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Awvaliagdo morfoldgica e imunohistoquimica dos efeitos agudos da radiacdo gama em
glandulas parétidas de ratos

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar morfologicamente e
imunohistoquimicamente os efeitos agudos da radiagdo gama em glandulas
parétidas de ratos. Vinte e um animais foram divididos em 2 grupos experimentais,
controle e irradiado, sendo o primeiro grupo composto por animais nao expostos a
radiacdo e o segundo formado for animais que tiveram a regido de cabeca e
pescoco irradiada com uma dose unica de 15 Gy. As glandulas parétidas dos
animais irradiados foram removidas nos tempos 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas apos
sua exposicao e, posteriormente, submetidas ao processamento tecidual por meio
de métodos imunohistoquimicos, para a avaliacdo da proteina laminina, e pela
coloragdo por hematoxilina-eosina, para avaliagdo morfolégica. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre a intensidade de
marcacao da laminina do grupo controle e do grupo irradiado. Por outro lado,
verificou-se 0 espessamento e a presenca de conglomerados de laminina nas
membranas basais acinares dos subgrupos irradiados, tendo sido detectadas
diferencas significativas entre o grupo controle e o subgrupo 72 horas (p =
0,0315). A analise morfolégica revelou a presenca de figuras de necrose nuclear,
vacuolizagbes e severa atrofia dos acinos, especialmente nos grupos 8 e 12
horas. O inicio do processo de reparo se deu no tempo 24 horas, mas nao foi
observada recuperacdo completa nos ultimos tempos avaliados. Os resultados
sugeriram que os efeitos deletérios da radiacdo ionizante podem ser um dos

fatores responsaveis pelo remodelamento da matriz extracelular.



Awvaliagdo morfoldgica e imunohistoquimica dos efeitos agudos da radiacdo gama em
glandulas parétidas de ratos

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the morphological and
immunohistochemical characteristics of gamma radiation acute effects on rat
parotid glands. Twenty-one animals were divided into two groups: control and
irradiated ones. The former was composed by non-exposed animals, while the
latter was formed by rats which had their necks and heads irradiated with 15 Gy.
The parotid glands were excised at 4, 8, 12, 24, 48 and 72 hours after irradiation
and, then, were submitted to immunohistochemical methods, for the evaluation of
the laminin, and to hematoxylin-eosin staining, for the analysis of the morphology.
Laminin staining intensities between irradiated and non-irradiated salivary glands
showed no statistically significant differences. Nevertheless, it was observed that
laminin thickening and laminin-positive conglomerations demonstrated significant
differences between the control and the 72-hour-subgroup (p= 0,0315). The
morphological analysis revealed the presence of vacuolation, acinar atrophy and
necrosis, especially by 8 and 12 hours after irradiation. Regeneration of the tissue
started by 24 hours, but it was not complete at 48 and 72 hours after exposure.
The results showed that radiation may be one of the factors that induce

extracellular matrix remodeling.
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1 INTRODUGCAO

A radioterapia de tumores que acometem a regido de cabeca e pescoco
pode provocar sérias alteragdes morfoldgicas e funcionais nas estruturas
presentes no campo irradiado. Mesmo quando as neoplasias ndo envolvem
diretamente as glandulas salivares maiores, seu tamanho e localizagao bilateral
tornam inevitavel sua inclusdo na area a ser irradiada. Consequentemente, estas
glandulas tornam-se sujeitas aos mais diversos efeitos deletérios das radiacoes
ionizantes, sendo possivel observar a presenca de edema, sensibilidade e
reducao do fluxo salivar logo apés as primeiras sessdes do tratamento.

Os efeitos colaterais da radioterapia comumente sao transitérios.
Contudo, se um grande volume de tecido glandular for irradiado, uma quantidade
significativa de pacientes apresentara xerostomia permanente. Ap6s uma dose de
1000 rad, a saliva torna-se viscosa e aderente a mucosa e aos dentes, perdendo
sua propriedade de lubrificacdo. Este fato decorre da perda de atividade da

secrecao serosa (Baker, 1982).

Dentre as glandulas salivares maiores, as glandulas parétidas séo as
mais radiossensiveis, enquanto as submandibulares e as sublinguais sao
relativamente radiorresistentes. A maior radiossensibilidade das parétidas pode
estar relacionada ao fato de estas glandulas serem constituidas exclusivamente

por células serosas, ao passo que as submandibulares sdao mistas (células
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serosas e células mucosas) e as sublinguais sdo formadas quase unicamente por

células mucosas (Stephens et al., 1989a)

As rapidas respostas clinicas decorrentes da irradiacdo de glandulas
salivares indicam a crescente necessidade de se compreender mais
profundamente os mecanismos de injuria das mesmas. Enquanto as alteracdes
morfolégicas, funcionais e ultra-estruturais estdo relativamente bem
documentadas, o conhecimento a respeito dos efeitos das radia¢des ionizantes na

membrana basal permanece escasso.

A membrana basal €& uma estrutura especializada da matriz
extracelular. Ela é encontrada subepitelialmente, formando uma camada entre as
células epiteliais e o tecido conjuntivo, subendotelialmente e ao redor de algumas
células mesenquimais. Como funcées da membrana basal, tém-se a participacao
na manutengdo da estrutura tecidual, no controle das trocas de fluidos e
substratos, assim como na regulacao do crescimento e diferenciacao celulares.
Por meio da microscopia eletrnica, trés camadas podem ser diferenciadas: a
lamina lucida, a lamina densa e, adjacente as duas primeiras, um fino filamento
fibrorreticular que, além de pertencer a membrana basal, também apresenta
outras estruturas da matriz extracelular como o colageno intersticial (Bartel-
Friedrich et al., 1999).

A heterogeneidade da membrana basal é indiscutivel. E composta por
diversas glicoproteinas, sendo seus principais componentes representados pela
laminina, pelo colageno tipo IV, que prové estabilidade a membrana, e pela
proteoglicana sulfato de heparana. Esta ultima desempenha um papel importante

na interagao entre a matriz extracelular e as células, promovendo o controle da
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filtracdo de fluidos. A laminina, por sua vez, € o componente mais abundante da
membrana basal, atuando de maneira significativa na migracdo, adesdo e
diferenciacao das células (Bartel-Friedrich et al., 1999).

A destruicdo da membrana basal pode ser sinal de um crescimento
tumoral invasivo (D’ Ardenne, 1989). Por este motivo, um numero crescente de
estudos a respeito dos efeitos deletérios das radiagdes ionizantes sobre esta
estrutura tém sido realizados. Entretanto, existe uma escassez de trabalhos
abordando particularmente as alteracdes apresentadas pelas membranas basais
de glandulas salivares irradiadas. Em decorréncia deste fato, decidiu-se avaliar
imunohistoquimicamente os efeitos da radiagdo gama sobre a laminina das
membranas basais de &cinos, ductos, arteriolas, vénulas, capilares e fibras
nervosas de glandulas parétidas de ratos. Somando-se a esta andlise, também
foram verificadas as alterac6es morfoldgicas apresentadas por estas estruturas 4,
8, 12, 24, 48 e 72 horas apos a irradiacao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Glandulas salivares

As glandulas salivares sao glandulas exdécrinas cujas secrecdes fluem
para a cavidade bucal. Ha trés pares de glandulas salivares grandes, localizadas
extraoralmente, conhecidas como glandulas salivares maiores e numerosas
glandulas menores, largamente distribuidas na mucosa e submucosa da cavidade
bucal. Tanto as glandulas maiores como as menores sao constituidas por
elementos parenquimatosos, revestidos e suportados por tecido conjuntivo. Este
forma a cépsula em torno das glandulas, divide os acinos e ductos em lobos e
l6bulos e é repleto de nervos, vasos sanguineos e linfaticos, responsaveis pelo
suprimento glandular (Hand, 1989).

As unidades secretoras terminais sdao constituidas por um arranjo de
células serosas, mucosas e mioepiteliais arranjadas em &acinos e ductos. As
células serosas sao especializadas na sintese, no armazenamento e na secreg¢ao
de proteinas. As células mucosas, a semelhanca das primeiras, também
sintetizam, armazenam e secretam proteinas. Entretanto, suas secregdes
possuem pouca ou nenhuma atividade enzimatica, servindo principalmente para a

lubrificacao e protecao dos tecidos bucais. As células mioepiteliais, por sua vez,
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sdo consideradas células contrateis que ajudam no esvaziamento da secrecao

contida nos acinos e ductos (Hand, 1989).

O sistema de ductos das glandulas é formado pela confluéncia de
pequenos ductos (intercalares) para aqueles de calibre progressivamente maior
(estriados e excretores). Sua principal funcdo é transportar a saliva primaria,
secretada pelos acinos, para a cavidade bucal. Os ductos, porém, ndo sdo apenas
condutores passivos, uma vez que secretam e reabsorvem eletrélitos e proteinas,
participando, portanto, ativamente da producdo e modulacdo da saliva (Hand,
1989).

2.2 Radiossensibilidade das glandulas salivares

Em 1968, Rubin & Casarett dividiram os tecidos em cinco categorias, de
acordo com sua radiossensibilidade: tecidos vegetativos intermitéticos, tecidos
intermitéticos em diferenciacao, tecidos conjuntivos multipotenciais, tecidos pés-
mitoticos reversiveis e tecidos pos-mitéticos fixos. As células acinares e os ductos
das glandulas salivares foram posicionados na categoria dos tecidos p6s-mitéticos
reversiveis, constituindo, portanto, o segundo grupo mais radiorresistente da
classificacdo. Segundo os autores, suas células realizam mitose em condicoes

anormais, quando devidamente estimuladas por algum dano ou destruicéo.

A radiossensibilidade de glandulas submandibulares foi objeto de
estudo de Abok et al. (1984), que se mostraram interessados por sua Composi¢ao
mista. Os autores observaram que 96 horas apds serem irradiadas com 50 Gy de
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radiacao X, as células serosas apresentavam-se degeneradas e mortas, ao passo
que as células mucosas mostravam-se normais. Com base nesta observacao, os
autores sugeriram que os metais presentes nos granulos das células serosas
potencializavam os efeitos da radiacdo, provocando ruptura das membranas
destes granulos e um consequiente extravasamento de enzimas proteoliticas.
Estas, por sua vez, eram diretamente responsaveis pela autélise e morte celular.
Esta afirmacdo foi reforcada pela constatacdo de que as células serosas
tornavam-se mais radiorresistentes aos serem desgranuladas pela acdo de
agonistas a-adrenérgicos e mais radiossensiveis sob a acado da atropina,
antagonista colinérgico que aumenta a quantidade de granulos. Diante dos
resultados verificados, foi estabelecida uma relacdo direta entre a maior
radiossensibilidade das células serosas e a presenca dos granulos de secregao.

Stephens et al. (1989a) realizaram uma revisao da literatura a respeito
da patogénese das injurias causadas pela radiacdo as glandulas salivares.
Relataram que as células serosas apresentam grande radiossensibilidade e que a
morte destas células é decorrente da peroxidacao lipidica de suas membranas.
Mencionaram também, que as figuras de necrose nuclear presentes em células
irradiadas, como picnoses, cariblises e cariorrexes, sao caracteristicas de morte

celular por apoptose.

Um estudo utilizando culturas de células de glandulas parétidas de
macacos foi realizado por Stephens et al. (1989b), com a finalidade de testar a
radiossensibilidade de células serosas in vitro. Os autores enriqueceram o meio de
cultura celular com baixas doses de isoproterenol, uma droga B-adrenérgica que
causa a desgranulacao das células serosas, e o irradiaram com doses de 2,5; 5;
7,5;10; 12,5 e 15 Gy de radiagdo gama. Foi observada a morte de inUmeras
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células e um grande numero de aberracdes nucleares. Os autores concluiram que
a semelhanca entre os resultados obtidos nesse estudo in vitro com os de outros
trabalhos realizados anteriormente in vivo elimina a possibilidade de as células
serosas terem sido mortas em funcédo de respostas inflamatérias ou vasculares,
bem como reforca a concepcado de que a radiacdo tem efeito direto sobre as

células serosas, provocando alteragcdes em suas membranas.

Visando compreender o processo regenerativo do tecido glandular, a
atividade proliferativa de diferentes compartimentos epiteliais foi medida, em
fungdo do tempo, por Peter et al. (1994a). Ratos machos Wistar tiveram suas
glandulas parétidas e submandibulares irradiadas com dose Unica de 15 Gy de
radiacao X. Em ambas as glandulas, a radiagdo causou atraso no ciclo celular ou
até mesmo morte das células no 1° dia apds a irradiagdo. Trés dias apds os
animais terem sido irradiados, foi verificada proliferacdo celular nos ductos
intercalares, com maior intensidade para as glandulas parétidas, ao passo que no
6° dia os acinos também passaram a apresenta-la. O inicio da proliferagéo celular
dos ductos estriados foi observado no 6° dia para as glandulas parétidas e no 10°
dia para as glandulas submandibulares. Os resultados desse estudo
demonstraram que ap6s uma dose de 15 Gy de radiacao X, a proliferacao celular
ocorre em todos os compartimentos epiteliais das glandulas salivares. Os autores
concluiram que a maior intensidade da atividade proliferativa das células
presentes nos ductos intercalares das glandulas parétidas pode ser explicada pela
maior severidade dos danos sofridos pelas mesmas, em funcdo de sua maior

radiossensibilidade.

A hip6tese de que a radiossensibilidade glandular e a presenca de
granulos de secrec¢ao tivessem uma relacao direta levou Peter et al. (1994b) a
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provocarem a desgranulacdo de células acinares, por meio da administracao de
isoproterenol, previamente a irradiacao do tecido glandular. A dose local de 15 Gy
de radiacdo X induziu alteracbes morfolégicas comparaveis nas glandulas
parotidas e submandibulares dos ratos irradiados, sendo que ja no 1° dia apos a
irradiacdo foram observadas aberragbes nucleares nos &cinos e ductos
intercalares, assim como a deplecao dos granulos das células serosas. Os autores
concluiram que a desgranulagdo promovida pelo isoproterenol ndo se mostrou
eficaz na protecdo do tecido glandular e negaram uma relagdo direta entre a
presenca dos granulos de secrecdo e a maior radiossensibilidade das glandulas

salivares.

Ainda intrigados a respeito do papel desempenhado pelos granulos de
secrecao em glandulas salivares irradiadas, Peter et al.,, em 1995, administraram 5
mg/ kg de isoproterenol em ratos, previamente a sua irradiagdo com dose Unica de
15 Gy de radiacado X. As salivas de suas glandulas paroétidas, submandibulares e
sublinguais foram coletadas antes e de 1 a 10 dias apds os animais terem sido
irradiados. Foi observado que as glandulas parétidas, ao contrario das glandulas
submandibulares e sublinguais, apresentaram-se funcionalmente melhores apos o
pré-tratamento com isoproterenol. Os autores sugeriram que a melhora do fluxo
salivar das glandulas parétidas ocorreu devido ao estimulo proliferativo provocado
pelo isoproterenol nas células acinares serosas, ndo podendo ser atribuida aos
efeitos da desgranulacdo. Foi sugerido também, que a falta de protecéo
apresentada pelas glandulas submandibulares e sublinguais provavelmente
estivesse relacionada a menor intensidade de proliferacdo de células mucosas

estimuladas por isoproterenol.

10
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Sabendo que as alteracbes funcionais produzidas pela radiacdo em
glandulas salivares irradiadas possuiam um mecanismo ainda desconhecido,
Nagler et al., em 1997, decidiram estudar o papel dos ions ferro e cobre presentes
nos granulos de secrecdo. Ratos machos tiveram suas cabecas e pescogos
irradiados com uma dose unica de 15 Gy de radiagdo X e foram sacrificados 2
meses apods a irradiagao. O tratamento com ciclotidina, administrado 90 minutos
antes da irradiacao, provocou a desgranulacao completa das glandulas parétidas
e promoveu intensa protecao contra os efeitos deletérios da radiagdo. Por outro
lado, a pilocarpina promoveu a desgranulacado parcial das glandulas parétidas e
apenas 13% de protecdo. Nenhuma das drogas foi capaz de causar
desgranulacdo das células mucosas das glandulas submandibulares e estas
apresentaram severos danos funcionais. Foi observado um aumento significativo
na quantidade de ions ferro e cobre na saliva produzida pelas glandulas parétidas,
uma vez que a desgranulacao fez com que estes ions migrassem dos granulos de
secrecao para a saliva. De acordo com os autores, ao contrario do zinco e do
manganés, o ferro e o cobre sdo metais capazes de promover reacdes de oxi-
reducdo e catalizar a formacao de radicais livres, estando, portanto, diretamente

relacionados a radissensibilidade das células serosas.

O enigmatico mecanismo da formacdo de injurias em glandulas
salivares irradiadas foi revisado por Nagler, em 2002. O autor afirmou que os ions
cobre e ferro, que acreditava-se estarem contidos no interior dos granulos de
secrecao, podem estar presentes em regides proximas ao DNA. Ao promoverem
reacdes de oxi-reducdo, estes ions produzem radicais livres que, por sua vez,
lesam as membranas celulares (por meio da perioxidacdo de seus lipidios) ou
provocam danos ao DNA. Desta forma, quando as células acinares precisam

entrar em mitose para promover a repara¢ao do parénquima glandular, sua morte

11



Awvaliagdo morfoldgica e imunohistoquimica dos efeitos agudos da radiacdo gama em
glandulas parétidas de ratos

torna-se inevitavel. O autor concluiu que o DNA é um alvo muito radiossensivel em

glandulas salivares irradiadas.

2.3 AlteracOoes provocadas pela radiacao ionizante nas

glandulas salivares

2.3.1 Alteracoes morfologicas e ultra-estruturais

Berdjis, em 1960, ao estudar 25 ratos fémeas e 25 ratos machos
expostos a uma dose de 500 rad de radiacao X de corpo todo, afirmou que a
radiacao afeta ambos os componentes das glandulas submandibulares, acinos e
ductos. Em seu estudo, foi observado que os ductos presentes nas glandulas dos
ratos do sexo feminino sofreram um aumento de didmetro e suas células epiteliais
tornaram-se hipertrofiadas Além disto, foi verificada a presenca de atrofia acinar
em ambos o0s sexos. Este autor afirmou acreditar que os ratos do sexo feminino
apresentaram um maior nimero de alteracdes devido a um desequilibrio hormonal

provocado pela irradiacdo de seus ovarios.

Em 1970, Phillips submeteu 31 ratos a uma dose Unica de 21 Gy de
radiacao X e os sacrificou apdés 5 minutos e 1, 2, 4, 8, 16 e 42 dias depois de sua
irradiacdo. Uma reducao no tamanho das células acinares (atrofia), sua necrose e

a presenca de alteragdes nucleares foram observadas ja no 1°dia apds os animais
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terem sido irradiados, tendo atingido sua expressdao maxima no 4° dia apos a
irradiacdo. No 8° e 16° dias, muitas células acinares readquiriram seu tamanho
normal e outras tornaram-se hipertrofiadas, embora as degeneracdes nucleares
continuassem presentes. Apdés o 42° dia, no entanto, as células acinares
tornaram-se novamente atroficas e seus contornos ficaram tdo mal delimitados
que causavam a impressao de que somente os nucleos, 0s quais continuavam
apresentando alteracdes degenerativas, haviam permanecido. O autor concluiu
que as alteracbes morfoldgicas sofridas por glandulas salivares irradiadas
poderiam ser divididas em trés fases: uma fase aguda de atrofia e necrose (1° ao
7° dia), seguida por uma fase de reparacéo (8° ao 16° dia) e finalizada por uma
nova fase de atrofia (apds o 16° dia), contudo com danos menos severos que 0S

encontrados na primeira fase.

Em 1974, Sholley et al. realizaram um estudo com a intengdo de
estabelecer uma possivel relacéo entre as alteracées microvasculares provocadas
pela radiacdo X e o desenvolvimento de danos nos parénquimas de glandulas
parotidas irradiadas. Vinte e quatro ratos foram irradiados com 1600 R e
sacrificados imediatamente e 6 horas, assim como nos dias 1, 2, 3, 5, 6 ¢ 8
seguintes a irradiagdo. Foram administrados marcadores vasculares em 13 destes
animais, de 15 a 60 minutos antes do sacrificio. Quarenta e oito animais foram
expostos a 6400 R e sacrificados imediatamente, 6, 18 horas e 1, 2, 3, 4,6 e 8
dias apos terem sido irradiados. Os marcadores foram injetados nos animais deste
ultimo grupo de 10 a 90 minutos antes de sua morte. Ambas as doses utilizadas
nao causaram injurias severas na microvascularizagdo, embora tenha sido
verificada, ultra-estruturalmente, a presenca de degeneracdo citoplasmatica e
necrose das células acinares. Os ductos estriados e intercalares, por sua vez,

permaneceram inalterados durante todas as fases do estudo, ao passo que o0s
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acinos apresentaram tamanho reduzido na microscopia de luz. Os autores
concluiram que as injurias microvasculares ndao sao responsaveis pelo surgimento

de alteracbes nos acinos de glandulas parétidas irradiadas.

Em 1976, Sasaki realizou um estudo em glandulas salivares de ratos
estimuladas por isoproterenol e a droga foi administrada 10 dias, 1 e 3 meses
apos a exposicao dos animais a uma dose Unica de 1000 rad de radiacdo gama. O
grupo controle ndo foi irradiado, recebendo somente isoproterenol. Todos os
animais foram submetidos a trés inje¢des de timidina tritiada, com intervalos de 4
horas entre elas e inicio 22 horas apds a administracdo do isoproterenol, e foram
sacrificados em tempos diferentes apds a terceira injecao. As glandulas salivares
do lado direito foram utilizadas para a determinacédo da atividade especifica do
DNA, enquanto as do lado esquerdo foram submetidas a autorradiografia. Para o
grupo que recebeu isoproterenol 10 dias apds a irradiacdo, os resultados
indicaram que a atividade especifica do DNA das glandulas parétidas era idéntica
a do grupo controle 30 minutos apo6s a ultima injecdo de timidina tritiada, mas
decresceu cerca de 75% em 5 dias e apds este periodo, permaneceu tao estavel
quanto a do controle. A reducdo da atividade do DNA em glandulas
submandibulares apresentou-se semelhante a observada nas glandulas parétidas.
O autor afirmou que esta reducdao decorreu da degradacdo do novo DNA
sintetizado. A autorradiografia revelou que somente 50% das células inicialmente
marcadas permaneceram por varios dias nas glandulas parétidas irradiadas.
Quando o isoproterenol foi administrado de 1 a 3 meses apo6s a irradiagao, nao foi
observado um decréscimo de atividade do DNA que diferisse estatisticamente do
grupo controle, apesar da visivel degeneracao apresentada pelas células acinares.
A partir dos resultados desse trabalho, foi possivel concluir que 1000 rad de

radiacdo gama sao capazes de produzir um dano latente letal em metade das
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células acinares, sendo que este dano s6 se manifesta quando estas células séo

estimuladas a sintetizar DNA ou realizar mitose.

Ratos machos Wistar receberam uma dose unica de 2000, 2500 ou
3000 rad de radiacdo gama na regiao de suas glandulas submandibulares, em um
trabalho realizado por Chomette et al, em 1981. As alteragGes induzidas pela
radiacdo atingiram sua intensidade méaxima no 6° dia e incluiram a presenca de
autofagossomos e edema das mitocondrias. A microscopia de luz mostrou a
presenca de pequenas areas de necrose na regido dos ductos estriados e
infiltrado inflamatério intersticial moderado. Foi observado que 45 dias ap6s a
irradiacdo, as células acinares e o0s ductos ainda ndo haviam recuperado sua
estrutura normal. As terminacdes nervosas também mantinham-se alteradas,
podendo ser identificados edema dos axénios, lise dos neurofilamentos e um
decréscimo no numero de vesiculas sinapticas. Os autores sugeriram que esta
disfuncao neurosecretoria provavelmente tenha sido responsavel pela persisténcia

dessas anomalias quase dois meses apos a irradiacao.

Alteracbes agudas apresentadas por glandulas salivares irradiadas
foram investigadas por El-Mofty & Kahn, em 1981. Ratos fémeas Wistar foram
irradiados com uma dose Unica de radiacdo X variando de 200 a 2000 rad. Foi
verificado que as células serosas das glandulas parétidas mostraram-se sensiveis
a todas as dose utilizadas e apresentaram uma quantidade significativa de células
necrosadas entre 12 e 24 horas apos a irradiacao. Por outro lado, os ductos e as
células mucosas presentes nas glandulas submandibulares e sublinguais
mostraram-se resistentes em todos os tempos e doses utilizadas nesse estudo. As
membranas celulares apresentaram-se danificadas nas primeiras 2 horas apds a

irradiacao e os autores concluiram que elas possam constituir o alvo primario das
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radiacdes ionizantes, seja por meio da peroxidagédo de seus lipidios ou pela acéo
direta da radiacao sobre suas proteinas.

Stephens et al., em 1986, afirmaram que ao contrario das alteracoes
cronicas, a histomorfologia das alteracbes agudas apresentadas por glandulas
salivares irradiadas nao era bem conhecida. Por conseguinte, decidiram avaliar
biépsias de glandulas parétidas de 18 macacos rhesus adultos, submetidos a
doses unicas de radiagdo gama que variaram de 2,5 a 15 Gy, visando determinar
suas alteracdes iniciais. Nas primeiras 6 horas apdés os animais terem sido
expostos, os autores verificaram perda de contato entre os acinos, presenca de
intenso exsudado inflamatério neutrofilico e o deslocamento dos nucleos da regiao
apical para o centro das células. A presenca de figuras de necrose nuclear
(picnoses, caridlises e cariorrexes) e de vacuolos nas células serosas foi
observada nos tempos 12 e 24 horas, ao passo que a necrose do epitélio dos
ductos pbéde ser constatada 24 e 48 horas ap6s os animais terem sido irradiados
com doses de 10; 125 e 15 Gy. A expressdo maxima das alteracoes
radioinduzidas ocorreu no tempo 24 horas. Os autores concluiram que apesar de
as células acinares e ductais das glandulas parétidas serem bem diferenciadas,
podem expressar danos letais poucas horas apés sua irradiagao.

Em 1991, uma dose unica de 15 Gy de radiacdo X foi utilizada por
Vissink et al. com o objetivo de verificar alteracées morfolégicas e ultra-estruturais
em glandulas submandibulares de ratos. A microscopia de luz revelou a presenca
de ndcleos picnoticos e vacuolizagdes das células mucosas no 3° e 6° dias apos a
irradiacdo. A microscopia eletrdnica, por sua vez, mostrou a desgranulacao das
células dos ductos convolutos 3 horas e 1 dia apo6s a irradiagdo, assim como

distensao das cisternas dos reticulos endoplasmaticos rugosos, degeneracao das
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mitocéndrias e vacuolizagdes citoplasmaticas nas células serosas e mucosas no
3° dia apds os animais terem sido expostos a radiagdo. A presenca de infiltrado
inflamatério era quase inexistente. Os autores concluiram que a expressao
maxima dos efeitos deletérios da radiagédo se deu no 3° dia, sendo que no 10° dia
ja era possivel observar-se uma reparacgao parcial do tecido glandular irradiado.

Um estudo visando correlacionar a apoptose provocada pela radiacéao
em glandulas salivares e suas alteragcbes funcionais foi realizado por
Paardekooper et al., em 1998. Glandulas parétidas e submandibulares de ratos
foram irradiadas com doses de até 25 Gy de radiacdo X e as alteracdes
morfoldgicas foram verificadas até o 6° dia apds os animais terem sido irradiados.
Nas primeiras 5 a 7 horas apo6s a irradiagcéo, foi observada a presenca de células
apoptoéticas, ou seja, células atréficas e apresentando condensacédo de cromatina.
Em um segundo momento, de 12 a 18 horas apds a irradiacdo, houve um
decréscimo no numero de células com apoptose, sendo que sua quantidade voltou
a aumentar no tempo 24 horas. O declinio do segundo pico de células apoptoticas
se deu no tempo 36 horas e no 6° dia elas ja estavam praticamente ausentes.
Durante os 6 dias de realizacdo do experimento, ndo foi verificada a presenca de
infiltrado inflamatério neutrofilico. Os autores concluiram que a apoptose
provocada pela radiacdo ndo pode ser considerada a causa das alteracdes
funcionais apresentadas por glandulas salivares irradiadas.

Tuji, em 2004, realizou um estudo com a finalidade de avaliar a agao
radioprotetora do selenito de sddio, por meio da analise ultra-estrutural de células
acinares de glandulas parétidas de ratos. Para isto, 57 ratos foram divididos em
quatro grupos: controle; irradiado, cujos animais foram submetidos a 15 Gy de

radiacdo gama em dose Unica; selénio irradiado, no qual administrou-se o selenito
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de sodio 24 horas antes da irradiacao e o grupo selénio, no qual foi administrado
0,5 mg/kg de peso corporeo da referida substancia. Apds 4, 8, 12, 24, 48 e 72
horas da irradiacdo, todos os animais foram sacrificados e tiveram suas glandulas
parétidas direitas removidas. Os resultados obtidos mostraram que a radiacao
provocou alteragdes celulares desde o primeiro grupo analisado (4 horas),
especialmente nas mitocondrias e nos granulos de secrecdao, sendo também
observadas alteracdes nucleares. O inicio do processo de reparo foi observado 24
horas ap0s os animais terem sido irradiados, havendo uma melhora da
organizacao celular nos demais tempos analisados, porém sem a completa
reparacao até o ultimo tempo avaliado. O autor concluiu que o selenito de sddio
mostrou-se um radioprotetor eficaz, visto que todos os grupos avaliados
apresentaram resultados significantemente melhores em relacdo ao grupo

irradiado sem protecéao.

Em 2005, Pontual realizou um estudo que também teve a finalidade de
avaliar a acao radioprotetora do selenito de sédio, contudo em células secretoras
de glandulas submandibulares de ratos. Foram utilizados 57 animais 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 radiacdo gama, na regidao 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 intraperitonial, 24 horas antes da
irradiacao e nos grupos controle e irradiado injetou-se solucado salina. As glandulas
submandibulares foram removidas 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas apoés a irradiacao
para a analise ultra-estrutural das células acinares. Os resultados mostraram que
a radiacdo causou danos a partir do tempo 4 horas, especialmente as células

secretoras serosas. Os danos intensificaram-se até o periodo de 12 horas,
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havendo inicio do processo de reparo nas 24 horas ap6s a irradiacdo e melhor
organizacao com 48 e 72 horas, sem reparacao completa, entretanto, mesmo no
ultimo tempo avaliado. Foram observadas vacuolizagbes, lise de inclusdes
citoplasmaticas e alteracées nucleares. O grupo selénio/irradiado apresentou
maior semelhanga com o grupo controle que os demais grupos tratados em todos
os tempos estudados, o que levou a autora a concluir que o selenito de sodio
possui acao radioprotetora nas células secretoras das glandulas submandibulares.

2.3.2 Alteracoes fisiologicas

Sodicoff et al., em 1977, mostraram-se preocupados com os efeitos da
radiacdo X na amilase salivar, importante enzima responsavel pela digestdo do
amido e outros polissacarideos. Visando comprovar possiveis alteracbes nesta
enzima, os autores expuseram cabecas de ratos a 400, 800, 1600 e 6400 R. A
concentracdo de amilase nao diferiu significativamente da apresentada pelo grupo
controle para os grupos 400 e 800 R. Contudo, sua reducgdao foi significativa para o
grupo 1600 R no 4° dia apds a irradiagdo, sendo ainda mais evidente no 7° dia. O
grupo 6400 R, por outro lado, apresentou um decréscimo acentuado de amilase ja
no 2° dia, embora no 7° dia sua concentragio fosse semelhante a do grupo 1600
R. No 8° dia apds a irradiagdo, o indice de amilase era normal em todos os grupos
irradiados. E de extrema importancia salientar que os animais irradiados
apresentaram diminuicdo no tamanho e peso de suas glandulas parotidas, assim
como alteracbes de seus habitos alimentares. Este fato levou os autores a
submeterem um grupo de animais ndo-irradiados a uma alimentagéo mais restrita,

com o intuito de saber se a reducao na concentracao de amilase salivar era
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resultante da menor quantidade de alimentos ingerida pelos ratos irradiados. Os
animais nao-irradiados também apresentaram um decréscimo nos niveis de
amilase e os autores concluiram que este decréscimo era decorrente de uma acao
combinada dos efeitos diretos (sobre a enzima) e indiretos (causando alteracdes
nos habitos alimentares) da radiacao.

Os efeitos da radiacdo na amilase salivar de glandulas parétidas
também foram abordados em um estudo realizado por Balzi et al., em 1979,
utilizando 139 ratos fémeas expostos a 800 rad de radiacdo gama de corpo todo.
Foi observada uma reducdo na quantidade desta enzima nos intervalos iniciais
apos a irradiacao, seu aumento apos 24 horas e a ocorréncia de sua expressao
maxima no tempo 74 horas. Os autores sugeriram que esses resultados possam
ter sido provocados pelo efeito direto da radiacado nas glandulas parétidas. Outra
possivel explicacao corresponde ao provavel surgimento de uma sindrome gastro-
intestinal que, por sua vez, pode ter acarretado uma ingestdo reduzida de
alimentos e ter sido responsavel pela grande quantidade de amilase armazenada
nas parétidas.

Anderson et al., em 1981, realizaram um estudo com a finalidade de
determinar a patofisiologia das glandulas parétidas de pacientes submetidos a
radioterapia na regiao de cabeca e pescoco. Durante seis semanas, 6 pacientes
receberam radiacdo de néutrons duas vezes por semana e radiagdo gama (Co®)
trés vezes por semana. Suas salivas foram coletadas semanalmente, desde um
periodo prévio ao tratamento até o seu término. Foi verificado um decréscimo do
fluxo salivar, juntamente com uma reducdo do pH e da concentracdo dos ions
bicarbonatos. Por outro lado, a radiacao nao produziu alteragdes significativas nas

proteinas e na concentracado da amilase salivar. A concentracao de cloreto de
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sbédio, por sua vez, aumentou transitoriamente logo apds a irradiacdo, mas
rapidamente decresceu aos niveis encontrados antes de os animais terem sido
irradiados, uma vez que o0 mecanismo de reabsorcdo de sédio realizado pelos
ductos permaneceu inalterado. Os autores enfatizaram a radiorresisténcia dos

ductos em detrimento da alta radiossensibilidade dos acinos.

Akita et al., em 1984, decidiram avaliar o efeito da radiacdo gama na
atividade enzimatica da superéxido dismutase e nos niveis de perdxidos de lipidio
de glandulas salivares de ratos. Estes animais foram irradiados na regidao de
cabeca e pescoco com doses Unicas variando de 3 a 24 Gy de radiagdao gama. A
atividade da superboxido dismutase apresentou-se reduzida nas glandulas
parotidas e submandibulares no 3°dia apds a irradiacéo, tornando-se ainda menor
no 7° dia, recuperando-se, contudo, a partir do 14° dia. Foi observado que a
atividade enzimatica cresceu gradualmente no plasma sanglineo e atingiu um
valor constante com a dose de 6 Gy. Este resultado indicou que houve o
extravasamento da superéxido dismutase dos tecidos para o plasma, uma vez
que, sob condigdes normais, ndo se detecta nenhuma atividade enzimatica no
plasma sanglineo. Os autores sugeriram que a peroxidagao lipidica das
membranas glandulares, causada pelos efeitos deletérios da radiacao, pode ter
sido a grande responsavel pelo extravasamento da superdxido dismutase.

A composicao e taxa de secrecdo de amostras de saliva produzidas por
glandulas parétidas, submandibulares e sublinguais de ratos irradiados foram
objetos de estudo de Vissink et al., em 1990. Os animais foram expostos a doses
Unicas de raios X, variando de 5 a 20 Gy, e sua salivagdo foi estimulada pela
administracdo de pilocarpina antes e de 1 a 30 dias ap6s a irradiacdo. As

concentragdes de sbdio, potassio, fosfato e amilase foram medidas, assim como o
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fluxo salivar e a fase lag (periodo entre a injecdo de pilocarpina e 0 comeco da
producao de secrecdo). Doses maiores provocaram reducdo do fluxo salivar e da
concentragao de ions sodio, ao passo que as concentracées de ions potassio e
calcio nao mostraram relagcdo direta com a dose absorvida. As altera¢des na fase
lag e quantidade de amilase foram maximas no 3° e 10° dias, respectivamente,
apos a irradiacao. Mudancas irreversiveis em relacao ao fluxo salivar, a fase lag e
as concentracoes de potassio e sbédio foram causadas por doses iguais ou
superiores a 10 Gy, sendo que a expressao maxima destas alteracdes se deu a
partir de 15 Gy. Os autores concluiram que as trés glandulas salivares maiores
demonstraram grande sensibilidade aos efeitos deletérios da radiagcdo, néo
diferindo significativamente em relacao as alteragdes funcionais apresentadas.

Ramos, em 2005, realizou um estudo com o objetivo de avaliar o efeito
radioprotetor da vitamina E na fung¢ao das glandulas salivares. Foram utilizados 90
ratos machos, os quais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos experimentais:
controle, que correspondeu ao grupo em que 0s animais receberam 6éleo de oliva;
Oleo/irradiado, grupo no qual os animais receberam O6leo de oliva e foram
irradiados com dose Unica de 15 Gy de radiacdo gama na regido de cabeca e
pescoco; irradiado, grupo em que os animais foram apenas irradiados com dose
Unica de 15 Gy de radiacdo gama; vitamina E, grupo composto por animais que
receberam solucdo de acetato de alfa-tocoferol (vitamina E) mas nao foram
irradiados e vitamina E/irradiado, no qual os animais receberam solugdo de
acetato de alfa-tocoferol (vitamina E) antes de serem irradiados com dose Unica
de 15 Gy. Os animais foram sacrificados nos tempos 4 horas, 8 horas e 30 dias
apoés a irradiacao. Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos
nos tempos 4 e 8 horas. Aos 30 dias, o volume salivar dos animais do grupo 6leo

irradiado estava significativamente diminuido em relacédo ao grupo controle. Os
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animais do grupo irradiado apresentaram uma reducao significativa do volume de
saliva quando comparados aos animais dos grupos controle, vitamina E e vitamina
E/irradiado, os quais apresentaram volumes de saliva similares. Em relagdo a
composi¢cdo da saliva, ndo houve diferengas significativas no conteudo de
proteinas total entre os grupos estudados. Os constituintes medidos mostraram
decréscimos significativos apenas 4 horas ap6s a irradiacao para todos os grupos
examinados. A autora concluiu que a radiacdo ndo exerceu nenhum efeito no
conteudo de proteina total da saliva dos ratos irradiados e que a vitamina E

protegeu a fungao salivar 30 dias apés a irradiacao.

2.4 Membranas basais

As membranas basais sao estruturas especializadas da matriz
extracelular que atuam como uma interface entre as células parenquimatosas e os
tecidos de sustentacdo. Seus componentes principais sdo o colageno tipo IV, as
glicoproteinas laminina, entactina e fibronectina, assim como a proteoglicana
sulfato de heparana. S&o encontradas circundando as células epiteliais,
musculares e de Schwann, bem como formando uma membrana limitante no

sistema nervoso central (Stevens & Lowe, 2001).

Uma interface de adeséo entre as células do parénquima e a matriz
extracelular subjacente é formada pelas membranas basais, sendo que as células
possuem mecanismos para ancorarem-se as membranas (hemidesmossomos,

receptores de laminina), ao passo que estas estao fortemente aderidas a matriz
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extracelular dos tecidos de sustentacao, particularmente ao colageno VIl (Stevens
& Lowe, 2001).

As membranas basais atuam também como barreiras permeaveis cujos
poros tém seus tamanhos determinados pela disposicao espacial das
glicoproteinas que as compdem. Assim, as membranas basais dos vasos
sanguineos impedem o extravasamento de proteinas grandes para os tecidos, as
dos rins permitem a producdo da urina, mas evitam a perda de proteinas do
sangue filtrado, e as dos pulmdes permitem a difusdo gasosa (Stevens & Lowe,
2001).

Por fim, uma outra funcdo desempenhada por essas membranas
corresponde a controlar a organizacdo e diferenciacdo celular por meio da
interacdo mutua dos receptores da superficie celular e das moléculas da matriz
extracelular. Estas interacées sdo objetos de intensa pesquisa, especialmente na
investigacdo de mecanismos que possam impedir a disseminagéo e proliferacao

de células cancerigenas (Stevens & Lowe, 2001).

2.4.1 Laminina

A laminina é uma glicoproteina formada por trés cadeias, denominadas
a, B e y, que podem ser visualizadas microscopicamente como uma cruz

assimétrica. E o componente mais abundante da membrana basal e sua principal
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funcdo é aderi-la as células epiteliais. Apresenta porcdes que se ligam ao
colageno IV, ao sulfato de heparana e a receptores celulares, formando, desta
forma, pontes de ligacdo entre as células e a matriz extracelular (Junqueira &
Carneiro, 2000).

Sob o ponto de vista da anatomia patolégica, as membranas basais
podem ser consideradas barreiras estruturais para a invasao € o comportamento
metastatico das células malignas. Ao separarem o epitélio e o endotélio do
estroma circundante, elas passam a representar obstaculos para a invasao
tumoral. Preocupados com a sua destruicdo nos tumores, Caselitz et al. (1988)
decidiram avaliar tecidos normais de glandulas salivares humanas, assim como
tecidos tumorais, compara-los e estabelecer as diferencas entre o padréo e a
distribuicao de laminina e de colageno IV nos mesmos. Observaram que tanto a
laminina quanto o colageno IV apresentaram uma marcagao linear e continua ao
redor dos acinos e ductos de glandulas parétidas e submandibulares normais. Nos
tumores, contudo, foi verificada uma marcagdo mais intensa ao redor das células
tumorais e um aumento na quantidade de laminina e colageno IV, especialmente
na vizinhanga das células mioepiteliais. Adicionalmente, as membranas basais

perderam seu aspecto continuo e apresentaram-se interrompidas.

D’Ardenne, em 1989, realizou uma revisao da literatura a respeito da
utilizacdo de marcadores nas membranas basais com a finalidade de facilitar o
diagnéstico de tumores. Relatou que a maioria dos tumores e das displasias
apresenta membranas basais alteradas e que a manutencédo da integridade das
membranas € fundamental para que a arquitetura do tecido seja considerada

normal. O autor mencionou também que somente as alteracdes apresentadas
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pelas membranas basais ndo poderiam ser consideradas um critério absoluto e

Unico na determinacgéo do potencial invasivo dos tumores e displasias.

Sabe-se que a laminina exerce um papel fundamental na diferenciacao
e sobrevivéncia de neurbnios in vitro. Embora na idade adulta esteja confinada
exclusivamente a membrana basal, no periodo de formagdo e desenvolvimento
das células do sistema nervoso, esta proteina pode ser encontrada na matriz
extracelular intersticial e nas membranas celulares. Com o intuito de investigar as
causas da existéncia de laminina fora das membranas basais, Edgar (1991)
decidiu avaliar, em diferentes periodos de desenvolvimento p6s-natal, a expressao
de seus genes em nervos ciaticos de ratos. Foi constatado que a expressao
génica da proteina em estudo é muito maior ao nascimento que na idade adulta.
Consequentemente, a quantidade de laminina sintetizada no periodo de
desenvolvimento do sistema nervoso excede a necessaria para ser incorporada as
membranas basais. O autor concluiu que os diversos padrdoes de distribuicao da
laminina, nos diferentes periodos de desenvolvimento pds-natal, provavelmente

sejam um reflexo da regulacao de sua expressao génica.

Em sua revisdo da literatura feita em 1993, Tryggvason declarou que a
laminina € o componente mais complexo e interessante da matriz extracelular,
sendo responsavel por inumeras funcdes celulares como a diferenciacao, a
adesdo, a migracao e a proliferacdo. Segundo o autor, devido as suas varias
isoformas, ela consegue desempenhar diversas funcdes, em tecidos distintos e
em diferentes estagios de desenvolvimento. Contudo, o papel das diferentes
isoformas de laminina ainda permanece desconhecido e representa um enigma

para a ciéncia.
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As diferentes expressdes das proteinas laminina, fibronectina e tubulina
(proteina citoesqueletal) foram avaliadas por McArthur et al. (1993) em glandulas
salivares labiais de pacientes com Sindrome de Sjégren. No que diz respeito as
proteinas fibronectina e tubulina, nd&o foram encontradas diferengas
estatisticamente significantes entre o grupo sindrémico e o grupo controle.
Entretanto, foi verificado um aumento consideravel na intensidade de marcacao da
laminina presente nas glandulas salivares dos pacientes com Sindrome de
Sjégren, ndo somente na regido das membranas basais, como também
envolvendo todo o epitélio de revestimento dos ductos. Os autores sugeriram que
esta proteina possa ser mediadora do processo inflamatério linfocitico envolvendo

glandulas salivares de pacientes com Sindrome de Sjbégren.

Os componentes das membranas basais e seus receptores também
estdo envolvidos na regulacdo da morfogénese epitelial, conforme relatado por
Durbeej & Ekblom, em 1997. Os autores sugeriram que as interagdes entre a
laminina-1 (formada pelas cadeias a1, 1 e y1), os demais componentes da
membrana basal e a superficie celular sdo importantes na morfogénese epitelial
dos rins, dos pulmdes e das glandulas salivares. Foi concluido que a glicoproteina
nidogénio é a grande responsavel pela ligagdo da laminina aos outros
componentes da membrana basal, ao passo que sua adesao as células epiteliais
provavelmente seja realizada por dois sistemas de receptores denominados
integrina a6B1 e distroglicano.

Um estudo envolvendo 13 pacientes com sindrome de Sjégren, 11
pacientes normais e 12 pacientes com sialoadenite ndo-especifica foi realizado
por McArthur et al., em 1997. Apds a avaliacao do colageno IV, da fibronectina e

da laminina, os autores perceberam que somente esta Ultima apresentava uma
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marcac¢ao mais intensa nos pacientes sindrémicos, especialmente na regidao das
células epiteliais dos ductos. Somando-se a este fato, foi verificado um actumulo
anormal de laminina no citoplasma, levando os autores a ressaltarem o
envolvimento direto desta proteina na patogénese das lesées de glandulas
salivares apresentadas por pacientes com Sindrome de Sjégren.

A heterogeneidade da molécula de laminina levou Strassburger et al.
(1998) a determinarem, imunohistoquimicamente, suas diferentes isoformas em
glandulas salivares maiores de humanos em idade adulta. Sua distribuigéo foi
analisada nos acinos, ductos e nervos presentes nas glandulas avaliadas. Foi
observado um predominio das cadeias 2 e y2 nas membranas basais dos ductos,
uma maior quantidade de cadeias 1 e y1 nas membranas basais dos &cinos, ao
passo que nos pequenos nervos periféricos do estroma glandular houve uma
maior incidéncia de a1, a2, B1, B2 e y1. A distribuicdo das cadeias de laminina
manteve o mesmo padrao para as glandulas parétidas e submandibulares. Os
resultados encontrados sugerem que as diferentes isoformas de laminina estao

intimamente relacionadas ao grau de diferenciacao e funcao celulares.

2.5 Efeitos da radiacao ionizante nas membranas basais

2.5.1 De diversos orgaos

28



Awvaliagdo morfoldgica e imunohistoquimica dos efeitos agudos da radiacdo gama em
glandulas parétidas de ratos

Em 1984, Penney & Rosenkrans irradiaram pulmdes de ratos com dose
Unica de radiacdo gama variando de 5 a 13 Gy. Os animais foram sacrificados 1
hora, 1 dia, assim como 1, 4 e 12 semanas apoés a irradiagdo. Por meio da analise
ultra-estrutural, foram verificadas alteracées no sitios aniénicos das membranas
basais, que correspondem aos carboidratos de suas glicoproteinas, presentes nos
alvéolos e capilares pulmonares. Uma reducgéo significativa no nimero de sitios
anionicos foi observada na 1* hora apds a irradiagdo, para todas as doses
utilizadas nesse estudo, e seu aumento foi verificado somente a partir da 42
semana. Na 12% semana, os animais que receberam doses mais baixas, de 5 e 9
Gy, ainda apresentavam perda de sitios aniénicos, ao passo que os que haviam
recebido 13 Gy ja demonstravam reparagdo quase completa. Os autores
concluiram que o decréscimo dos sitios anidnicos das membranas basais
irradiadas ocorre devido a perda de suas glicoproteinas. Esta perda, por sua vez,
aumenta a porosidade das membranas basais e estimula a proliferagdo de seus

componentes, resultando no seu espessamento.

Os importantes papéis biolégicos desempenhados pelas proteinas da
matriz extracelular levaram Rosenkrans & Penney, em 1987, a irradiarem ratos
com doses localizadas de 5, 9 e 13 Gy de radiagdo gama, visando detectar
alteragbes em suas fibronectinas e lamininas pulmonares. Os animais
apresentaram um aumento na quantidade de fibronectina solivel uma semana
apds a irradiagdo, tendo esta atingido seu pico na 28% semana e sofrido um
posterior decréscimo na 63% semana. A quantidade de fibronectina insolGvel, por
outro lado, permaneceu proxima aos valores encontrados para o grupo controle
durante as 13 primeiras semanas, aumentando apés 41 semanas e sofrendo uma
reducdo 63 semanas apds a irradiacdo. A laminina sollvel cresceu levemente ao

longo do trabalho, retornando a sua quantidade normal na 63% semana. A laminina
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insolavel, por sua vez, apresentou um aumento dependente da dose nas quatro
primeiras semanas, tendo este sido estendido até a 63* semana apds a irradiacéo.
De acordo com os autores, as alteracées apresentadas por estas duas proteinas
da matriz, juntamente com outras mudancas ocorridas na membrana basal,
podem estar diretamente relacionadas ao inicio e manutencgao da fibrose pulmonar

induzida pela radiacéo.

Barcellos-Hoff, em 1993, avaliou glandulas mamarias de ratos
irradiados com doses de 5 e 10 Gy de radiacdo gama de corpo todo. Foi
observada uma rapida inducéo do fator de crescimento beta (TGF B) ja na 12 hora
apods a irradiacdo, sendo que sua superexpressao permaneceu durante os 7
primeiros dias apds os animais terem sido irradiados. Estando este fator de
crescimento intimamente relacionado a regulacéo da deposicao dos componentes
da matriz extracelular, a reparagao tecidual e ao crescimento celular, o autor
concluiu que o TGF B provavelmente seja um importante mediador no processo de

remodelacao da matriz extracelular de glandulas mamarias irradiadas.

Alegando que nao havia na literatura muitos dados sobre a influéncia da
radiacao altamente ionizante no padrao da matriz extracelular, Ehrhart et al., em
1996, irradiaram ratos adultos com 0,8 Gy de ions Fe*® de alta energia (600 MeV).
Os animais foram sacrificados 1 hora, assim como 1, 5, 9 e 14 dias apds a
irradiacdo e suas g¢landulas mamarias foram removidas para andlise
imunohistoquimica. Foi observado que a imunorreatividade da laminina mostrou-
se irregular 1 hora ap6s a irradiagao e esta proteina apresentou descontinuidade e
espessamento do 1° ao 9° dias apds os animais terem sido irradiados. Sua
continuidade foi restabelecida, no entanto, no 14° dia. Os autores sugeriram que a

radiacao ativa o fator de crescimento beta (TGF ), responsavel por regular a
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deposicdo dos componentes da matriz, j& na 1% hora apo6s a irradiacgio,

promovendo, desta forma, um remodelamento da matriz extracelular.

Com o intuito de entender o papel desempenhado pela matriz
extracelular na regulacao do endotélio, Rose et al. (1999) resolveram investigar os
efeitos da radiacdo na angiogénese da aorta de ratos e na proliferacdo, adesao e
diferenciacao de células endoteliais. Foi observado que a radiacdo gama inibiu a
formagéo dos brotos capilares da aorta, mesmo com uma dose de apenas 2 Gy.
Um fato interessante a ser relatado € que a presenca da laminina-1 (a1, 1 e y1),
que representa de 60 a 70% da membrana basal vascular, desempenhou um
papel protetor, possivelmente por promover a regulacao da sintese de DNA. Os
autores afirmaram que as moléculas da matriz extracelular sdo responsaveis por
induzir a diferenciagéo e manter o estado fisiolégico normal das células endoteliais

in vitro e in vivo.

Apesar de os ions pesados serem pouco abundantes na radiacao
césmica (1%), eles sado extremamente efetivos em termos radiobiolégicos.
Visando determinar sua influéncia sobre as proteinas da membrana basal, Costes
et al., em 2000, decidiram analisar as alteracdes apresentadas pela membrana
basal da epiderme de ratos irradiados. Uma hora apés a exposicdo a 1 GeV/
nucleo de ions de ferro, com doses variando de 0,03 a 1,6 Gy, nao foi verificada
nenhuma alteracdo na intensidade de marcagao da laminina do grupo irradiado.
Contudo, analises computacionais revelaram que a média dos pixels das areas de
marcacao da laminina apresentou-se significativamente menor 48 e 96 horas apos
a exposicao a 0,8 Gy. Esse estudo demonstrou quantitativamente, ou seja, por
meio da mensuracdo da imunorreatividade da laminina, que radiagdes altamente

ionizantes promovem severas modificagdes na matriz extracelular.
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Sabendo que a radioterapia inibe a angiogénese por meio de danos
provocados ao endotélio e que o processo de formacado e maturacdo de novos
capilares estd diretamente ligado a remodelacdo das proteinas da matriz
extracelular, Giannopoulou et al. (2001) resolveram estudar a influéncia da
radiacdo X na expressdo e deposicdo dessas proteinas em embrides de aves
irradiados com doses Unicas de 10 Gy. Foi verificado, 6 horas apés a irradiagao,
que todas as proteinas estudadas (fibronectina, laminina, colageno I, integrina)
apresentavam-se reduzidas, tendo suas quantidades normais sido restabelecidas
somente no tempo 48 horas. Os autores concluiram que o decréscimo na
producao e desenvolvimento das proteinas da matriz esta diretamente associado

a diminuicao da formacéao neovascular.

2.5.1 Das glandulas salivares

Em 1998, Gustafsson et al. mostraram interesse pelos efeitos agudos
(10 dias apds a irradiacao) e tardios (180 dias apds a irradiagdo) da radiacao X
sobre algumas proteinas da matriz extracelular. Vinte ratos tiveram suas glandulas
parétidas irradiadas com doses fracionadas de 6 ou 9 Gy administradas em 5 dias
consecutivos, 0 que resultou em doses totais de 30 ou 45 Gy. Dez dias apoés a
irradiacdo, as proteinas laminina e fibronectina mantiveram-se inalteradas.
Contudo, alteragcbes significativas puderam ser observadas 6 meses apés a
irradiacao: depdésitos de laminina foram verificados nas regides onde os &cinos
haviam sofrido degeneracao e sido substituidos por fibrose, ao mesmo tempo que

um aumento da expressao de fibronectina também pdde ser visualizado no
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estroma. Nas regides nas quais os acinos nao haviam sofrido degeneragéo, por
outro lado, a espessura da laminina permaneceu igual a do grupo controle, apesar
de os acinos terem sofrido um aumento de diametro. Os autores afirmaram que as
alteracbes da membrana basal refletiram um processo de reestruturagdo do
parénquima do tecido glandular.

No trabalho desenvolvido por Bartel-Friedrich et al., em 1999, glandulas
submandibulares de ratos foram irradiadas com doses diérias e fracionadas de 2
Gy de radiacao X, 5 vezes por semana, o que resultou em um total de 60 Gy. As
glandulas foram retiradas menos de 4 meses, de 4 a 6 meses e mais de 6 meses
apds a irradiagdo. A analise imunohistoquimica revelou a presenca de
imunorreatividade nos &cinos, nos ductos, nas paredes vasculares, no tecido
nervoso e no tecido conjuntivo intersticial. As diferentes proteinas constituintes da
matriz extracelular mostraram diferentes padrées de marcacao. O tecido nervoso e
os ductos estriados mostraram-se significativamente marcados nas regiées onde
foi aplicado o anticorpo anti-laminina, ao passo que o0s ductos excretores
apresentaram-se intensamente positivos para o anti-fibronectina. O aumento de
marcacao da laminina foi verificado até 6 meses apdés a irradiacado e sofreu um
decréscimo a partir desta data. Os autores concluiram que a radiacdo causa
aumento na marcacao (p= 0,0001) das proteinas da matriz extracelular.

Foi realizado um novo estudo por Bartel-Friedrich et al., em 2000,
avaliando a relacao existente entre a dose de radiacdo, a idade, o periodo de
laténcia e a expressdo da laminina em glandulas submandibulares de ratos
irradiados. Foi observado que as glandulas irradiadas apresentaram uma
marcacao significativamente mais forte e maior espessamento que o grupo

controle e que o0 aumento da dose de 20 para 60 Gy esteve diretamente
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relacionado a elevacdo da marcacdo. Somando-se a este fato, depodsitos de
laminina foram verificados em regides de destruicdo acinar presentes nas
glandulas expostas a 60 Gy. A distribuicdo da laminina em glandulas irradiadas
com doses de até 20 Gy nao foi uniforme e néao diferiu significativamente do grupo
controle. A idade (1 ano x 1 ano e meio) e o periodo de laténcia (6 meses x 12
meses apoés a irradiacao), ao contrario da dose, nao influiram na intensidade de

marcacao da proteina estudada.

Em 2002, Friedrich et al. realizaram um trabalho visando analisar o
padrao de distribuicido das proteinas da matriz extracelular em glandulas
submandibulares. Ratos da variedade Wistar foram irradiados com doses
fracionadas de 2 Gy, perfazendo um total de 20, 40 ou 60 Gy. Suas glandulas
submandibulares foram removidas 6 meses ou 1 ano apés a irradiagdo, sendo,
posteriormente, submetidas a analises histolégicas e imunohistoquimicas. Foi
verificado um aumento (dependente da dose) da intensidade de marcacao das
proteinas laminina (p = 0,0001) e fibronectina nos grupos irradiados, assim como a
presenca de conglomerados de laminina nas regides anteriormente ocupadas
pelos acinos. Os autores concluiram que a radiacdo provoca alteracdes
estatisticamente significantes na quantidade e composi¢cdo da matriz extracelular
de glandulas salivares irradiadas.
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3 PROPOSICAO

Esta pesquisa propde-se a avaliar as possiveis alteragdes morfolégicas
produzidas por 15 Gy de radiagdo gama em glandulas parétidas de ratos.
Somando-se a este proposito, serdo avaliados os efeitos da radiacdo gama sobre
a laminina das membranas basais de acinos, ductos, arteriolas, vénulas, capilares

e fibras nervosas glandulares.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Para o desenvolvimento deste trabalho, o projeto de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de FEtica em Experimentacdo Animal da Universidade
Estadual de Campinas (protocolo 572-1). Foram utilizados 21 ratos machos
(Rattus norvegicus, Albinus, Wistar), com peso médio de 250 gramas, idade
variando entre 60 e 90 dias, sendo os mesmos procedentes do Biotério Central da
UNICAMP. Todos os animais foram divididos aleatoriamente e mantidos, desde as
fases de pré-tratamento até o sacrificio, em gaiolas de policarbonato, que se
encontravam em local de temperatura € umidade controladas, com um ciclo
alternado de 12 horas claro-escuro. A alimentacdo dos animais constou de racéao
balanceada padrao e agua “ad libitum” diariamente.
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4.2 Grupos Experimentais

A amostra foi dividida, aleatoriamente, em dois grupos experimentais
assim denominados:

= Grupo Controle — representado por 3 animais nao expostos a
radiacao.

» Grupo Irradiado — constituido por 18 animais que, apés terem
sido irradiados, foram sacrificados em 6 tempos pré-
determinados: 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas ap0s a irradiagdo. Cada
tempo estudado passou a representar um subgrupo formado por
3 ratos irradiados.

4.3 Fase de Irradiacao

Os animais do Grupo Irradiado foram anestesiados intraperitonealmente
com 40 mg/kg de pentabarbital de sédio (figura 1) e tiveram a regido de cabeca e
pescoco irradiada por meio de fétons de radiacdo gama emitidos por um aparelho
de Co® da marca Alcion CGR Il (Siemens), cujo rendimento foi de 107 Gy/min,
operando com energia de 1,25 MeV e dose total aplicada de 15 Gy. Foram
irradiados 8 ratos por vez e o tamanho do campo irradiado foi de 30 x 30 cm, o
que correspondeu somente a regido de cabeca e pescogo. Os animais foram
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irradiados a uma distancia focal de 80 cm e com uma profundidade de 0,5 cm
(figura 2).

Figura 1 — Anestesia com pentabarbital de  Figura 2 — Animais posicionados para a irradiagao.
sodio.

4.4 Fase de Obtencao das Pecas

Os animais foram novamente anestesiados, intraperitonealmente, com
doses de 40 mg/kg de pentabarbital de sodio para a remog¢ao de suas glandulas
parétidas direitas (figuras 3 e 4). Estas foram lavadas com solucao fisioldgica,
secas em papel absorvente e mantidas em recipientes com formol a10% (a 4° C)
até sua inclusdo. Apos a obtengdo das pecgas, 0s animais foram sacrificados por
prolongamento da anestesia.
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Figura 3 — Incisdo cirdrgica para a remogado da Figura 4 — Glandula parétida
glandula pardétida

4.5 Preparacao Tecidual

4.5.1 Métodos Histoldgicos

4.5.1.1 Coloracao pela Hematoxilina-Eosina

As pecgas foram incluidas em Paraplasty Plus, segundo a técnica de
rotina do Laboratério de Histologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba,
UNICAMP. Apds a inclusdo, as pecas foram levadas ao micrétomo para a
obtencao de cortes de 3 um de espessura, a fim de ser realizada a coloragcéo por

Hematoxilina-Eosina (HE). Com esta coloracao foi possivel avaliar as alteragoes
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morfoldgicas apresentadas pelas glandulas parétidas irradiadas nos diversos
tempos estudados.

4.5.1.2 Reacao Imunohistoquimica

A reacao imunohistoquimica teve como finalidade avaliar a proteina
laminina em diversas estruturas das glandulas parétidas (acinos, ductos estriados,

ductos intercalares, capilares, vénulas, arteriolas e fibras nervosas)

4.5.1.2.1 Preparacéao das laminas

As laminas (Knitel Glasser, fosca) foram mergulhadas em solucao de
HCI (Merck, Alemanha) 1N durante 20 minutos. Posteriormente, foram
enxaguadas em agua destilada e secas na estufa a uma temperatura de 60 °C.
Finalmente, as laminas foram imersas em uma solucdo 3:1 de etanol absoluto
(Merck, Alemanha) e acido acético (Merck, Alemanha) por 20 minutos € sem
enxague, foram secas na estufa a 60 °C.
ApoOs este pré-tratamento, as laminas foram tratadas seguindo o
seguinte protocolo:
» Quatro banhos rapidos em uma solugdo de 3 Aminopropyltriethoxy-
silano a 6% - organosilano (Sigma Chemical Co, USA);
» Quatro banhos rapidos em acetona pura (Merck, Alemanha) e
» Dois banhos rapidos em agua destilada, sendo em seguida secas na
estufa a 60 °C.
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4.5.1.2.2 Microtomia

Cortes das glandulas parétidas com 3 um de espessura obtidos em um
micrétomo automatico (RM 2155 Leica) foram coletados em laminas silanizadas
(02 cortes por lamina). Estas foram mantidas durante 48 horas na estufa a 60 °C

para perfeita adesao dos cortes.

4.5.1.2.3 Reagdo Imunohistoquimica

Em uma cubeta de vidro com capacidade para 8 laminas, os cortes
foram desparafinizados por meio da imersdo em xilol por 40 minutos, sendo que
nos primeiros 20 minutos as cubetas foram colocadas na estufa a 60° C e nos
demais foram deixadas na capela, a temperatura ambiente. O préximo passo
correspondeu a hidratacdo dos cortes por meio de uma série decrescente de
alcool (absoluto, 90%, 70%, 50%) e agua por 1 minuto cada. Em seguida, foram
mergulhados em H.O, 10 volumes (3 vezes por 5 minutos) e 20 volumes (2 vezes
por 5 minutos) para inativar a atividade da peroxidase enddgena existente no
tecido. Apds enxagiie com agua destilada por 2 minutos, todos os cortes foram
imersos em uma solucédo contendo 30 mg de pepsina para cada 70 ml de glicina e
mantidos a 37° C, durante 30 minutos, para a realizagdo da digestéo.
Posteriormente, foram tratados com uma solucdo de tampado PBS e BSA 3%

(Sigma Chemical Co, USA), cuja finalidade era impedir que os cortes secassem.

Para a imunolocalizacdo, o anticorpo primario utilizado, policlonal

produzido em coelho, foi 0 Anti-IL-1a (Sigma Chemical Co, USA) na diluicao
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1:6000 pul em PBS/BSA a 1%. Os cortes foram incubados com os anticorpos
primarios por 16 horas a 4 °C, em seguida lavados em PBS (3 vezes por 5
minutos) e submetidos ao “Kit” LSAB - HRP (DAKO system) de amplificacdo. O
anticorpo secundario biotinilado (reagente amarelo) foi colocado sobre cada corte
e deixado por 30 minutos em uma estufa a 37° C. Apds este periodo, as laminas
foram lavadas em PBS durante 15 minutos (3 vezes de 5 minutos). O mesmo
procedimento foi realizado para a streptavidina e antiglobulina de coelho ligada a

peroxidase (reagente vermelho).

Na etapa seguinte, as reacbes foram reveladas durante 1 minuto, a
37°C, com 60 mg de DAB (3,3 diaminobenzidina — Sigma Chemical Co, USA) e
70ml de PBS, adicionados a 1 ml de H>O, 20 volumes e 1ml de DMSO. A
revelacdo se deu pela reacdo quimica entre o DAB, a peroxidase do anticorpo
secundario e o peréxido de hidrogénio misturado a solucdo de revelagéo,
formando um precipitado marrom, insolivel e permanente. Apés a fase de
revelagao, as laminas foram exaustivamente lavadas em agua destilada, contra-
coradas com Hematoxilina de Meyer por 30s, desidratadas e montadas com
permount. Para confirmacgédo dos resultados, alguns cortes foram submetidos ao
mesmo tratamento, omitindo-se somente os anticorpos primarios. Estes cortes

serviram como controle negativo das reagoes.
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4.6 Analise das laminas

Foi feita a analise subjetiva das laminas coradas com hematoxilina-
eosina. As laminas submetidas as reacées de imunohistoquimica, por sua vez,
foram avaliadas subjetivamente e objetivamente. Receberam numeracéao aleatéria
e sua analise foi realizada por trés avaliadores, previamente calibrados. A
imunorreatividade da laminina presente nas diferentes estruturas glandulares foi

avaliada segundo o sistema de escores citado abaixo.

Escores:
= 0 =ausente
= 1 =fraco (a)
= 2 =moderado (a)
= 3 =intenso (a)

4.7 Analise Estatistica

A intensidade de marcacdo da laminina, seu espessamento e a
presenga de conglomerados foram classificados em ausentes, fracos, moderados
ou intensos (Quadro 1). Posteriormente, foram obtidas as medianas fornecidas

pela analise dos trés avaliadores para cada estrutura do grupo controle e de todos

43



Awvaliagdo morfoldgica e imunohistoquimica dos efeitos agudos da radiacdo gama em
glandulas parétidas de ratos

os tempos do grupo irradiado. Estas medianas foram, entdo, submetidas ao teste
de Kruskal-Wallis (a = 0,05). O grau de concordancia interobservadores também
foi avaliado por meio do teste de Kappa.

Quadro 1 - Avaliagao da laminina

NUmero da lamina:

Estruturas Intensidade de marcagéo Espessamento  Conglomerados

Acinos

Ductos estriados
Ductos intercalares
Capilares

Vénulas

Arteriolas

Fibras Nervosas
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5 RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos por meio das

analises microscopicas do material coletado.

5.1 Avaliacao Subjetiva

5.1.1 Hematoxilina-Eosina

5.1.1.1 Grupo Controle

Este grupo caracterizou-se pela contigliidade dos acinos serosos e pela
presenca de ductos intercalares e de ductos estriados em posicao intralobular. OS
ductos excretores, por sua vez, estavam localizados perifericamente, ou seja, em

posigao extralobular (figura 5).
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5.1.1.2 Grupo Irradiado

5.1.1.2.1 Subgrupo 4 horas

Verificou-se o inicio de um processo de atrofia acinar, que foi
identificado devido a uma discreta separacao entre os acinos. Os nlcleos das
células serosas mantiveram-se normais e nao foi observada a presenca de

infiltrado inflamatério (figura 6).

5.1.1.2.2 Subgrupo 8 horas

Foi observada uma quantidade abundante de células necrosadas, cujos
ndcleos apresentavam cariblises e cariorrexes, figuras de necrose nuclear. A
cariblise corresponde a destruicdo do nucleo e perda de afinidade da cromatina
pelos corantes basicos, ao passo que a cariorrexe equivale a ruptura do nucleo e
desintegracdo da cromatina, que aparece na forma de granulagdes. Os acinos
mostraram-se atréficos e perderam seu formato natural, conferindo ao tecido
glandular um aspecto desorganizado, como se estivesse degenerado. Neste
subgrupo foi visualizada a expressdo maxima das figuras de necrose nuclear

produzidas pelos efeitos deletérios da radiacdo gama (figura 7).

5.1.1.2.3 Subgrupo 12 horas
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Os acinos mantiveram-se atroficos, porém seus nulcleos nao
apresentavam as alteracdes degenerativas observadas no subgrupo anterior € seu
formato voltou a ter um aspecto normal. Por outro lado, foi verificada uma
quantidade muito grande de vacuolos nos citoplasmas das células serosas (figura
8). Este subgrupo, juntamente com o subgrupo 8 horas, foram os mais
severamente atingidos pelos efeitos da radiacao.

5.1.1.2.4 Subgrupo 24 horas

A atrofia acinar foi preponderante neste subgrupo em relacdo a todos
os outros tempos estudados, contudo o tecido glandular mostrou-se mais
organizado e nao foi verificada a presengca das figuras de necrose nuclear

(caridlises, cariorrexes), assim como das vacuolizagdes citoplasmaticas (figura 9).

5.1.1.2.5 Subgrupo 48 horas

A separagao entre os acinos manteve-se acentuada, embora ja nao

existissem vacuoliza¢oes e alteragdes nucleares degenerativas (figura 10).

5.1.1.2.6 Subgrupo 72 horas

Este subgrupo apresentou aspectos semelhantes ao subgrupo anterior:
0s acinos mantiveram—se atréficos, sem vacuolizagdes e com auséncia de
necrose nuclear. Verificou-se, entretanto, uma maior organizacdo da arquitetura
glandular e a presenca de algumas regides nas quais a separacao entre os acinos
havia diminuido (figura 11).
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Coloracao por Hematoxilina - Eosina

Figura 5 — Grupo controle mostrando um ducto estriado (seta  Figura 6 — Grupo Irradiado: subgrupo 4 horas apresentando
vermelha) e a grande proximidade existente entre os acinos  discreta separagao entre os acinos (setas). Aumento original: 10 x
(seta verde). Aumento original: 10 x 1,25 x 16 1,25x 16

Figura 7 — Grupo Irradiado: subgrupo 8 horas apresentando  Figura .8 — Grupo Irradiado: subgrupo 12 horas apresentando
figuras de necrose nuclear, tais como a cariorrexe (seta laranja)  atrofia acinar e grande incidéncia de vacuolizagdes citoplasmaticas
e a caridlise (seta verde). Os &cinos estéo atroficos (seta azul) e (setas). Aumento original: 10 x 1,25 x 16

o tecido glandular perdeu sua arquitetura normal. Aumento

original: 10 x 1,25 x 16
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Coloracao por Hematoxilina - Eosina

Figura 9 — Grupo Irradiado: subgrupo 24 horas apresentando
severa atrofia acinar. Aumento original: 10 x 1,25 x 16

Figura 10 — Grupo Irradiado: subgrupo 48 horas apresentando Figura 11 — Grupo Irradiado: subgrupo 72 horas mostrando
atrofia dos acinos. Aumento original: 10 x 1,25 x 16 maior organizacdo do tecido glandular e d&reas com menor

separacdo entre os acinos (seta). Aumento original: 10 x
1,25x 16
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5.1.2 Avaliacao imunohistoquimica

5.1.2.1 Grupo Controle

O grupo controle caracterizou-se pela presenca de uma marcacao
moderada ao redor dos acinos, dos ductos estriados, dos ductos intercalares, dos
ductos excretores e das arteriolas. Os capilares, vénulas e fibras nervosas, por
sua vez, apresentaram-se fortemente marcados (figuras 12, 13 e 14).

5.1.2.2 Irradiado

5.1.2.2.1 Subgrupo 4 horas

As glandulas paro6tidas removidas 4 horas apds a irradiagéo
caracterizaram-se por apresentarem acinos, capilares, arteriolas, vénulas e fibras
nervosas bem marcados. Os ductos estriados, intercalares e excretores, por sua
vez, mostraram marcacao moderada e foi detectado um leve espessamento da

laminina acinar (figuras 15, 16 e 17).

5.1.2.2.2 Subgrupo 8 horas
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O subgrupo 8 horas apresentou acinos, ductos intercalares, ductos
estriados, ductos excretores e arteriolas moderadamente marcados. Ja os
capilares, as vénulas e as fibras nervosas apresentaram-se com marcacao
intensa. Observou-se um espessamento moderado da laminina existente nas
membranas basais dos acinos e a presenca de conglomerados desta proteina
(figura 18).

5.1.2.2.3 Subgrupo 12 horas

O subgrupo 12 horas apresentou acinos, ductos, arteriolas, vénulas,
capilares e fibras nervosas intensamente marcados. O espessamento da laminina
acinar mostrou-se intenso e diversas regides de acumulos ou conglomerados de

laminina puderam ser identificadas (figuras 19 e 20).

5.1.2.2.4 Subgrupo 24 horas

A marcagao dos acinos, arteriolas, vénulas, capilares e fibras nervosas
mostrou-se acentuada, embora os ductos apresentassem-se moderadamente
marcados. O espessamento da laminina acinar mostrou distribuicdo heterogénea,
existindo tanto areas com espessamento moderado (figura 21), como regides com
intenso espessamento acinar (figura 22). Os acumulos ou conglomerados da

proteina em estudo puderam ser facilmente visualizados.

5.1.2.2.5 Subgrupo 48 horas
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Este subgrupo caracterizou-se pela intensa marcacdo da laminina
presente na membrana basal dos acinos e pelo grande nimero de conglomerados
da mesma. Com excecdao dos ductos intercalares e estriados, os quais se
mostraram moderadamente marcados, todas as demais estruturas apresentaram

marcacao intensa (figuras 23 e 24).

5.1.2.2.6 Subgrupo 72 horas

O espessamento da membrana basal acinar atingiu seu &pice no
subgrupo 72 horas, estando distribuido homogeneamente por toda a lamina. A
quantidade de conglomerados de laminina foi superior aos demais grupos
estudados. Os acinos, arteriolas, vénulas, capilares e fibras nervosas mostraram-
se fortemente marcados, ao passo que 0s ductos apresentaram marcagao
moderada (figuras 25, 26 e 27)
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Imunohistoquimica

Figura 12 — Grupo Controle mostrando marcagdo moderada, Figura 13 — Grupo Controle apresentando fibras nervosas
auséncia de espessamento e de conglomerados de laminina.  intensamente marcadas. Aumento original: 10 x 1,25 x 16
Aumento original: 10 x 1,25 x 16

Figura 14 — Grupo Controle apresentando vénulas (seta Figura 15 — Grupo Irradiado: subgrupo 4 horas com acinos

azul), fibras nervosas (seta laranja) e capilares (seta bem marcados (seta laranja) e presenga de um
vermelha) com marcagao intensa. Aumento original: 10 x espessamento fraco da proteina laminina (setas vermelhas).
1,25 x 16 Aumento original: 10 x 1,25 x 16
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Figura 16 — Grupo Irradiado: subgrupo 4 horas apresentando Figura 17 — Grupo Irradiado: subgrupo 4 horas mostrando a
um ducto excretor (seta laranja) com marcacao forte, assim marcag¢ao moderada dos ductos intercalares. Aumento original:
como vénulas (seta azul), capilares (seta vermelha) e fibras 10x1,25x 16

nervosas (seta verde) intensamente marcados. Aumento
original: 10 x 1,25 x 6,3

Figura 18 — Grupo Irradiado: subgrupo 8 horas mostrando acinos  Figura 19 — Grupo Irradiado: subgrupo 12 horas com acinos (seta
bem marcados e a presenga de um espessamento moderado ao  laranja), vénulas (seta azul), capilares (seta vermelha) e um ducto
redor dos mesmos (seta laranja). Ha regides apresentando intercalar (seta verde) fortemente marcados. Aumento original: 10
conglomerados de laminina (setas vermelhas). Aumento original: 10 x 1,25 x 16

x1,25x 16
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Imunohistoquimica

-
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Figura 20 — Grupo Irradiado: subgrupo 12 horas mostrando a
marcacgao intensa dos &cinos, o forte espessamento da proteina
laminina presente em sua membrana basal (seta laranja) e a
presenca de conglomerados desta proteina (setas vermelhas).
Aumento original: 10 x 1,25 x 16

ST ¥

Figura 22 — Grupo Irradiado: subgrupo 24

horas apresentando
acentuada marcagdo e espessamento da laminina presente ao
redor dos acinos (seta laranja). Os conglomerados desta proteina
(seta vermelha) sao facilmente visualizados. Aumento original: 10
x1,25x 16
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Figura 21 — Grupo Irradiado: subgrupo 24 horas apresentando
ductos intercalares (seta laranja), ductos estriados (seta
vermelha), vénulas (seta azul) e capilares (seta verde)
fortemente marcados e a presenga de espessamento
moderado (seta violeta). Aumento original: 10 x 1,25 x 16

)€

Figura 23 — Grupo Irradiado: subgrupo 48 horas apresentando

intensa marcagao da laminina presente na membrana basal dos

acinos. Aumento original: 10 x 1,25 x 16
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Figura 24 — Grupo Irradiado: subgrupo 48 horas apresentando Figura 25 — Grupo Irradiado: subgrupo 72 horas com &cinos
um forte espessamento da laminina acinar (seta laranja). Notar intensamente marcados e a presenga de um espessamento muito
a presenga de acumulos ou conglomerados desta proteina forte ao redor dos mesmos (seta laranja). Os conglomerados de
(seta vermelha). Aumento original: 10 x 1,25 x 16 laminina s&@o evidentes neste grupo (setas vermelhas). Aumento

original: 10 x 1,25 x 16

Figura 26 — Grupo Irradiado: subgrupo 72 horas mostrando vénulas  Figura 27 — Grupo Irradiado: subgrupo 72 horas mostrando a

(seta azul), arteriolas (seta vermelha) e fibras nervosas (seta marcacdo moderada dos ductos estriados (setas laranjas) e
laranja) bem marcadas. Aumento original: 10 x 1,25 x 6,3 intercalares (seta vermelha). Aumento original: 10 x 1,25 x 6,3
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5.2 Analise Objetiva

5.2.1 Kruskal-Wallis

A comparacgao entre as intensidades de marcacao e espessamento da
laminina nos diversos grupos estudados foi realizada por meio do teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis (a = 0,05), através do qual foram obtidos os graficos
e a tabela apresentados a seguir:

5.2.1.1 Acinos

A mediana da intensidade de marcacao da laminina acinar foi 2 para o
grupo controle e o subgrupo 8 horas. Os demais subgrupos apresentaram
mediana igual a 3. No que diz respeito a marcacdo da laminina presente nos
acinos, nao foi detectada diferenca estatisticamente significante entre os grupos
estudados (p=0,6975).
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p=0,6975

e
o

Medianas da intensidade de marcacao
das lamininas acinares

0 4 8 12 24 48 72

Tempo

Figura 28 — Intensidade de marcagéo das lamininas acinares nos diversos
tempos estudados

5.2.1.2 Ductos Intercalares

A intensidade de marcacao dos ductos intercalares apresentou mediana
igual a 2 para todos os grupos avaliados, com exceg¢ao do subgrupo 12 horas. Nao
foi encontrada diferencga estatisticamente significante entre os grupos estudados (p
= 0,1429).
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Figura 29 — Intensidade de marcacao das lamininas presentes nos ductos
intercalares nos diversos tempos estudados

5.2.1.3 Ductos Estriados

Com excecéao do subgrupo 12 horas, que apresentou mediana igual a 3,
todos os outros grupos apresentaram mediana igual a 2, ndo sendo detectada
diferenca estatisticamente significante entre os grupos avaliados (p = 0,1429).
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Figura 30 — Intensidade de marcacao das lamininas presentes nos ductos
estriados nos diversos tempos estudados

5.1.2.4 Capilares

Todos os tempos avaliados apresentaram mediana igual a 3 e nao
diferiram significativamente entre si (p = 0,7401).
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Figura 31 — Intensidade de marcacdo das lamininas presentes nos
capilares nos diversos tempos estudados

5.1.2.5 Arteriolas

As arteriolas apresentaram mediana igual a 2 para o grupo controle e
para o subgrupo 8 horas e mediana igual a 3 para os outros subgrupos. Nao foi
encontrada diferenca estatisticamente significante entre os grupos avaliados (p =
0,4559).
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Figura 32 — Intensidade de marcacdo das lamininas presentes nas
arteriolas nos diversos tempos estudados

5.1.2.6 Vénulas

As vénulas apresentaram mediana igual a 3 para todos os grupos
avaliados. Nao foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os
grupos (p = 0, 8685).
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Figura 33 — Intensidade de marcacdo das lamininas presentes nas

vénulas nos tempos estudados

5.1.2.7 Fibras nervosas

A intensidade de marcacao da laminina apresentou mediana igual a 3

para todos os grupos avaliados.
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Figura 34 — Intensidade de marcagao das lamininas presentes nas fibras

nervosas nos tempos estudados

5.1.2.8 Espessamento da laminina presente nas membranas
basais dos acinos e presenca de conglomerados desta
proteina

O grupo controle e os subgrupos 4, 8 e 12 horas apresentaram,
respectivamente, medianas iguais a 0, 1, 2 e 3. O subgrupo 24 horas, por sua vez
apresentou mediana igual a 2, enquanto os subgrupos 48 e 72 horas tiveram
mediana correspondente a 3. Foi detectada diferenca estatisticamente significante

entre o grupo controle e o subgrupo 72 horas (p= 0.0315).
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Figura 35 — Intensidade do espessamento e presenga de conglomerados de

laminina nos diversos tempos estudados

Sabendo-se que os gréaficos apresentados foram construidos por meio
das medianas de cada estrutura estudada, nos diferentes tempos de avaliacao, foi
construida uma tabela com as medianas, minimos e maximos de cada grupo,

estando incluidas todas as estruturas glandulares avaliadas.
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Tabela 1
Mediana, minimo e maximo dos grupos estudados
Tempo Mediana Minimo Maximo
Controle 2 0 3
4 horas 3 1 3
8 horas 2 1 3
12 horas 3 2 3
24 horas 3 1 3
48 horas 3 1 3
72 horas 3 2 3

5.2.2 Kappa

O Kappa é uma medida de concordancia interobservador e mede o
grau de concordancia além do que seria esperado tdo somente pelo acaso. Para
todos os resultados obtidos neste estudo, foi estimado um intervalo de confianga

de 95%.
Tabela 2
Avaliacao do grau de concordancia interobservadores por meio do teste de Kappa

Observadores Kappa

Observador 1 x Observador 2 0,7221
Observador 2 x Observador 3 0,6424
Observador 1 x Observador 3 0,6424

Os resultados demonstram boa concordancia interobservadores.
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6 DISCUSSAO

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

Quando classificados em ordem decrescente de radiossensibilidade, os
tecidos podem ser divididos em seis grupos: tecidos vegetativos intermitéticos,
tecidos intermitéticos em diferenciacdo, tecidos conjuntivos multipotenciais,
tecidos pds-mitéticos reversiveis e tecidos pds-mitéticos fixos. As células acinares
e os ductos das glandulas salivares estdo posicionados na categoria dos tecidos
pds-mitdticos reversiveis, constituindo, portanto, o segundo grupo mais
radiorresistente da classificagdo. Seu indice mitdtico € baixo e apresentam
caracteristicas evidentes de células altamente diferenciadas (Rubin & Casarett,
1968).
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Sob o ponto de vista radiobioldégico, a suposta radiorresisténcia das
glandulas salivares opde-se drasticamente aos diversos efeitos colaterais
apresentados clinicamente por pacientes submetidos a radioterapia. Uma possivel
explicacdo para tal enigma encontra-se no fato de as células epiteliais serosas
encontrarem-se repletas de granulos de secrecao. Estes sdo ricos em enzimas
proteoliticas e metais pesados, como 0 zinco, 0 manganés, o ferro e o cobre, que
promovem reacdes de oxi-reducao e catalizam a peroxidacéao lipidica provocada
pela radiacado ionizante. Ao potencializar os efeitos radioativos, estes metais
provocam a ruptura das membranas dos granulos de secreg¢do, promovendo,
desta forma, o extravasamento de enzimas proteoliticas dentro do citoplasma e,

consequentemente, a autélise e morte celular (Abok et al., 1984).

As células serosas tém polaridade, isto é apresentam um apice e uma
base. O 4pice é a regido de liberacdo das secreg¢des para o lumen dos acinos,
enquanto a base é a porcao da membrana celular que esta em contato com as
células mioepiteliais e a membrana basal. Na regido basolateral situam-se os
receptores hormonais, juntamente com canais ibnicos que controlam a estrutura e
a funcdo das células (Stephens et al, 1989a). Quando os radicais livres
produzidos pelas radiacbes ionizantes atingem as membranas celulares,
causando peroxidagdo dos lipidios constituintes das mesmas, destroem a
integridade das células e podem provocar acumulos intracelulares prejudiciais de
ions calcio e potassio. Acredita-se, portanto, que as membranas celulares sejam o
principal alvo da agao deletéria das radiagdes ionizantes contra 0s acinos serosos
(EI-Mofty & Kahn, 1981; Akita et al., 1984; Stephens et al., 1989a, 1989b; Nagler,

2002). A hipotese de que as injurias apresentadas pelas células acinares
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pudessem ser secundarias aos danos vasculares foi descartada por diversos
autores (Sholley et al., 1974; Stephens et al., 1989a, 1989b).

Existe um consenso entre os autores de que as células serosas sao
mais radiossensiveis do que as células mucosas (El-Mofty & Kahn, 1981; Abok et
al., 1984; Stephens et al., 1989a, 1989b; Peter et al., 1994a, 1994b, 1995; Nagler
et al, 1997; Nagler, 2002). Contudo, enquanto alguns associam a
radiossensibilidade das células serosas a presenca dos granulos de secrecao
(Abok et al., 1984; Nagler et al., 1997; Nagler, 2002), outros negam enfaticamente
a veracidade desta associacdo (Peter et al.,, 1994b, 1995). Um artigo publicado
recentemente por Nagler (2002) parece esclarecer o mecanismo enigmatico que
envolve a radiossensibilidade do tecido glandular. Este autor esclareceu que dos
metais contidos nos granulos de secrecao, somente o ferro e o cobre sdo capazes
de promover reacdes de oxi-reducao e catalizar a formacgao de radicais livres. Os
radicais livres formados, por sua vez, podem atingir as membranas celulares,
provocando a peroxidacao de seus lipidios, ou afetar diretamente o DNA. Desta
forma, quando as células necessitam entrar em mitose para promover a reparacao
do parénquima glandular, sua morte torna-se inevitavel. Assim, pode-se afirmar
que o DNA é considerado um alvo muito sensivel em glandulas salivares
irradiadas (Sasaki, 1976).

A escolha da dose de 15 Gy utilizada no presente trabalho deveu-se a
afirmacao de Vissink et al., em 1990, de que a saturacdo das alteracdes funcionais
provocadas pela radiacao nas glandulas salivares maiores inicia-se com 15 Gy. A
dose escolhida segue a metodologia previamente utilizada em diversos trabalhos
(Stephens et al., 1986, 1989b; Vissink et al., 1990, 1991; Peter et al., 1994a,
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1994b, 1995; Nagler et al., 1997; Tuji, 2004; Pontual, 2005; Ramos, 2005), o que

facilita a comparacao com os dados existentes na literatura.

Os tempos escolhidos nesta pesquisa tiveram a finalidade de avaliar os
efeitos agudos da radiagdo, uma vez que Stephens et al. (1986) afirmaram que ao
contrario das manifestacdes crénicas, as alteracées agudas apresentadas por
glandulas salivares irradiadas ainda precisavam ser melhor estudadas. Somando-
se a este fato, alguns relatos da literatura indicam que o processo de regeneracao
das glandulas salivares inicia-se no 3° (Peter et al.,1994a) ou 8° dia apds a
irradiacao (Philips, 1970; Sodicoff et al., 1977). Em resumo, as maiores alteracoes
€ a recuperacao apresentada por glandulas salivares irradiadas ocorrem durante

os dez primeiros dias apds os animais terem sido irradiados.

Em concordancia com o primeiro estagio do estudo de Phillips (1970) e
com os trabalhos de Berdjis (1960), Stephens et al. (1986) e Paardekooper et al.
(1998), no presente trabalho observou-se a presenca de severa atrofia dos acinos
serosos em todos os subgrupos estudados, especialmente no subgrupo 24 horas.
A anadlise subjetiva também demonstrou a presenca de alteragdes nucleares,
podendo ser observada uma quantidade abundante de nucleos com cariblises e
cariorrexes no subgrupo 8 horas. As vacuolizacdes citoplasmaticas, por sua vez,
estavam presentes de forma significativa no subgrupo 12 horas. Da mesma forma,
Stephens et al. (1986) identificaram a presenca das trés figuras de necrose
nuclear (picnose, caridlise e cariorrexe) e de vacuolos nas células serosas 12 e 24
horas apés a irradiacao de glandulas parétidas de macacos, enquanto Vissink et
al. (1991) observaram picnose, assim como vacuolizagdes, no 3° e 6° dias apos a

dose local de 15 Gy ter sido administrada a glandulas submandibulares de ratos.
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Os ductos intercalares, estriados e excretores avaliados neste trabalho
apresentaram aspecto normal e mostraram-se radiorresistentes, corroborando os
estudos de Sholley et al. (1974) e EI-Mofty & Kahn (1981). Por outro lado,
Chomette et al. (1981) relataram a presenca de pequenas areas de necrose na
regido dos ductos estriados no 3° e 6° dias apds a irradiagdo de glandulas
submandibulares, ao passo que Peter et al. (1994b) encontraram aberracdes
nucleares nos ductos intercalares de glandulas parétidas irradiadas com dose
local de 15 Gy de radiacao X, tendo sua maior incidéncia sido verificada 12 horas
e 1 dia apés a irradiacao.

Espera-se que glandulas salivares irradiadas apresentem um infiltrado
inflamatério consideravel, conforme foi relatado por Stephens et al. (1986), que
verificaram a presenca de um intenso infiltrado inflamatério em seus estudos
envolvendo glandulas parétidas de macacos irradiados. O presente trabalho, no
entanto, apresentou resultados semelhantes aos relatados por Vissink et al. (1991)
e Paardekooper et al. (1998), nos quais foi relatada a presenca de um infiltrado
muito suave. Acredita-se que estes resultados sejam decorrentes da maior

radiorresisténcia glandular dos ratos em relacao aos macacos.

Considerando-se os tempos de estudo nos quais as alteracdes
causadas pela radiagdo foram mais intensas, este trabalho é respaldado pelos
estudos de Tuji (2004) e Pontual (2005) realizados, respectivamente, em
glandulas parétidas e submandibulares de ratos. Se no presente estudo os
subgrupos 12 e 24 horas foram os que apresentaram maior destruicdo, em outros
trabalhos a expressdo maxima das alteragdes agudas radioinduzidas foram
verificadas 24 horas (Stephens et al.,1986), 72 horas (Visssink et al.,1991) e 6

dias apéds a irradiacao (Chomette et al., 1981). Em relagdo ao inicio do processo
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de reparo, 0s subgrupos 24, 48 e 72 horas mostraram-se mais organizados e com
indicios de recuperacdo, estando estes achados de acordo com os resultados
encontrados por Tuji (2004) e Pontual (2005). Apesar de a atrofia acinar ter sido
preponderante no subgrupo 24 horas em relacdo a todos os outros subgrupos
estudados, considera-se que o processo de reorganizacdo do tecido glandular
tenha se iniciado neste tempo, uma vez que 24 horas apoés a irradiacao as figuras
de necrose nuclear (caridlises e cariorrexes) e vacuolizacbes citoplasmaticas

deixaram de ser abundantes.

Sabendo-se que as alteracdes histomorfolégicas e ultra-estruturais
(Berdjis, 1960; Phillips, 1970; Sholley et al., 1974; Sasaki, 1976; Chomette et al.,
1981; EI-Mofty & Kahn, 1981; Stephens et al, 1986; Vissink et al., 1991;
Paardekooper et al., 1998; Tuji, 2004; Pontual, 2005), assim como as alteracdes
fisiolégicas (Sodicoff et al., 1977; Balzi et al., 1979; Anderson et al., 1981; Akita et
al., 1984, Vissink et al., 1990; Ramos, 2005) apresentadas por glandulas salivares
irradiadas estao relativamente bem documentadas na literatura cientifica e
preocupados com o fato de que, sob o ponto de vista da anatomia patolégica, as
membranas basais podem ser consideradas barreiras estruturais para a invasao e
o comportamento metastatico de alguns tumores (Caselitz et al., 1988; D’
Ardenne, 1989), decidiu-se por avaliar esta estrutura em glandulas parétidas de
ratos irradiados.

Dentre os constituintes da membrana basal, um interesse especial tem
sido dado a laminina. Esta glicoproteina é o componente mais abundante da
referida membrana (Mc Arthur et al., 1993, 1997) e pode ser sintetizada por
células epiteliais, endoteliais, musculares e alguns fibroblastos, desempenhando
fungdes que abrangem a proliferacdo, a adesdo e a migracao tanto de células
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normais como tumorais. Adicionalmente, considera-se que a laminina
desempenhe uma funcao importante na morfogénese epitelial (Durbeej & Ekblom,
1997), na diferenciacao dos neurdnios (Edgar, 1991), na diferenciacao das células
endoteliais (Rose et al,, 1999) e na neoformacao vascular (Giannopoulou et al.,
2001)

Um dos maiores questionamentos envolvendo essa proteina diz
respeito ao fato de ela conseguir desempenhar papéis tao diferentes, em tecidos
distintos e em estagios de desenvolvimento também diversificados.
Provavelmente, a explicacdo para este questionamento esteja na composi¢ao da
prépria molécula. Estd bem estabelecido na literatura que a laminina pertence a
uma familia de glicoproteinas extracelulares compostas por trés cadeias (a, B e y)
e muitas subunidades geneticamente distintas (a1, a2, a3, a4 , a5, 1, B2, B3, B4,
y1 e y2). Um dos maiores avancos em relacdo as pesquisas envolvendo esta
proteina corresponde a identificacdo de suas novas cadeias. Descobertas
recentes tém demonstrado a existéncia de uma variedade de isoformas antes
desconhecidas, o que em parte explica as diversas funcées desempenhadas pelas
membranas basais (Tryggvason, 1993; Strassburger et al., 1998).

As alteracbes radioinduzidas apresentadas pela laminina podem se
manifestar na forma de descontinuidade (Ehrhart et al.,, 1996), modificacées na
sua quantidade (Rosenkrans & Penney, 1987; Giannopoulou et al., 2001),
aumento de sua intensidade de marcacao (Bartel-Friedrich et al., 1999, 2000;
Friedrich et al., 2002), espessamento (Ehrhart et al., 1996; Bartel-Friedrich et al.,
2000) e presenca de conglomerados (Gustafsson et al., 1998; Bartel-Friedrich et
al., 2000; Friedrich et al., 2002). No presente estudo, nao foi verificada a presenca

de descontinuidade e nao foram detectadas diferencas estatisticamente
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significantes entre a intensidade de marcacdo da laminina presente nos grupos
controle e irradiado, estando de acordo com os trabalhos de Bartel-Friedrich et al.
(2000) e Friedrich et al. (2002), nos quais a marcagao da laminina irradiada com

doses de até 20 Gy nao diferiu significativamente do grupo controle.

Entretanto, comparando-se cada subgrupo com o grupo controle,
observou-se 0 espessamento da proteina laminina presente nas membranas
basais dos acinos do subgrupo 72 horas mostrou-se estatisticamente diferente do
grupo controle (p = 0,0315), corroborando os achados de Ehrhart et al. (1996), que
verificaram a presenga de espessamento da laminina glandular do 1° ao 9° dia
apos a irradiacdo e Bartel-Friedrich et al. (2000), os quais observaram

espessamento 6 meses e 1 ano apos 0s animais terem sido irradiados.

A presenca de acumulos ou conglomerados de laminina nas regides de
necrose acinar caracterizou os trabalhos de Gustafsson et al. (1998), Bartel-
Friedrich et al. (2000) e Friedrich et al. (2002). Existem poucos trabalhos na
literatura cientifica escrita em lingua inglesa que retrataram tal acumulo. Neste
estudo, estes conglomerados também foram identificados nas regides de atrofia
acinar e o subgrupo 72 horas mostrou-se estatisticamente diferente do grupo
controle (p = 0,0315). Entretanto, diferentemente dos autores citados, utilizou-se
uma dose Unica e menor de radiagdo, sendo que nos demais trabalhos foram
utilizadas doses fracionadas de até 60 Gy, e somente o efeitos agudos foram
avaliados, contradizendo definitivamente a afirmacao de Gustafsson et al. (1998)
de que as proteinas da matriz extracelular sdo radiorresistentes e incapazes de
manifestar alteragdes agudas. Foram consideradas regides de conglomerados
aquelas caracterizadas por um acumulo isolado da proteina laminina, ao passo

gue o espessamento era uniforme e circundava completamente os acinos.
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Vale salientar que este estudo teve como ultimo tempo avaliado 72
horas, sendo este o Unico subgrupo que apresentou diferenca estatistica em
relacdo ao grupo controle, no que diz respeito ao espessamento e presenca de
conglomerados de laminina. Nas pesquisas realizadas por McArthur et al. (1993,
1997), estudando glandulas salivares labiais de pacientes com Sindrome de
Sjégren e sialoadenite n&o-especifica, respectivamente, foi observado um
aumento consideravel na intensidade de marcacdo da laminina. Os autores
sugeriram que esta proteina possa ser mediadora do processo inflamatério
linfocitico envolvendo glandulas salivares de pacientes com Sindrome de Sjdgren.
Pacientes com esta sindrome tém como uma das alteragdes a redugao do fluxo
salivar. Esta alteracdo também é uma seqlela de individuos submetidos a
radioterapia de cabeca e pescoco. Assim, pode ser que a reducao do fluxo salivar
seja decorrente da presenca de acumulos ou conglomerados de laminina em
glandulas irradiadas e que este fator também possa estar presente em tempos
maiores que 72 horas apdés a irradiacao, o que nao foi avaliado nesta pesquisa.

Acredita-se, atualmente, que o espessamento da laminina irradiada seja
provocado pela ativacado radioinduzida do fator de crescimento beta (TGFB), ja
tendo sido demonstrada a superexpressao deste fator na 1* hora apds a irradiagao
(Barcellos-Hoff, 1993). O TGFB esta intimamente relacionado a reparagéo
tecidual, a regulacdo da deposicao das proteinas da matriz extracelular e ao
préprio crescimento celular. Quando exposto a radiacao, é ativado e promove o
aumento da deposicdo de varias proteinas da matriz, dentre elas a laminina
(Barcellos-Hoff, 1993; Ehrhart et al., 1996). Desta forma, o espessamento e a
presenga de conglomerados de laminina, verificados no subgrupo 72 horas do
presente estudo, podem ser decorrentes de uma maior quantidade de laminina
depositada pelo TGFf ativado.
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Outra possivel explicacao para tal fenébmeno pode ser aquela que foi
proposta por Penney & Rosenkrans (1984). Segundo estes autores, a radiacao
provoca a destruicao dos sitios aniénicos presentes nas glicoproteinas da matriz.
Estes sitios correspondem aos carboidratos presentes nestas glicoproteinas que,
ao serem destruidos, causam o aumento da porosidade da membrana basal.
Consequentemente, essas proteinas iniciam um processo proliferativo e a

membrana torna-se espessa.

A vista das duas hipoteses citadas anteriormente, considera-se que o
aumento de espessura da laminina irradiada possa constituir um processo de
remodelamento da matriz extracelular (Costes et al., 2000) O remodelamento
pode ser tanto um processo fisioldgico, ocorrendo durante os varios estagios da
embriogénese, quanto um processo patolégico, sendo evidente durante a
carcinogénese (Ehrhart et al., 1996). Portanto, a compreensao dos efeitos agudos
das radiagdes ionizantes pode ser a chave para o entendimento de muitos de seus

efeitos tardios, como o cancer.

A juncao dos componentes insolUveis da matriz extracelular, dos fatores
de crescimento solUveis e das citoquinas formam o chamado microambiente.
Conforme foi citado por Ehrhart et al. (1996), o microambiente é considerado um
determinante critico dos processos fisioldgicos normais que ocorrem no
organismo, uma vez que modula as interacbes entre as células.
Consequentemente, a manutencdo da integridade de seus componentes é
fundamental para o bom funcionamento organico. Esses autores sugeriram que as
alteragdes radioinduzidas provocadas no microambiente podem promover a

carcinogénese.
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Pelo exposto, pode—se afirmar que apesar dos imensuraveis beneficios
oriundos da radioterapia como modalidade terapéutica dos tumores de cabeca e
pescoco, a inclusdo das glandulas salivares no campo de irradiacao submete-as a
diversos efeitos colaterais. Recomenda-se, portanto, o0 monitoramento periédico e
criterioso de pacientes submetidos ao tratamento radioterapico, sendo esta a
unica forma de se manter os efeitos benéficos da radioterapia e minimizar os

maleficios causados pela mesma.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos e dentro das condi¢oes
experimentais empregadas neste trabalho, foi possivel concluir que:

» As principais alteragdes morfologicas foram: figuras de necrose
nuclear (cariélises e cariorrexes), vacuolizagdes e severa atrofia
dos acinos;

= No que diz respeito a intensidade de marcagao da laminina, ndo
foram detectadas diferencgas estatisticamente significantes entre o
grupo controle e o grupo irradiado para nenhuma das estruturas
avaliadas;

= A radiacdo causou o espessamento da laminina presente nas
membranas basais acinares, juntamente com o surgimento de

conglomerados desta proteina.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 572-1, sobre "INFLUENCIA DA RADIACAO
GAMA NA DI§TRIBUI§AO DE ESPESSURA DA LAMININA PRESENTE NAS
GLANDULAS SALIVARES DE RATOS DE DIFERENTES IDADES" sob a
responsabilidade de Profa. Dra. Solange Maria de Almeida / Andréa de Castro

Domingos estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comissdc de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP
em reunido de 1°. de Agosto de 2003.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 572-1, entitled "INFLUENCE OF THE GAMMA

RADIATION ON THE DISTRIBUTION AND THICKNESS ON THE LAMININ
PRESENT IN THE SALIVARY GLANDS OF RATS WITH DIFFERENT AGES", is in

agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by
the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - UNICAMP) on August 1*, 2003.
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