos contendo inclusdes citoplasmaticas e outros com material nuclear,
além da presenca de vacuolos vazios pequenos. A partir das 8 horas, houve
diminuigdo progressiva das alteragcdes (Figura 26), apresentando a maioria dos
vacuolos localizada na por¢ao apical da célula e o aumento de organelas integras
(Figura 27). As alteragdes diminuiram e tornaram-se mais escassas com O
aumento dos tempos estudados (Figura 28). Nos ultimos periodos, foram raros
vacuolos, degeneracées de componentes dos citoplasmas, bem como alteracoes

nucleares (Figuras 29 e 30), assemelhando-se ao grupo controle.
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Flgura 25- Celulas mucosas do grupo selenlto de Figura 26- Células mucosas do grupo selenlto de
sodio/irradiado no tempo de 4 horas com vactolos  sodio/irradiado no tempo de 8 horas (barra= 6,9
(seta preta) e nlcleos alterados (seta branca) pm).

(barra= 6,9 um).

Figura 27- Reticulo endoplasmatlco rugoso (seta Figura 28- Células mucosas do grupo selenito de
preta) e mitocdndria integras (seta branca) de uma  sdédio/irradiado no tempo de 24 horas (barra= 6,9
célula mucosa do grupo selenito de sédio/irradiado  um).

no tempo de 8 horas (barra=1,4 um).

Figura 29- Células mucosas do grupo selenito de  Figura 30- Nucleo normal (seta preta) de uma
sédio/irradiado no tempo de 72 horas (barra= 6,9 célula do grupo selenito de sodio/irradiado no
um). 50 tempo 72 horas, (barra=1,4 um).
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5.2 Por¢cao Serosa

5.2.1 Grupo Controle

Observou-se a integridade das células serosas presentes no ducto
convoluto granular (Figura 31). Diferente das células mucosas, as células serosas
apresentavam nucleos menos eletrodensos e granulos de secrecdo mais

eletrodensos, com as organelas distribuidas por toda a célula (Figura 32).

E ]

Figura 31- Células serosas do grupo controle

Figura 32- Porcdo nuclear (PN), complexo de
com granulos de secrecéo serosos (seta) (barra=  Golgi (seta preta), reticulo endoplasmatico rugoso
6,9 um). (seta branca), de uma célula serosa do grupo
controle (barra= 0,44 um).

A radiagdo produziu desde o primeiro tempo estudado (4 horas),
vacuolos de tamanhos variados e auséncia frequente de granulos de secrecao
nestas células (Figura 33). Quando presentes, os granulos encontravam-se sem
limites definidos e unidos entre si, sugerindo o rompimento de membrana. As
organelas apresentaram-se destruidas e, devido a lise de reticulos
endoplasmaticos rugosos, havia aumento de ribossomos livres (Figura 34). Além
da lise, os espacos entre as cristas mitocondriais estavam maiores. Houve ainda

pleomorfismo, condensagéo de cromatina e espessamento de membrana nuclear.
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Nos tempos de 8 e de 12 horas, as células serosas sofreram maiores alteracoes,
com grande desorganizagdo celular, freqiéncia de vacuolos, numero de
alteragdes nucleares (Figuras 35 e 36), intensidade da destruicao de granulos de
secrecdo e de organelas. Os vacuolos possuiam material amorfo, debris de
organelas e/ ou nucleares, que alguns eram representados por células destruidas.
Os gréanulos apresentavam-se sem limites definidos, unidos e com alteragéo de
eletrodensidade (Figura 37). Nas 24 horas, o grupo irradiado passou a apresentar
algumas regides mais conservadas (Figura 38), com células sem alteragdes
nucleares, todavia continuava desorganizada em sua maioria, com intensa
quantidade de vacuolos de tamanhos variados, degeneracdo das estruturas
citoplasmaticas e nucleares. Nos tempos restantes as alteracbes diminuiram
(Figura 39), observando-se redugdo na quantidade de nucleos alterados,
organelas destruidas e de vacuolos, estando estes mais localizados na porgcéao

basal das células (Figura 40).

Figura 33- Células serosas do grupo irradiado  Figura 34- Espessamento de membrana nuclear
apos 4 horas da irradiagcao (barra= 6,9 um). (seta preta), degeneragcdo de organelas (seta

branca) e aumento de polirribossomos livres no
citoplasma de uma célula serosas do grupo
irradiado no tempo 4 horas (barra= 1,1 um).
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Figura 35- Células serosas do grupo irradiado ap6s Figura 36- Foram encontrados vacuolos (V) e
8 horas da irradiacdo, com maior destruicdo e alteragdo nuclear (seta preta) e citoplasmatica
desorganizacao (barra= 8,6 um). (seta branca) nas células serosas do grupo
irradiado no tempo 8 horas (barra= 2,8 um).

e 6.9 o
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Figura 37- Unido (seta branca) e alteracdo de  Figura 38- Células serosas mais integras do
eletrodensidade (seta preta) dos granulos de grupo irradiado apds 24 horas da irradiagdo
secrecdo das células serosas do grupo irradiado  (barra= 6,9 um).

no tempo 8 horas (barra= 1,8 um).

Figura 39- Células serosas do grupo irradiado  Figura 40- Vacuolo (seta) localizado na porgéo
apods 72 horas da irradiagéo (barra= 6,9 um). basal de uma célula serosa do grupo irradiado no
tempo de 48 horas (barra= 2,3 um).
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5.2.3 Grupo Selenito de sddio

Inicialmente, ocorreu semelhanga deste grupo em relagdo ao grupo
irradiado (Figura 41), diferenciando-se apenas pela maior integridade dos ndcleos
(Figura 42). Nas 8 horas houve diminuicdo consideravel da quantidade de
vacuolos (Figura 43), da destruicdo de organelas e das alteragdes nucleares. A
intensidade das alteracdes foi semelhante nos tempos de 12 e de 24 horas,
apresentando reducédo (Figura 44), embora ainda fosse encontrada a destruicéo
de organelas, vacuolos e algumas alteragdes nucleares (Figura 45). A maioria dos
vacuolos era pequena e geralmente continha mitocéndrias destruidas. Nas 48 e
nas 72 horas, os vacuolos maiores tornaram-se mais escassos (Figura 46). O
mesmo ocorreu para as lises de organelas e alteragbes nucleares (Figura 47).

Salienta-se que a ocorréncia da vacuolos foi menos freqiente no ultimo periodo

estudado.
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Figura 41- Células serosas do grupo selenito de Figura 42- Nucleos serosos com (seta preta) e
s6dio apds 4 horas da simulagéo (barra= 6,9 um). sem alteragcdo (seta branca) nuclear de células
serosas do grupo selenito de sddio no tempo de 4

horas da simulagéo da irradiagéo (barra=2,3 um).
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Figura 43- Células serosas do grupo selenito de  Figura 44- Células serosas do grupo selenito de
sodio apds 8 horas da simulagéo (barra= 6,9 um).  sodio apdés 12 horas da simulagcdo (barra= 6,9
um).

g5 ———

Figura 45- Vaclolo (V) com organelas  Figura 46- Células serosas do grupo selenito de
degeneradas e alteragao nuclear (seta) do grupo  s¢dio apés 72 horas da simulagdo (barra= 6,9
selenito de sddio apo6s 24 horas (barra= 2,3 um). um).
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Figura 47- Célula serosa do grupo selenito de sodio Figura 48- Células serosas do grupo selenito de
apos 72 horas sem alteragdo no nulcleo (seta) e sodio/irradiado apds 4 horas (barra= 6,9 um).
com poucas organelas degeneradas (barra= 2,3
um).
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5.2.4 Grupo Selenito de sodio/irradiado

Este grupo apresentou similaridade na intensidade das alteragbes com
0s grupos irradiado e selenito de sédio no primeiro tempo estudado, exceto pela
maior preservagao dos granulos de secrecao (Figuras 48 e 49). Nos periodos de 8
e de 12 horas ocorreu semelhanga com o grupo selenito de sédio (Figuras 50 e
51), mas a partir do tempo de 24 horas as alteracdes foram menores em relagéao a
todos os grupos estudados (Figura 52). Os vacuolos apresentavam-se menores e
mais raros, as alteragdes nucleares eram mais escassas a medida que os
granulos de secrecao e organelas integras encontravam-se em maior numero. No
ultimo tempo estudado, ocorreu maior organizagao e integridade celular que nos
grupos restantes e o tempo 48 horas (Figura 53). As alteracdes foram raramente
encontradas, com organelas integras e nucleos com caracteristicas de
normalidade (Figura 54). As organelas apresentavam-se em grande numero, bem

como os granulos de secregcao, embora estes Ultimos estivessem ausentes em

algumas células.

Figura 49- Nucleo (seta preta) e organelas Figura 50- Células serosas do grupo selenito de
degeneradas (seta branca) de uma célula serosa sédio/irradiado apés 12 horas (barra= 8,6 um).
do grupo selenito de sédio/irradiado no tempo de 4

horas (barra= 1,1 um).
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Figura 51- Degeneragcdo de componentes do Figura 52- Células serosas do grupo selenito de
citoplasma (seta preta) ao redor de um nicleo sem  s¢dio/irradiado apds 24 horas (barra=6,9 um).
alteragcdo (seta branca) de uma célula do grupo

selenito de sédio/irradiado no tempo de 12 horas

(barra=1,1 um).
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Figura 53- Células serosas do grupo selenito de  Figura 54- Célula serosa do grupo selenito de
sodio/irradiado apds 72 horas (barra= 6,9 um). sodio/irradiado apdés 72 horas apresentando

nucleo (seta preta) e organelas integras (seta
branca) (barra= 1,8 um).
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6 DISCUSSAO

Pelo fato das glandulas salivares serem compostas por grande numero
de células epiteliais diferenciadas, que se encontram predominantemente na
intérfase, seria esperado que fossem radiorresistentes, mas sabe-se que a morte
aguda destas células ocorre a partir do primeiro dia da exposicao a doses baixas
de radiacdo (Peter et al, 1994). Existem hip6teses que tentam explicar esta
radiossensibilidade, pela presenca dos granulos de secrecao (Abok et al.,, 1984;
Norberg et al., 1988; Ahlner et al., 1994; Nagler & Laufer, 1998), bloqueio nos
nervos simpaticos (Kohn et al., 1992) e redugado da capacidade de ingestao pela
sindrome orofaringeana (Nagler et al., 1996).

As células serosas sdo consideradas mais radiossensiveis que as
células mucosas, enquanto que as células ductais parecem ser relativamente
radiorresistentes (Peter et al, 1994; Henriksson et al, 1994). A maior
radiossensibilidade das células serosas é explicada pela hipétese lancada por
Abok et al. (1984), segundo a qual os granulos de secrecao serosos possuem
enzimas proteoliticas e metais de transicdo, enquanto que os granulos de
secrecao mucosos contém principalmente glicoproteinas. Os metais de transicao
sdo conhecidos por promover a inducao do stress oxidativo, potencializando o
dano nas membranas dos granulos serosos. Como conseqiéncia, as enzimas
proteoliticas podem se infiltrar e danificar o citoplasma, causando autélise e morte

celular.
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De acordo com a hipbétese dos granulos de secrecao, Abok et al.
(1984), além de comprovarem a presenca dos ions ferro, cobre e manganés nos
granulos serosos, verificaram menor dano nas células serosas das glandulas
submandibulares quando estas foram tratadas previamente com substancias
desgranulantes como noradrenalina, fenilefrina, ciclotidina ou pilocarpina, ao
passo que o dano nas células serosas foi maior apds o estimulo do aumento de
granulos pela atrofina. Apos esse estudo, foram realizados trabalhos posteriores
por Norberg et al. (1988), Ahiner et al. (1994), Nagler et al. (1997), Nagler & Laufer
(1998), Coppes et al. (2002), que confirmaram o envolvimento dos granulos de
secrecao serosos no aumento do dano causado pela radiagédo ionizante. Portanto,
esta hip6tese explica a grande radiossensibilidade das glandulas paroétidas,
compostas em sua maioria por células secretoras serosas, observada através de
analise ultra-estrutural (Pratt & Sodicoff, 1972; Sholley et al., 1974; Stern et al.,
1976), histomorfologica (Roslindo et al., 1989 e Stephens et al., 1989; Henriksson
et al., 1994), e funcional (Mossman et al., 1981; Vissink et al., 1991a; Nagler et al.,
1993a).

Comparando-se com a glandula parétida, muitos trabalhos explicam a
maior radiorresisténcia da glandula submandibular por possuir menor quantidade
de células secretoras serosas, que em ratos, encontram-se apenas nos ductos
convolutos granulares (Vissink et al., 1991a; Nagler et al, 1993a, 1993b;
Henriksson et al.,1994; O’Connell et al., 1999). Embora a maioria dos estudos
concorde com a maior resisténcia das glandulas submandibulares, Coppes et al.
(2002) observaram maior radiossensibilidade aos efeitos tardios da exposi¢éo a
doses fracionadas na fungao e histomorfologia e explicaram ser devido a reduzida
capacidade das células dos ductos intercalados de originar novas células
acinares. Ja Vissink et al. (1990), ndo encontraram diferencas na funcao entre as
glandulas salivares, durante os periodos agudo e inicial. A radiagdo empregada
causou processos degenerativos em ambos tipos de células secretoras, porém
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com uma maior destruicdo para as células serosas, concordando com os achados
de Stern et al. (1976) e Vissink et al. (1991b) na ultra-estrutura, de Norberg et al.
(1988), Henriksson et al. (1994) e O’'Connell et al. (1999) na histomorfologia.

A radiacdo causou logo no primeiro tempo, alteracbes como a
diminuicédo e a destruicdo dos granulos de secrecdo, a destruicdo de organelas, a
condensacao de cromatina, o espessamento de membrana nuclear, pleomorfismo
nuclear e vacuolos de conteudos citoplasmaticos, nucleares ou amorfos. Estas
alteracoes estao de acordo com as observadas pelos estudos de Reade & Steidler
(1985) e de Vissink et al. (1991) na ultra-estrutura de glandulas submandibulares.

No presente estudo, dentre as organelas mais acometidas pela
radiacao, destacam-se as mitocéndrias e os reticulos endoplasmaticos rugosos. A
lise dos reticulos endoplasmaticos rugosos aumentou a concentracdo de
polirribossomos livres no citoplasma, também encontrado por Stern et al. (1976),
Reade & Steidler (1985) e por Vissink et al. (1991a). A grande radiossensibilidade
das mitocéndrias, observada também em estudos envolvendo as glandulas
submandibulares (Messelt & Dahl, 1983; Stern et al., 1976; Reade & Steidler, 1985
e Vissink et al., 1991a) e as glandulas parétidas (Pratt & Sodicoff, 1972; Sholley et
al., 1974; Stern et al. 1976), é explicada por constituirem o maior sitio de producao

de radicais superoxidos (Nagler et al., 2000).

A destruicao dos granulos de secrecao associada com a unidao destes,
bem como a diminuicdo de seu numero observadas logo nos primeiros tempos
avaliados, ocorreram também nos estudos em células serosas das glandulas
parétidas (Pratt & Sodicoff, 1972; Sholley et al., 1974; Stern et al., 1976; Stephens
et al.,1989) e das glandulas submandibulares (Stern et al., 1976; Reade & Steidler,
1985; Vissink et al., 19912 e Ahlner et al., 1994). Nos granulos mucosos, além
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dessas alteragbes, foram encontradas em seu interior, fibrilas eletrodensas,
corroborando com Vissink et al. (1991a), no que estes autores sugerem ser um

sinal de reparo e regeneracao.

Além da diminuicdo dos granulos de secrecao pela destruicdo, esta é
também sugerida como causada pelo aumento da concentracao de catecolaminas
que causa um maior estimulo a-adrenérgico, inibindo a producdo de granulos de

secrecao pelas células secretoras (Reade & Steidler, 1985; Vissink et al., 1991b).

As alteracOes nucleares foram encontradas neste estudo e também em
outros estudos ultra-estruturais (Stern et al., 1976; Reade & Steidler, 1985; Vissink
et al., 1991a) e histomorfolégicos (Vissink et al., 1991a, 1991b) nas células
secretoras das glandulas submandibulares. Dentre estas alteracoes, destaca-se a
condensacao de cromatina, indicando apoptose (Rafferty et al.,, 2003). Além da
condensacao de cromatina, foram também encontradas lise nuclear, menor
eletrodensidade da eucromatina, caracterizando, segundo Rafferty et al. (2003),
necrose celular. Durante a recuperacao celular, ocorrida a partir do periodo de 24
horas, foi encontrado o aumento do tamanho de nucléolos e da quantidade de
organelas, principalmente o reticulo endoplasmatico, concordando com os
trabalhos de Reade & Steidler (1985) e de Vissink et al. (1991a), sendo indicio de
regeneracao ativa (Vissink et al., 1991a).

Apesar das alteracées mostrarem-se mais acentuadas para as células
serosas, a resposta na intensidade de acordo com os tempos estudados
apresentou-se de forma semelhante. Em ambos os tipos de células secretoras,
observaram-se alteragcbes desde o primeiro tempo estudado, sendo também
encontrado, mesmo utilizando dose de radiagéo inferior, nas células serosas dos

ductos convolutos pelos estudos ultra-estruturais, imunohistoquimicos e
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histomorfolégicos de Reade & Steidler (1985), em que observaram desgranulacao
celular, concomitante a diminuicdo da marcacéo do fator de crescimento e aos
granulos com membranas unidas. Além da desgranulacdo observada em
microscopia de luz, Vissink et al. (1991b) e Peter et al. (1994), relataram que nas
primeiras horas ocorreram em ambas as células secretoras, aberragdes nucleares
e vacuolizacdo. Na analise por microscopia eletrbnica, Vissink et al. (1991a)
encontraram nas trés horas apos a irradiacdo, mitocdndrias intumescidas, fibrilas
eletrodensas em granulos das células mucosas e células serosas parcialmente
danificadas. Nas células serosas de glandulas parétidas de ratos,Tuji (2004)
observou alteracbes citoplasmaticas e nucleares 4 horas apds a irradiacdo. As
alteracbes encontradas no primeiro tempo estudado foram similares as
observadas por Reade & Steidler (1985), Vissink et al. (1991a, 1991b), Peter et al.
(1994) e Tuji (2004), mas discordam da avaliacao ultra-estrutural de Stern et al.
(1976) que observaram as primeiras alteracées a partir do quarto dia e da analise
histomorfolégica realizada por Henriksson et al. (1994), nas quais nao foram
encontradas alteracdes durante a fase aguda, podendo ser explicado pela maior
radiorresisténcia das glandulas salivares de ratos fémeas (Abok et al., 1984) e

pela menor sensibilidade do método histomorfolégico.

Contudo, em consideracdo ao tempo de maior intensidade de
destruicdo, ha concordancia apenas com o trabalho realizado por Tuji (2004) nas
células serosas das glandulas parétidas de ratos. No presente estudo, houve
maior intensidade nos tempos de 8 e de 12 horas para ambas células, mas nos
estudos de Stern et al. (1976), as primeiras e grandes alteracdes ocorreram no
quarto dia. Ja Reade & Steidler (1985), utilizando a dose de 8 Gy de radiacao X,
encontraram nas 48 horas, enquanto que Vissink et al. (1991a) observaram por
microscopia de luz e eletrbnica nas 72 horas, ocorrendo 0 mesmo na avaliagdo
histomorfolégica realizada por Peter et al. (1994). Em relacdo ao periodo de

diminuicdo das destruicbes no presente estudo, foram observados indicios de
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recuperacao a partir das 24 horas, com diminuicdo dos danos no ultimo tempo
estudado. Este resultado foi igual ao encontrado por Tuji (2004) e diferente de
outras pesquisas, nas quais os indicios de recuperacao apareceram a partir do
sexto dia (Vissink et al., 1991a, 1991b; Peter et al., 1994).

Em vista de se evitar ou atenuar os efeitos da radiacdo ionizante nas
glandulas submandibulares, sdo estudadas substancias radioprotetoras que atuam
por meio da desgranulacao prévia a irradiacéo (Roesink et al.,1999; Coppes et al.,
2001) do estimulo a proliferacao celular (Furuno et al., 1974; Peter et al., 1994;
Coppes et al., 1997) e da acao antioxidante (Sodicoff et al., 1978; Sodicoff et al.,
1979; Sodicoff & Conger, 1983a, 1983b; Bohuslavizki et al., 1999; Nagler et al.,
2000; Tuji, 2004). De acordo com Aruoma (1996), visando estabelecer um
equilibrio quanto a presenca de radicais livres, os antioxidantes enddgenos e
exégenos podem inibir 0 stress oxidativo, por meio da diminuicdo da concentracéo
de oxigénio, da ligacdo aos ions metalicos catalisadores e da quebra de perdxidos
em produtos ndo téxicos. Nos animais existem linhas de defesa, como os
antioxidantes glutationa e as enzimas antioxidantes, que podem inibir a producao
de radicais livres pela quelacdo de metais catalisadores do stress oxidativo,
reduca@o das concentracoes de espécies oxigénio reativas e pela desoxidacao de
radicais iniciadores. As enzimas superéxido dismutase Manganés e superéxido
dismutase cobre e zinco, sdo consideradas agentes da primeira linha de defesa
antioxidante contra os radicais livres, removendo o superoxido e o perdxido de
hidrogénio (Aruoma, 1996: Nagler et al., 2000). A catalase converte o peréxido de
hidrogénio em agua e em oxigénio. Porém, a remog¢do mais importante de
peréxido de hidrogénio é dada pela enzima glutationa peroxidase, que age na

presenca do selénio (Aruoma, 1996).
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O selénio é um mineral essencial para o organismo e possui
propriedade antioxidante (Ggenback et al.,1995; Bezlepkin et al., 1996; Bronzetti
et al.,, 2001; Dellibasi et al., 2002; Saito et al., 2003), mas seu mecanismo de acao
nao é claro e ainda é objeto de estudo (Dellibasi et al., 2002). Acredita-se que seja
por meio da sua ligagdo covalente a proteinas, formando as selenoproteinas,
destacando-se a glutationa peroxidase (Ggenback et al,1995; Aruoma, 1996;
Rafferty et al., 1998; Stewart et al., 1999; Dellibasi et al., 2002; Rafferty et al.,
2003) e a thioredoxina redutase, que possuem propriedades antioxidantes
similares (Rafferty et al., 1998; Rafferty et al., 2003; Saito et al., 2003). Rafferty et
al. (1998) e Bronzetti et al. (2001) afirmaram que os componentes de selénio

inorganicos, como o selenito de sédio, sdo antioxidantes mais efetivos.

Portanto, vém-se comprovando a acao radioprotetora do selenito de
sédio no aumento da sobrevida de animais (Weiss et al., 1992), de cultura de
células (Yan & Spallholz, 1993; Rafferty et al., 1998; Stewart et al., 1999), no
processo de reparacao tecidual de feridas de ratos (Tuji, 2001), no intestino de
ratos (Mutlu-Turkoglu et al., 2000) e por fim, nas glandulas salivares parétidas de
ratos (Tuji, 2004).

Neste estudo, o selenito de sodio administrado 24 horas antes da
irradiacdo, atenuou os efeitos da radiacdo em todos os tempos estudados em
ambas células secretoras, mas nao impediu que o grupo selenito de
sédio/irradiado sofresse alteracées semelhantes ao grupo irradiado, diferindo
deste no primeiro tempo apenas pelo maior numero de granulos de secrecao
integros. Ja nos tempos seguintes, houve diferencas evidentes, nos quais o grupo
selenito de sédio/irradiado apresentou maior integridade e organizacéo tecidual
progressiva que o grupo irradiado. Diante dessas observagdes, sugere-se que o

selenito de so6dio deva ter promovido inicialmente uma maior integridade dos
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granulos de secrecao, impedindo que estes se infiltrassem no citoplasma celular
com consequente lise de organelas e autélise, encontrados com maior freqiéncia
no grupo irradiado. A radioprotecdo do selenito de sbédio nestas mesmas
condi¢des de administracdo, também foi observada por Tuji em 2001 na reparacao
tecidual de feridas irradiadas e, posteriormente em 2004, nas células serosas de
glandulas parétidas de ratos, sendo que nestas ultimas as células passaram a

apresentar menor destruicdo a partir das 12 horas.

Wilson et al. (1997) relataram que os componentes inorganicos de
selénio, como o selenito de sddio, sdo menos téxicos que as formas organicas,
como a seleniometionina, discordando de Rafferty et al., (1998), Bronzetti et al.,
(2001), Stewart et al. (1999). Apesar de possuir agao antioxidante o selénio, em
excesso, possui atividade toxica demonstrada por estudos em culturas de células
(Yan & Spallholz 1993; Rafferty et al., 1998; Stewart et al., 1999; Bronzetti et al.,
(2001) e “in vivo” (Ggenback et al., 1995; Wilson et al., 1997; Dellibasi et al.,
2002). Sua toxicidade caracteriza-se pela promocao de lesées oxidativas no DNA
(Lu et al., 1994; Stewart et al., 1999;), morte celular (Bronzetti et al., 2001; Stewart
et al., 1999), inibicdo da proliferacdo celular (Ggenback et al. 1995; Lu et al.,
1994) e de alteragdes morfoldgicas (Dellibasi et al., 2002) e ultra-estruturais (Tuiji,
2004). Segundo Weitberg et al., (1985), Yan & Spallholz (1993), Rafferty et al.
(1998) e Stewart et al. (1999), a citotoxidade do selénio esta associada a oxidacao
da glutationa e outros tidis, originando a seléniodiglutationa e glutationa
seleniopersulfide, as quais promovem a formacdo de radicais superdxido e
perdxido de hidrogénio. Embora a dose de 0,5 mg/kg de peso corpdreo de selenito
de sédio tenha promovido radioprotecdo neste estudo e nos trabalhos anteriores
(Tuji, 2001; 2004), esta mesma dose no grupo selenito de sédio, causou
processos degenerativos semelhantes ao grupo irradiado, diferindo do trabalho de
Tuji (2001), que nao encontrou alteracées histomorfoldégicas no processo de
reparagao tecidual em feridas irradiadas de ratos. As alteragées promovidas pelo
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selenito de sodio foram observadas logo no primeiro tempo avaliado e em menor
intensidade a partir do periodo de 12 horas da irradiacédo para as células mucosas
e de 8 horas para as células serosas. Ja no trabalho de Tuji (2004), as alteracdes
foram evidentes a partir da oitava hora, com maior destruicdo nas 24 horas e
diminuicdo a partir das 48 horas. Entretanto, vale ressaltar que no decorrer do
experimento da presente pesquisa, nenhum animal tratado com selenito de sédio

foi a dbito.

A presenca da radiagdo ionizante acarreta no decréscimo do acumulo
de selénio por meio da quebra da sua ligacao a proteinas, envolvendo a unido dos
grupos de enxofre (Nordman et al, 1976). Além disso, a diminuicdo da
concentracdo de Selénio pode ser também explicada por este, na célula, ser
utilizado para diminuir a concentracéo de peroxido de hidrogénio consequente da
radiacao ionizante, ao contrario do seu maior acumulo no grupo selenito de sédio
e resultante oxidacdo dos tidis. Desta forma, supbe-se que a diferenga nos
resultados entre o grupo selenito de sddio e o grupo selenito de sodio/irradiado,
deva-se a mudancas no metabolismo das proteinas apds a irradiacéo, acarretando

no decréscimo do acumulo de selénio que oxidaria os tidis.

Segundo Bohuslavizki et al. (1999), o radioprotetor ideal é aquele que
proporciona protecao apenas nas células normais. De acordo com Nordman et al.
(1976), a captacao do selenito é cerca de 5 a 7 vezes maior nas lesdes malignas
que em tecido normal. Portanto, diante da dicotomia do selenito de sodio atuar
como substancia radioprotetora e, em maiores concentragbes agir como
substancia toxica, sugere-se estudos “in vivo” sobre a toxicidade do selenito de
sbédio em diversos 6rgaos, a fim de se encontrar doses que possam causar ao
mesmo tempo, toxicidade nas células neoplasicas, acentuando os efeitos

deletérios causados pela radiacéo e por fim, radioprotecao das células normais.
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7 CONCLUSAO

Dentro das condicbes experimentais utilizadas, foi concluido que,
apesar da toxicidade observada no grupo selenito de sédio, o selenito de sddio
demonstrou acdo radioprotetora nas células secretoras das glandulas

submandibulares irradiadas.
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