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Efeito radioprotetor da vitamina E na fungdo salivar de ratos

RESUMO

RESUMO

O objetivo neste trabalho foi avaliar o efeito radioprotetor da vitamina E na
funcdo das glandulas salivares por meio da medida do volume de saliva, bem
como analisar a concentragdo de proteina total. Foram utilizados 90 ratos machos
(Rattus norvegicus, Albinus, Wistar), os quais foram divididos aleatoriamente em
cinco grupos experimentais: controle, que corresponde ao grupo em que 0S
animais receberam Oleo de oliva; oleo/irradiado, grupo no qual os animais
receberam éleo de oliva e foram irradiados com dose Unica de 15 Gy de radiagéao
gama na regiao de cabeca e pescoco; irradiado, grupo no qual os animais foram
irradiados com dose Unica de 15Gy de radiagdo gama; vitamina E corresponde ao
grupo em que 0s animais receberam solucao de acetato de alfa tocoferol (vitamina
E) mas nao foram irradiados e vitamina E/irradiado, no qual os animais receberam
solucdo de acetato de alfa tocoferol (vitamina E) antes de serem irradiados com
dose unica de 15Gy. Os animais foram sacrificados no tempo de 4 horas, 8 horas
e 30 dias apés a irradiagao. Nao foram observadas diferengas significativas entre
0s grupos nos tempos de 4 e 8 horas. Aos 30 dias, o volume salivar dos animais
do grupo dleo irradiado estava diminuido significativamente em relagdo ao grupo
controle. Os animais do grupo irradiado apresentaram volume de saliva
significativamente menor quando comparado com os grupos controle, vitamina E e
vitamina E/irradiado, os quais apresentaram volumes de saliva similar. Na
composicao da saliva ndo houve diferencgas significativas no conteudo de proteina
total entre os grupos estudados. Os constituintes medidos mostraram reducdes
significativas apenas 4 horas ap6s a irradiacao para todos os grupos examinados.
Podemos concluir que a radiacdo nao exerceu nenhum efeito no conteddo de
proteina total da saliva dos ratos irradiados e que a vitamina E protegeu a fungéo
salivar 30 dias apés a irradiacdo, desta forma podemos considera-la como um
radioprotetor em potencial.
Palavras Chave: radiacdo ionizante, glandulas salivares, protetores contra
radiacao, vitamina E.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the radioprotective effect of vitamin E in
salivary gland function by salivar volume measurements, as well as analize the
total protein concentration. For this purpose 90 male rats (Rattus norvegicus,
Albinus, Wistar) were used and randomly divided in 5 experimental groups: control
(), which animals received olive oil; irradiated olive oil (ll), group that the animals
received olive oil and were irradiated with a single exposure dose of 15 Gy of
gamma rays to the head and neck region; irradiated (lll), which animals were only
irradiated with a single exposure dose of 15 Gy of gamma rays; vitamin E (1V),
correspond to the group which animals received o tocopherol acetate solution but
were not irradiated; irradiated vitamin E (V), which animals received o tocopherol
acetate solution before irradiation with a single exposure dose of 15 Gy gamma
rays. The animals were sacrificed 4, 8 hours and 30 days after the irradiation
procedure. We did not observe differences between the groups at 4 and 8 hours.
At 30 days, the salivar volume in the animals pertaining to the irradiated olive oil
group was significantly reduced in relation to the control group. The irradiation
group presented salivar volume significantly diminished when compared to the
control (l), vitamin E (IV) and irradiated vitamin E (V), which presented salivar
volumes similar. In the salivar composition we did not observe significant
differences in the total protein content between the groups studied. The
constituents measured showed significant reductions only 4 hours for all the
groups examined. We conclude that the radiation did not exert any effect in the
total protein content of saliva in the irradiated rats and vitamin E protected the
salivary function 30 days after irradiation. Thus, we can consider vitamin E as a
potential radioprotective substance.
Key Words: ionizing radiation, salivary glands, radiation-protective agents, vitamin
E.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

A irradiacdo para tratamento de malignidades na regido de cabeca e
pescoco € comumente utilizada e freqlentemente resulta em complicagdes orais
incluindo a perda de paladar, caries dentarias, ulceracédo da lingua e mucosa oral,
além da sensacao de boca seca ou xerostomia.

As glandulas salivares, muitas vezes, estdo incluidas no campo de
tratamento, o que acarreta injuria inevitavel aos seus tecidos. Dependendo da
dose e volume de tecido irradiado podem ser observadas alteragbes funcionais
como a diminuicdo do fluxo salivar e a modificagdo da composicdo da saliva
dentro da primeira semana de tratamento (Funegard et al., 1994).

A qualidade de vida do paciente durante e apds o tratamento é bastante
importante. As equipes médicas e odontoldgicas, juntamente com o paciente,
estdo igualmente preocupadas com as sequelas que o tratamento radioterapico
pode produzir.

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

A terapia nutricional pode exercer grandes melhorias, minimizando os
efeitos adversos produzidos pelo tratamento anti-neoplasico, incluindo o
tratamento radioterapico. Algumas substancias, como as vitaminas A, C e E,
podem diminuir a acdo dos radicais livres formados apds a radiagdo, sendo
denominadas de substancias radioprotetoras.
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1.1Efeitos da radiacao ionizante no fluxo salivar

Em 1981, Mossman et al. estudaram o efeito da radioterapia no fluxo
salivar, na concentracdo de proteinas e na atividade de amilase salivar na
glandula parétida de humanos submetidos & radioterapia com radiagéo y por Co .
A andlise da concentracdo de proteina total foi realizada por trés métodos, os
quais refletem diferentes propriedades de cada tipo de proteina. A avaliagéo foi
realizada antes da radioterapia e em intervalos semanais. Os pacientes foram
divididos em 03 grupos: irradiado, incluindo no campo de tratamento as glandulas
parétidas (A); irradiado sem englobar a regidao da parétida (B) e o grupo controle
nao irradiado (C). Foi possivel observar que antes do tratamento todos os
parametros avaliados encontravam-se similares aos do grupo controle normais.
No grupo A houve diminuigao significativa no fluxo salivar e na taxa de proteina
total na 1° semana de tratamento. Para o grupo B a taxa de fluxo salivar, proteina
total e atividade de amilase foram similares aos do grupo C antes e apds 3
semanas de tratamento. Os autores sugerem que as proteinas salivares da
parétida ndo sado igualmente afetadas pelo tratamento radioterapico e que o
método empregado mede diferentes caracteristicas das moléculas protéicas.

Vissink et al., 1990, avaliaram a relacdo dose-efeito na taxa de secrecao
salivar e na concentracdo de sdédio, potassio, calcio, fosfato e amilase nas
glandulas parétida e submandibular/sublingual de ratos apds doses Unicas que
variaram de 5 a 20 Gy. Em todos os grupos a saliva foi coletada 4 dias antes, 1, 3,
6, 10 e 20 dias apos a irradiacdo. A extensao das alteragcbes observadas na
quantidade e no conteudo da saliva foi dependente tanto da dose de radiacao
quanto do tempo poés-irradiacdo para ambas as glandulas. A concentracado de
sédio diminuiu ap6s doses de 10-20 Gy, ao contrario da concentracado de potassio
que aumentou para todos os ratos irradiados tanto na parétida quanto na
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submandibular. Nenhuma relacdo dose-resposta clara foi observada para as
concentragdes de calcio e fosfato. Uma observacdo notavel foi a grande
similaridade na resposta funcional tanto da parétida quanto da submandibular

apds a irradiacao.

Levando-se em consideracdo a dose e a capacidade de recuperacao das
células acinares, Vissink et al., 1991, avaliaram o efeito da dose unica de 15 Gy de
radiacdo X comparada com duas doses fracionadas de 7,5 Gy administradas em
intervalos de tempo variaveis de 1, 2, 3, 6, 12, 24 e 168 horas, a fim de se
determinar o dano precoce (0-6 dias) e tardio (6-30 dias) na funcéo das glandulas
salivares parétida e submandibular/sublingual de ratos apds a radiagdo. A maior
reducao da funcao foi encontrada 30 dias apds uma dose Unica de 7,5 e 15 Gy,
sendo estatisticamente significante apenas com 15Gy; a taxa de secrecao, assim
como a concentracdo de sbdio e potassio estavam reduzidas tanto na parétida
quanto na submandibular/sublingual. Nas doses fracionadas foi observada menor
alteracdo nos tempos precoce e tardio, no fluxo salivar da parétida e
submandibular nos intervalos de 2 -12 horas, com uma redug¢do minima no fluxo
salivar no intervalo de 6 horas. Entretanto, foi possivel observar que os contetdos
de sédio e potassio estavam mais preservados tardiamente. De forma similar ao
fluxo salivar, a dose de radiacao fracionada provocou uma menor alteracdo nos
niveis de sodio e potassio no intervalo de 6 horas para ambas as glandulas. Os
autores concluiram que as altera¢des agudas radioinduzidas na taxa de secrecao
e composicao da saliva podem ser reduzidas pelo fracionamento da dose, sendo
que no intervalo de 6 horas foram observados os melhores resultados.

Franzen et al., 1992, avaliaram os efeitos de diferentes doses de radiagcao
na funcdo da glandula parétida de pacientes que se submeteram a radioterapia
para malignidades na regiao de cabeca e pescoco. Os grupos foram divididos de
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acordo com a dose recebida, sendo que o primeiro recebeu menos que 46 Gy, o
segundo entre 47-52 Gy e o terceiro com dose total de 65 Gy ou mais. As
amostras de saliva foram coletadas antes e semanalmente durante o curso do
tratamento radioterapico. Inicialmente, j4 na primeira semana de tratamento, uma
diminuicédo evidente na taxa de secrecao salivar foi observada nos trés grupos. As
alteracdes encontradas ao final da radioterapia no 1° grupo foram continuamente
melhoradas durante o acompanhamento de 18 meses. No 2° grupo a taxa de
secregao salivar média foi de 21% e 25% em relagdo ao valor inicial,
respectivamente aos 6 e 12 meses apds o final do tratamento. Doses a partir de
65 Gy causaram depressao irreversivel na funcdo de uma vasta maioria de

glandulas irradiadas.

Nagler et al., 1993a, descreveram os parametros funcionais e a quantidade
de proteina total, de sbédio e de potassio para as glandulas parétida e
submandibular durante as primeiras 24 horas apés uma dose Unica de radiacao X
de 15 Gy na regidao de cabeca e pescogo. Na parétida o fluxo salivar diminuiu
tanto no grupo controle quanto no irradiado 0,5 a 4 horas apds a irradiacao, porém
esta diminuicdo ndo foi estatisticamente significante. Em 24 horas houve uma
recuperacao do fluxo salivar no grupo controle, porém no grupo irradiado a
secrecado salivar se apresentava significativamente reduzida. A quantidade de
proteina total para a glandula parétida nao diferiu entre os grupos controle e
irradiado nos tempos avaliados. A concentracdo de sddio diminuiu inicialmente (1
hora) em ambos os grupos, dai em diante os valores aumentaram no grupo
controle enquanto que no irradiado permaneceram reduzidos. Os valores para a
concentragdo de potassio foram similares entre os grupos em todos os tempos,
com excecao das 4 horas no qual a concentracdo no grupo irradiado estava
significativamente aumentada. Nao houve diferencas significativas na taxa do fluxo
salivar e nos constituintes quimicos da saliva para a glandula submandibular entre
0s grupos irradiados e controle em qualquer dos tempos estudados.
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No mesmo ano, 1993b, Nagler et al. examinaram os efeitos de diferentes
doses de radiacdo nas glandulas salivares maiores de ratos. Foram medidos os
pesos glandulares total, peso corpéreo e saida de fluxo salivar no 32 e 40° dia
apdés a irradiacdo com exposicdo aguda unica de 2,5; 5; 7,5; 10 e 15 Gy de
radiacdo. Houve uma reducdo tanto no peso das glandulas parétida e
submandibular, quanto no peso corporal dos animais nos dois tempos avaliados,
que se comportaram de maneira dose dependente. Foi observada também uma
reducao dose dependente na fungao da parétida 3 dias ap6s a irradiacao, sendo
esta significativa somente com a dose de 15 Gy, em que o fluxo salivar foi
reduzido em 69%. Na glandula submandibular, entretanto, nao foi observada
reducao. No 40° dia, a reducdo no fluxo salivar estava presente em ambas as
glandulas. Com uma dose de 15 Gy, o fluxo salivar da paroétida foi reduzido em
56% quando comparado com o grupo controle. A redugdo maxima na fungéo da
submandibular foi encontrada com uma dose de 10 Gy, havendo diminuicao de

56% quando comparada com o grupo controle.

Em 1993, Valdez et al. avaliaram os efeitos diferenciais da radiacdo e a
composi¢do quimica da saliva nas glandulas salivares maiores em 50 pacientes
com xerostomia radioinduzida ap6s dose média de 60Gy, comparando com
pacientes sem sintomas pertencentes ao grupo controle. A analise quimica incluiu
proteina total, lisozima, lactoferrina, sodio, cloro e potassio. A medida do fluxo
salivar foi significativamente reduzida nos pacientes quando comparados com o
controle. A concentracao de proteina total ndo diferiu significativamente entre os
grupos irradiado e controle; a concentragdo de sédio estava aumentada, porém
nao significativamente; o conteudo de cloro estava significativamente elevado na
parétida e na submandibular/sublingual; na concentragédo de potassio nao houve

diferenca entre os pacientes e o grupo controle.
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Nagler et al., em 1996, avaliaram os efeitos da restricdo da ingestdo de
agua e racao na funcao salivar das glandulas parétida e submandibular/sublingual
de ratos num periodo de duas semanas apos exposicao a uma dose Unica de 15
Gy de radiagdo X. O peso corpéreo e o fluxo salivar estimulado foram medidos 4,
8, 11 e 14 dias apods a irradiagdo. Os animais foram divididos em 03 grupos:
controle, irradiado e néo irradiado cuja alimentacdo era semelhante aquela dos
animais do grupo irradiado. Foi observado que o peso dos animais irradiados, bem
como dos animais nao irradiados, cuja alimentacdo era restrita, foi
significativamente menor que o peso dos animais do grupo controle. O grupo
controle apresentou ganho continuo de peso nos dias do experimento. Os ratos
irradiados e nao irradiados cuja alimentacdo era restrita mostraram uma
significante reducédo do fluxo estimulado da parétida quando comparado com o
grupo controle no 42, 8% e 112 dia. No 14° dia foi observado um aumento na fungéo
salivar, e este nao diferiu significativamente do grupo controle. Em geral, a funcéo
salivar da glandula submandibular/sublingal nao foi significativamente afetada nos
grupos avaliados, apenas o fluxo total do grupo irradiado no 112 dia foi
significativamente menor do que no grupo controle. Os resultados desse trabalho
sugerem que os efeitos precoces nas glandulas salivares sdo em parte resultantes

da capacidade limitada de ingestao apdés a irradiacao.

Nagler et al., 1997a, examinaram a relacdo dose de radiacdo-resposta
através da anadlise quimica da saliva das glandulas parétida e submandibular de
ratos 3 e 40 dias, 3 e 9 meses apds doses Unicas de 2,5; 5; 7,5; 10 ou 15 Gy de
radiacdo X. Em todos os tempos examinados houve uma reducdo dose-
dependente na concentracado de proteina na parétida e nenhuma alteracao notavel
na glandula submandibular. Uma reducdo dose-dependente do padrdao de
atividade de amilase foi demonstrada nos 3° e 40° dias pés-irradiagcdo, sendo mais
pronunciado no terceiro dia. Com relacdo aos eletrélitos, uma reducao dose-
dependente para concentracao de sbdio na saliva foi encontrada no 3°e 40° dias
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para a parétida e no 40° para a glandula submandibular. A concentracdo de
potassio também estava alterada apoés a irradiagdo, porém em menor extensao e

apenas na glandula parétida.

Coopes et al.,, 1997, revisaram o conceito da degranulacdo dos acinos
avaliando a funcdo das glandulas salivares apés 1, 3, 6, 10 e 30 dias pés-
irradiacao. Os animais foram tratados previamente com drogas sialogogas
isoladas ou em associacao antes da irradiacao local com dose Unica de 15 Gy de
radiacao X. A irradiacdo resultou num maior atraso para o inicio da salivacao e
diminuicdo do fluxo salivar tanto na parétida quanto na submandibular e
sublingual. Os grupos irradiados e tratados previamente com isoproterenol e
metacolina associada a fenilefrina, e apenas com fenilefrina apresentaram uma
menor reducdo do fluxo salivar na glandula parétida, respectivamente em tempos
precoces e tardios, quando comparado com 0 grupo apenas irradiado. Para a
submandibular ndo houve alteracado significativa precoce para a taxa do fluxo
salivar apds o tratamento prévio com os sialogogos. Nos tempos tardios a taxa de
fluxo foi significativamente menos reduzida apds o tratamento prévio a irradiacao
com fenilefrina e metacolina. Os autores puderam concluir que o tratamento com
fenilefrina e em maior extensdo metacolina mais fenilefrina, previamente a
irradiacao, protegeu ambas as glandulas parétida e submandibular do dano tardio
radioinduzido, porém tal efeito ndo estava atribuido a prévia degranulacao das
células secretoras, e sim devido a ativacdo de mensageiros relacionados aos

receptores destas drogas.

Em 1998a, Nagler et al, avaliaram a taxa de fluxo salivar individual da
parétida e submandibular aos 3, 6, 9 e 12 meses apds doses Unicas de radiacao
2,5; 5; 7,5; 10 e 15 Gy de radiacao X. Aos trés meses houve uma reducao
significativa no fluxo salivar da parétida para doses iguais ou acima de 5 Gy. No
periodo compreendido entre 6 e 9 meses também houve alteracdo, porém aos 12

meses todos os grupos mostraram reducgdes significativas na salivacdo da
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glandula paroétida, incluindo uma redugdo média aproximada de 40% com uma
dose unica de 2,5 Gy, enquanto que para o grupo de 10 Gy esta média de
reducao foi de 80%. Para a submandibular o padrdo dos efeitos da radiacao foi
similar, sendo que aos 12 meses a redugdo em média da taxa de fluxo variou de
aproximadamente 40% para as doses de 2,5 Gy a 75% para as doses de 10Gy.
Foi demonstrado claramente que quando avaliadas tardiamente (3-12 meses)
ambas as glandulas salivares maiores apresentaram dano funcional e estrutural

dose-dependente similar.

Nagler, em 2001, estudou durante um ano os efeitos prolongados da
irradiacdo de cabeca e pescoco em ratos. Para isto os animais foram irradiados
com uma dose Unica de 2,5; 5; 7,5; 10 e 15 Gy de radiacao X, sendo realizada
avaliacao histopatolégica e investigacdo dos 6rgaos aos 2, 6 € 9 meses pos-
irradiacdo. Os resultados nos trés primeiros meses demonstraram uma reducao
dose-dependente no ganho de peso corporal nos animais 2,5-15Gy,
acompanhados por mucosite oral, dermatites na pele, Ulceras na lingua,
definhamento e morte de 40% dos animais irradiados com 15 Gy. Apés esta fase
inicial houve recuperacao dos animais. A atrofia tanto na glandula parétida quanto
na submandibular foi encontrada 6 meses apds a irradiacdo. O autor concluiu
portanto que o efeito da radiacdo é dose-dependente e é manifestado por uma

deterioracao crbnica e prolongada, eventualmente resultando na morte do animal.

Coopes et al., em 2002, compararam a radiossensibilidade das glandulas
parétida e submandibular de ratos apds diferentes esquemas de tratamento
radioterapico. Os animais foram divididos em quatro grupos: controle; irradiado
com dose Uunica de 15Gy; irradiado com dose convencional fracionada
equivalente, totalizando uma dose de 32 Gy em 16 fragdes de 2Gy/dia, 5 vezes
por semana; irradiado com dose de radiacao fracionada de 32Gy em 16 fracdes
de 2Gy, duas vezes por dia. Foram medidas a taxa de fluxo salivar, secregéo de
amilase salivar e histomorfologia das glandulas previamente e 1, 3, 6, 10, 22, 30,
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38, 60, 120, 180 e 240 dias apds a irradiacao. Foi possivel observar que apés uma
dose Unica de radiacao, as glandulas parétida e submandibular apresentaram
comportamento muito semelhante com redugéo do fluxo salivar, redugcao do peso
glandular e do numero de células acinares. Ap6s o fracionamento da dose, a
glandula submandibular se mostrou significativamente mais sensivel do que a
parétida, ndo sendo observadas diferencas entre os esquemas de fracionamento.
Diante dos resultados, os autores concluiram que a glandula submandibular é
mais sensivel quando avaliada tardiamente apds o fracionamento da dose e isto
pode ser devido ao fato de que esta glandula perde a capacidade de gerar células
acinares a partir dos ductos intercalares.

1.2 Hipoteses de Radiossensibilidade das Glandulas Salivares

Para explicar a maior radiossensibilidade da glandula parétida, Abok et al.,
em 1984, estudando o dano radioinduzido as células secretoras das glandulas
submandibulares de ratos submetidos a uma dose de 50 Gy de radiacdo X na
regidao de cabeca e pescoco, concluiram que metais pesados como o zinco, o
manganés e o ferro sdo encontrados dentro dos componentes granulares de
secrecao das células serosas, estes promovem a inducao da peroxidagao lipidica
sendo liberados no interior do citoplasma, potencializando o dano e a consequiente

autoélise e morte celular.

Em virtude da hip6tese da radiossensibilidade das glandulas parétidas estar
relacionada a presenca dos granulos de secrecdo, Peter et al, em 1995, se
propuseram a elucidar essa questdo, avaliando simultaneamente o efeito da
degranulacdo induzida pelo isoproterenol nas células acinares das glandulas
salivares de ratos, usando os parametros de aberracdes nucleares e lise celular.
Foram estudados 4 grupos: controle, controle tratado com isoproterenol, irradiado
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e irradiado 90 minutos apds o pré-tratamento com isoproterenol. Os grupos
irradiados receberam dose Unica localizada nas glandulas de 15Gy de radiacao X.
Ap6s a irradiacdo a mesma sequéncia de alteragbes morfolégicas foram
observadas em ambas as glandulas: degranulacao de células serosas, inducao de
aberrac6es nucleares, lise das células secretérias e recuperacdo. A degranulacao
das células acinares pelo isoproterenol pode nao ter protegido o tecido contra o
dano precoce morfolégico radioinduzido, mas a recuperagcdo da integridade
tecidual pareceu acelerada na glandula parétida. A degranulagao acinar induzida
pelo isoproterenol ndo reduziu a morte precoce das células acinares, indicando
que a radiossensibilidade do compartimento epitelial ndo estd diretamente

relacionado a presenca dos granulos de secrecao.

Nagler et al., 1997b, estudaram o papel dos ions metalicos ferro e cobre no
dano radioinduzido e avaliaram a possibilidade de alguma protecédo as glandulas
salivares parétida e submandibular de ratos. Foram utilizados 4 grupos: controle,
grupo que recebeu injecdo de salina, grupo que recebeu injecao de
salina+pilocarpina e grupo que recebeu injecdo de pilocarpina+ciclotidina
administradas, intraperitonealmente, 90 minutos antes da irradiacdo de 15 Gy de
radiacdo X na regiao de cabeca e pescoco. Foi possivel notar uma acentuada
perda da funcdo em ambas as glandulas salivares. A ciclotidina € um potente
agente degranulador e conferiu 90% de prote¢do, enquanto que a pilocarpina
resultou em apenas 13% de protecdo as glandulas parétidas irradiadas. Na
submandibular ndo houve protecdo contra a perda de funcdo salivar. A
composicao da saliva da parétida no grupo pilocarpina+ciclotidina estava
acentuadamente rica em ferro, cobre, manganés e proteina, mas na
submandibular nenhuma diferenca foi encontrada. Os autores concluiram
portanto, que a ciclotidina induz degranulacdo na parétida, mas nao na
submandibular, sendo bem provavel que estes ions metalicos presentes na saliva

estejam associados com a mobilizacdo de granulos de secrecdo das células
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serosas, promovendo reagdes de radicais livres que estao envolvidos no processo

do dano tecidual.

Baseado no mecanismo de indugdo do dano por meio dos metais de
transicao e a relativa protecdo das glandulas pela liberacdo destes ions antes da
irradiacdo, Nagler et al., em 1998b, avaliaram a capacidade protetora do Zn-DFO
administrado previamente a irradiacdo com dose de 15 Gy de radiacdo X na
regido de cabeca e pescoc¢o. Foram avaliados os pesos corporais e glandulares,
assim como o fluxo salivar das glandulas parétida e submandibular e a analise
quimica da saliva apenas da glandula parétida dois meses apds a irradiagcéo.
Foram observadas protecdes parciais no peso glandular, no fluxo salivar e na
composi¢do quimica da saliva da parétida. Nao houve alteragdo no contetdo de
proteina total, enquanto que em relagéo ao potassio foi observado um aumento na
sua concentracdo para o grupo irradiado e irradiado tratado com Zn-DFO. Nao foi
observada protecdo para a glandula submandibular. Os autores sugerem a
existéncia de outro mecanismo de dano as glandulas submandibulares, nao

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

Nagler (2002) sugere que o mecanismo do dano radioinduzido e a maior
sensibilidade da glandula paré6tida estd relacionada aos ions metalicos de
transicdo, como o ferro e o cobre. Estes ions acentuam o efeito letal que a
radiacao exerce no DNA, causando dano sub letal, que se manifesta e se torna
letal tardiamente na fase reprodutiva. Os agentes de injuria sdo os ions metalicos,
tais como o ferro e o cobre, sendo bastante provavel que a morte celular
reprodutiva ocorra quando estes ions redox-ativos ndo estejam sequestrados

dentro dos granulos, mas sim localizados em intima proximidade ao DNA.
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1.3 Vitamina E

1.3.1 Propriedades e Mecanismo de acao

Packer et al., em 1979, afirmaram que a fungcédo essencial da vitamina E é
capturar os radicais peroxidos e quebrar a reacdo em cadeia da peroxidacao
lipidica. Segundo os autores o alfa tocoferol € o mais potente anti-oxidante dentre
os tocoferdis, reagindo mais rapidamente com os radicais peroxidos do que os
outros derivados ou acidos graxos polinsaturados, formando um radical “alfa-
tocoferoxyl”. Logo, esta reacdo em cadeia tende a terminar ao invés de se
propagar. Subseqgientemente, o alfa tocoferol é regenerado pela agdo do acido
ascérbico e os radicais podem ser completamente oxidados.

De acordo com Kayden & Traber, 1993, a vitamina E ocorre na natureza em
oito diferentes formas; alfa, beta, gama e delta tocoferol e o alfa, beta, gama e
delta tocotrienol. Estas diferem entre si quanto as suas atividades biolégicas e
antioxidantes. Dentre estes compostos o alfa tocoferol é aquele que apresenta a

maior atividade biol6gica.

Segundo Penildon Silva, 1998, a vitamina E é absorvida no intestino
delgado, sendo esta absorcao favorecida pela presenca de gorduras e bile. Apés a
absorcdo, chega a corrente sanguinea pela via linfatica, estando presente no
plasma associada a sua fragao lipidica. Quando é administrada pela via oral, 50 a
80% da vitamina ingerida é absorvida.

Goodman & Gilman, em 2003, afirmaram que a vitamina E compreende oito
tocoferdis, sendo o o tocoferol o mais importante, ja que compreende
aproximadamente 90% dos tocoferdis em tecidos animais e possui a maior

atividade bioloégica. Sua principal via de absorcao é o trato gastrintestinal,
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chegando a corrente sanguinea através da linfa. Esta distribuida por todos os
tecidos, e os depositos teciduais fornecem fonte de vitamina por longo tempo,
como ja foi demonstrado em animais mantidos em dieta deficiente. Atuando como
antioxidante, a vitamina E impede a oxidacao de constituintes celulares essenciais
ou anula a formacao de produtos de oxidacao toxicos, tais como os produtos da

peroxidacao dos acidos graxos nao saturados.

1.3.2 Acao radioprotetora da vitamina E

Sarma & Kesavan, 1993, estudaram o efeito protetor de vitaminas C e E,
administradas oralmente, em relacao ao dano nos cromossomos da medula éssea
de ratos irradiados no corpo todo com 1 Gy de radiacao y. O dano cromossomal foi
quantificado a partir da freqiéncia de aparecimento de micronucleos nos
eritrécitos. Estes surgem a partir de um fragmento de cromossomo acéntrico ou de
cromossomos que nao foram incorporados dentro dos nucleos das células filhas
durante a mitose. Observou-se um aumento substancial na freqiéncia de
micronucleos nos eritrocitos policromaticos nos grupos controle. O &cido ascorbico
e a vitamina E quando administradas 2 h antes ou imediatamente apds a
irradiacao reduziu significativamente o aparecimento de micronucleos assim como
o aparecimento de metafases danificadas. Os autores observaram que o alfa
tocoferol permitiu maior radioprotecao do que o acido ascérbico, pois protege a

membrana lipossomal contra a peroxidacao lipidica.

Felemovicius et al, em 1995, afirmaram que os efeitos da radiacédo
ionizante sdo mediados principalmente pelos radicais livres oxigénios, 0s quais
sao gerados pela radidlise da agua. Estes oxidantes altamente reativos removem
os atomos de hidrogénio dos acidos graxos, causando peroxidacao lipidica com
alteracdes resultantes na permeabilidade da membrana e conseqiientemente
morte celular. A partir dai os autores avaliaram a capacidade da vitamina E,
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administrada por via intraluminal, em proteger o intestino delgado de ratos apds
irradiacao local com 11 Gy de radiacdo X, além de comparar a agdo do acetato a
tocoferol dissolvido em gordura em relacao ao fosfato a tocoferol que é dissolvido
em agua. Cinco dias ap6s a irradiacdo, os animais foram sacrificados e foi
constatada protecdo com a administracdo intraluminal de acetato ou fosfato a
tocoferol, ndo sendo diferente a protecdo entre os dois compostos. Nos animais
que receberam dieta rica em vitamina E foi observada preservacao significativa da
cripta quando comparados com os animais do grupo controle. Os autores
concluiram, portanto, que a administracao de vitamina E por via oral atua como
radioprotetor podendo solucionar problemas encontrados previamente no
desenvolvimento de um regime farmacolégico pratico e altas doses desse

componente ndo apresentam efeitos adversos agudos ou crénicos.

Funegard et al., 1995, investigaram se a suplementacéo oral com vitaminas
antioxidantes como o alfa-tocoferol e PB-caroteno podia reduzir os efeitos da
irradiacao local de 5 Gy de radiagdo X por 7 dias consecutivos nas glandulas
salivares de ratos. Os animais foram divididos em 04 grupos: grupo submetido a
uma dieta basica (1,5 mg de retinol e 0,6 mg de a tocoferol) + radiacao; grupo que
recebeu dieta suplementada (3,4 mg de o tocoferol misturado em 6leo de milho e
6 mg de B caroteno) + radiagdo; e grupo que recebeu dieta basica e suplementada
e nao foi irradiado. A saliva foi coletada 2, 4 e 26 semanas depois de completada
a irradiacao e foram determinados o fluxo salivar, as concentragdes de caélcio,
sédio, potassio, cloro, proteina total e a atividade de amilase salivar. Através da
analise do soro dos animais 5 dias antes da irradiacédo foi possivel constatar que
os ratos com dieta suplementada tinham niveis significativamente altos de
caroteno e a tocoferol circulantes. Houve reducao na taxa de secregao salivar para
ambos 0s grupos, porém os animais com dieta suplementada apresentaram fluxo
significativamente maior do que os que receberam dieta basica em todos os
tempos estudados. A albumina foi medida como um indicativo de inflamacao nas

glandulas, e duas semanas ap0s a irradiagdo houve um aumento substancial na
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saliva dos ratos irradiados, sendo menos significante nos animais com dieta
suplementada. As concentracées de calcio, sodio, potassio, proteina total e a
atividade de amilase estavam significativamente acentuadas nos ratos irradiados e
alimentados com dieta basica, sendo este aumento menos pronunciado nos ratos
com dieta suplementada. Os dados sugerem que a suplementacdo com a-
tocoferol e B caroteno protege parcialmente as glandulas salivares de ratos dos
efeitos adversos da radiacdo. O fluxo foi parcialmente preservado e os sinais de
reacdes inflamatorias, avaliados pela secrecao de albumina, estavam menos

pronunciados nos animais alimentados com dieta suplementada.

Konopacka et al., em 1998, estudaram o possivel papel das vitaminas
antioxidantes (B caroteno, C e E) isoladas ou em associagdo na modulagao do
dano ao DNA induzido pela irradiacao local com 2 Gy de radiacdo gama. As doses
dos compostos utilizados variaram de 0,1 a 0,2 ml, e foram administradas
oralmente durante cinco dias consecutivos antes e imediatamente apds a
irradiacdo. A avaliacdo foi realizada dois dias apds a irradiacdo através da
observacéo da freqtiéncia de microndcleos nos eritrcitos da medula éssea e 4, 8,
10,13 e 16 dias apds para as células esfoliadas da bexiga. Nesse experimento,
esta avaliacao foi empregada como uma medida do dano genético radioinduzido
por ser considerada como um marcador biolégico da quebra cromossémica e do
dano ao aparato mitético. Foram observados em ambos os tecidos avaliados uma
diminuicdo no numero de micronucleos com o aumento da dose de [ caroteno,
havendo uma protecdo maxima com 12 mg/kg administrada 5 dias antes da
irradiacdo. A agado protetora maxima da vitamina C foi observada tanto nos
eritrocitos da medula 6ssea quanto nas células esfoliadas da bexiga com uma
dose de 50-100 mg/kg/dia. Uma diminuicdo estatisticamente significante no
numero de micronucleos foi observada para uma dose minima de 100 mg/kg por
dia de vitamina E administrada oralmente antes da irradiacdo. As células
esfoliadas da bexiga foram protegidas pela vitamina E em todas as doses testadas
(50, 100 e 200), mas uma diferenca significante foi observada a 100 e 200 mg /kg.
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No grupo tratado com a mistura de vitaminas C, E e 3 caroteno foi observado
maior efeito protetor para ambos os grupos celulares estudados. Os resultados

desse estudo indicaram que a administracéo oral de vitaminas C, E e B-caroteno
pode exercer um efeito protetor contra o dano genético induzido, in vivo, pela

radiacdo gama.

Konopacka & Rzeszowska-Wolny, em 2001, avaliaram o efeito protetor das
vitaminas antioxidantes C, E e beta caroteno no dano ao DNA em culturas de
linfécitos humanos apds dose de radiacdo gama de 2 Gy. As culturas celulares
foram expostas a doses crescentes destas vitaminas, as quais foram adicionadas
antes e apos a irradiacdo. O dano ao DNA foi avaliado através do teste de
micronudcleos realizado 72 horas apés a irradiacao. Foi possivel observar que a
vitamina E presente a 5-10 pg/ml durante a irradiagdo diminuiu significativamente
0 numero de micronucleos quando comparado com o grupo controle e que doses
abaixo de 2 pg/ml nao influenciavam no nivel de dano cromossomal. Quando
adicionadas imediatamente apds a irradiagdo, s6 houve protecdo para as duas
maiores concentragées de 5 e 10 ug/ml. O B-caroteno diminuiu o niumero de
micronucleos radioinduzidos nas concentragdes testadas de 1 a 5 ug/ml quando
adicionado antes e ap0s a irradiacao, sendo que nesta ultima foi observado maior
efeito protetor. Foi observado efeito protetor nas culturas irradiadas na presenca
de vitamina C (1 pg/ml) e quando adicionada apés a irradiacdo houve protecéo
nas concentracoes testadas de 1, 5, 10 e 20 ug/ml. Os dados sugerem que o
efeito protetor das vitaminas testadas nesse estudo depende de suas
concentragdes assim como do tempo e sequéncia de aplicacao.

Manzi et al., em 2003, estudaram o efeito radioprotetor da vitamina E no
processo de reparacao tecidual em ratos. Os animais foram divididos em cinco
grupos: controle, no qual os animais sofreram apenas o procedimento cirurgico;

vitamina E, caracterizado por animais que sofreram o procedimento cirdrgico um
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dia apds a administracao intraperitoneal de trés doses, com intervalo de 48 horas,
de acetato de dl-alfa-tocoferil (vitamina E); irradiado, constituido por animais que
foram localmente irradiados com dose de 6Gy de radiacao de elétrons, trés dias
apds a realizacdo da ferida cirdrgica; vitamina E/irradiado, grupo no qual os
animais sofreram os mesmos procedimentos do grupo vitamina E e irradiado; 6leo
de oliva/irradiado, caracterizado por animais que sofreram o procedimento
cirurgico um dia ap6s a administracao intraperitoneal de trés doses, com intervalo
de 48 horas, de 6leo de oliva. A avaliagao foi realizada aos 4, 7, 14 e 21 dias ap6s
a confeccéao da ferida. Foi possivel observar que ndo houve diferenca morfoldgica
no processo de reparacao tecidual entre o grupo vitamina E/ irradiado e o grupo
controle em todos os tempos avaliados. Em relacdo ao grupo irradiado e éleo de
oliva/irradiado, o grupo vitamina E/irradiado apresentou um processo de reparacao
tecidual mais adiantado. Portanto, os autores concluiram que a vitamina E atuou

junto ao processo de reparacao tecidual como um eficiente radioprotetor.
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2. PROPOSICAO

Tivemos como objetivo neste trabalho avaliar o efeito radioprotetor da vitamina E
na fungédo salivar de ratos irradiados, bem como analisar a concentracdao de

proteina total na saliva.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the radioprotective effect of vitamin E in
salivary gland function, as well as analyze the total protein concentration. For this
purpose 90 male rats were used and randomly divided into 5 experimental groups:
control (1), in which animals received olive oil solution; irradiated olive oil (Il), in
which animals were irradiated with a single exposure dose of 15 Gy of gamma rays
to the head and neck region; irradiated (lIl), in which animals were only irradiated
with a single exposure dose of 15 Gy of gamma rays; vitamin E (IV), in which
animals received a tocopherol acetate solution but were not irradiated; irradiated
vitamin E (V), in which animals received o tocopherol acetate solution before
irradiation with a single exposure dose of 15 Gy gamma rays. The animals were
sacrificed 4, 8 hours and 30 days after the irradiation procedure. No differences
were observed in salivary volumes between the groups at 4 and 8 hours. At 30
days, the salivary volume in the animals pertaining to the irradiated olive oil group
was significantly reduced in relation to the control group. The irradiated group
presented significantly diminished salivary volume. In the salivary composition, no
significant differences were observed in the total protein content between the
groups studied. It was concluded that radiation had no effect on the total protein
content and that vitamin E protected the salivary function 30 days after irradiation.
Thus, vitamin E can be considered as a potential radioprotective substance.

Key Words: ionizing radiation, salivary glands, radiation-protective agents, vitamin

E.
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INTRODUCTION

Irradiation delivered to the head and neck is a common treatment for
malignancies and the radiation field frequently includes the salivary glands.
Exposure of the major salivary glands often results in severe alterations in
structure and function.'? Patients who receive radiation in cancer therapy may
complain about numerous side effects including xerostomia, dysphagia, taste
changes, high dental caries risk, difficulty in swallowing and speaking, which may
impair the patient’s quality of life.®

Saliva is essential for maintaining the oral cavity healthy.* Although salivary
glands should be considered to be radio-resistant, due to highly differentiated
cells,> when they are exposed to ionizing radiation, their function is rapidly
affected.’ It is accepted that the most affected and sensitive glands are the
parotids, while the submandibular and sublingual are somewhat more resistant.?"®
Serous cells are considered to be more radiosensitive than mucous cells, because
serous secretory granules are rich in transition metals such as Zn™*, Fe** and
Mn**, which may leak into the cytoplasm, causing autolysis and cell death.® At later
stages changes in salivary gland and reduction in salivary function was observed
for both parotid and submandibular glands within 3 months to 1 year.®

The effects of ionizing radiation are mediated by the formation of free
radicals, which are highly reactive, removing hydrogen atoms from fatty acids,

causing lipid peroxidation and consequently cell death.'® Vitamin E (a tocopherol)

is a natural component of cell membranes and is the strongest antioxidant of the
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tocopherols; it reacts quickly with peroxyl radicals and forms a a tocopheroxyl
radical, which interrupts the free radical chain reaction.” A wide range of
radioprotective effects associated with Vitamin E have been demonstrated, such as
preservation of the small bowel crypt, increase in the rate of the DNA repair
process'? and reduction in the number of micronuclei in human lymphocytes in
vitro.” In salivary glands, little is known about the radioprotective effect of vitamin
E." Reduction of the adverse effects of radiotherapy, such as decrease in salivary
function, will improve the quality of life for surviving patients. The aim of this study
was to evaluate whether supplementation with o tocopherol could diminish the
radiation-induced damage to major salivary glands, through salivary secretion
measurements, as well as to analyze the concentrations of total protein in saliva

after irradiation procedures.

MATERIAL AND METHODS

Male Wistar rats between 8 and 10 weeks old were used. They were kept in
polycarbonate cages under an alternating 12-h light dark cycle. Animals were
maintained on laboratory chow and water ad libitum. The animals were randomly
divided into five groups, each containing 6 animals: I-control (C) which received
three doses of 4 ml/kg of olive oil orally given 24, 48 and 72 hours before sham-
irradiation; ll-irradiated oil (I0) which received three doses of olive oil (4 ml/kg)
given orally 24, 48 and 72 hours before the irradiation; lll-Irradiated (1) in this group

the animals were only irradiated; IV-Vitamin E group (VE), where the animals
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received three doses of vitamin E (360mg/kg) given orally 24, 48 and 72 hours
before sham—irradiation procedure and V- Vitamin E Irradiated Group (VE 1), in this
group the rats received three doses of vitamin E (360 mg/kg) given orally 24, 48
and 72 hours before the irradiation procedure. Thirty minutes before the actual and
sham irradiations, the animals were weighed and anesthetized by an intramuscular
injection of ketamin chlorhydrate (0.1 mg/kg) and xylazin (0.05mg/kg), and then
placed on the table with a 3mm lead to protect the body, so that only the head and
neck regions were exposed. The irradiation field corresponded to 30 x 30 cm. The
animals were irradiated with ®° Co with a single acute exposure of 15 Gy delivered
by an Alcion CGR Il (Siemens) with an output of 84 cGy/min at 80 cm and
operating with energy of 1.25 MeV. Control animals (I and IV) were anesthetized
but not irradiated (sham irradiated). All irradiation was done between 9:00 a.m. and
11:00 a.m. (Table I).

Stimulated whole saliva was collected 4, 8 hours and 30 days after
irradiation, in order to evaluate the early and late effects of radiation on salivary
secretion after irradiation procedures. Prior to this procedure, the animals were
weighed and anesthetized with 30mg/kg pentobarbital (ip). Salivary secretion was
stimulated with pilocarpina HCI (Sigma Chemical Co., St Louis, MO). As soon as
flow was noted, the whole saliva was collected for 30 minutes into pre-weighed
tubes. The volume of saliva secreted was estimated by weight, assuming that the

specific gravity of saliva is 1.0 g/cm®. The period between injection of pilocarpine
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and the examination of the first drop of saliva in the pre-weighed cups was defined
as the lag phase.”

The sialochemical analyses were performed for total protein in the saliva
samples. All samples were kept on ice until analyses. Protein concentration in
saliva was determined by the Lowry method.'®

For statistical analysis, data were initially evaluated using ANOVA.
Significant differences were resolved with the Tukey test, with significant p-value <

0.05.

RESULTS

No signs of oral mucositis were observed, although the mucosa showed a
slight hyperemia in some irradiated animals. All animals gained weight after
irradiation, but the weight increase rate was lower in irradiated rats compared to
the control and non-irradiated rats. The lag phase duration was quite similar
between the 4 and 8 hour groups and markedly increased at 30 days after
irradiation in groups Il and Ill. At this time, the irradiated group pre treated with
vitamin E showed the shortest lag phase.

In the periods of 4 and 8 hours after stimulated salivary secretion, a
reduction was observed in the volume of saliva in the irradiated group (lll) when
compared to the sham-irradiated control (I), but there were no significant
differences between the groups at these times. A slight but not statistically

significant increase in salivary secretion could be observed at 8 hours, between the
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irradiated groups that received treatment with olive oil (lI) and vitamin E (V). There
were no significant differences in the volume between all the groups at 4 and 8
hours after irradiation (Table 2).

At 30 days, the salivary secretion in the un-treated irradiated group (lll) was
significantly reduced when compared to the control (), V.E (IV) and V.E Irradiated
group (V). These groups presented similar salivary volume. Group Il pre-treated
with olive oil presented lower values than the control (l), Vitamin E (IV) and
Irradiated pre-treated with vitamin E (V) groups, being significant only for the
control group (). This group |l pre-treated with olive oil, showed a saliva volume
similar to that of the irradiated group (lIl). At this time, just the only-irradiated group
(1) presented the most accentuated reduction. The data was able to demonstrate
that salivary secretion was preserved by treatment with vitamin E prior to irradiation
(Figure). In saliva composition there were no significant differences in total protein
(table 3) measurements between the groups studied. The constituent measured
showed significant reduction only at 4 hours for all the groups examined, after that

the values increased and became stable.

DISCUSSION

In this research we used the rat model, because of its convenience and
because the fluid and protein secretion mechanism, and because of the rapid
reduction in salivary flow after irradiation is quite similar with the human salivary

glands."’
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The short and later term effects of irradiation on the salivary glands are
observed in a dose dependent manner after exposure to ionizing radiation.
Because salivary glands are frequently included in the radiotherapy field for the
treatment of head and neck malignancies, their function is rapidly impaired.”'® In
this study, an acute and relatively high dose of 15 Gy of gamma rays was used to
test the properties of vitamin E as a radioprotector, as it presents clinical relevance,
since it was previously demonstrated that a saturation of the irradiation effects, at a
dose of about 15 Gy,'? starts to induce salivary gland dysfunction.

As can be seen in the English language literature, numerous researches
have examined salivary gland function after irradiation and the different results
found are due to the number of different techniques and experimental procedures
used. The reduction in salivary function can be observed early after an acute dose
to the head and neck region. Functional studies have demonstrated early
alterations in function as early as 0.5 and 1 hour later, being significantly different
only at 24 hours after irradiation.'® Similarly, in the present study, a reduction, not
significant however, was observed in the volume of whole saliva at 4 and 8 hours
between the irradiated (lll) and control sham-irradiated (I) group. However, at 30
days after ionizing radiation exposure there was a marked reduction in salivary
secretion in the groups pre-treated with olive oil and non-treated irradiated groups
(Il and 1), when compared with control (I) and vitamin E (IV) sham-irradiated

groups.
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After 2 weeks of the irradiation procedure, the parotid flow remains reduced
after 11 days, but similar alterations are also noted in the non-irradiated group with
a diet similar to that of the irradiated group, concluding that these alterations are
not directly related to the radiation damage, the effect of restriction of food and
water intake being apparent, and causing the oropharyngeal syndrome. In contrast,
submandibular/sublingual flow rates are basically unaffected by 15 Gy or diet
restrictions during the period studied,® confirming that these glands are relatively
radioresistant.” ' On the other hand, a reduction in both parotid and
submandibular salivary function was observed 40 days after a dose of 15 Gy.?°
Furthermore, when evaluated over a 3-12 month period, both parotid and
submandibular salivary glands, showed similar reduction in function, with doses
ranges from 2.5 to 15 Gy, but the dramatic effects were observed earlier at 3
months for both glands, and persisted up to 12 months after 15 Gy of X irradiation
to the head and neck.® Thus, it seems probable that when evaluated at later times,
both parotid and submandibular glands present a similar structural and functional
damage. The long term damage could be related with the involvement of the DNA
targets in salivary glands, which result in a reproductive cell death.>'” In this study
alpha tocopherol was used, because of its higher biological activity and anti-
oxidative properties.

A number of antioxidant agents have been used in attempting to minimize
the side effects caused by radiotherapy in the head and neck region, mainly the

7,21-23

damage done to salivary glands, and among these agents is vitamin E. The
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exact metabolism of vitamin E is unknown. The main function is to react with
peroxyl radicals and form an alpha tocopheroxyl radical, interrupting the lipid
peroxidation chain reaction."’ Its antioxidant action is to protect the cellular
membrane from oxidative damage by free radicals.”" A significant reduction in the
frequency of micronuclei formation in bone marrow cells of mice exposed to
gamma rays was observed by Sarma and Kesavan® when these animals received
vitamin E orally prior to radiotherapy. Furthermore, Konopacka et al'?
demonstrated a great reduce in radiation induced genetic damage by oral
administration of vitamins C, E and beta carotene immediately after radiation
exposure, suggesting a DNA repair mechanism in irradiated lymphocytes. A
radioprotective effect provided by vitamin E administered intralumenally was noted

by Felemovicius et af'®

, Who observed significant preservation of the small bowel
crypt. The authors suggest that the use of oral vitamin E as a radioprotective drug
could solve some of the problems encountered earlier in the development of a
practical and safe pharmacologic regimen. The alterations in salivary secretion and
saliva composition caused by irradiation are less severe if vitamins, such as «a
tocopherol and 3 carotene, are administered daily in the rats’ diet shortly before
and during irradiation.™ In the present study, similar protection was observed,
because the maximum salivary reduction in the irradiated groups (Il and Ill) was

achieved 30 days after irradiation and the group pre-treated with vitamin E (V)

showed significantly less pronounced damage. Thus, a protection given by this
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antioxidant vitamin may be advocated. Supraphysiological doses of vitamin E have
been proposed as a potential radioprotector; high doses of this antioxidant have no
adverse side effects.'® In the present research, 360mg/kg given orally 24, 48 and
72 hours before irradiation procedure was administered, and no alterations or side
effects were observed in the rats studied.

The constituent measured, such as total protein, showed significant
reduction only at 4 hours for all the groups examined, there being no significant
differences between irradiated and non-irradiated groups; after that, the values
increased and became stable. Protein concentration in whole rat saliva is about 13
to 18 mg, four to five times that of whole human saliva.?® No significant differences
in the total protein measured in whole saliva were found between irradiated and

"® who

control animals for all the times evaluated. This is similar to Nagler et a
previously reported similar results of total protein content in both submandibular
and parotid flow for 24 hours after irradiation. Furthermore, Nagler et af showed
that there was no difference in the mean total protein concentration after 2 months
of irradiation between control, irradiated and Zn-DFO pre-treated animals.
Differently, Nagler et a® making qualitative and quantitative analysis of the parotid
salivary protein composition after doses ranging from 2.5 to 15 Gy, showed no
qualitative changes but significant quantitative reductions at 3 days, 3 and 9
months. For the submandibular glands there is no alteration at any dose or at any

of the times studied. These differences in total protein values may be explained by

the different methods and techniques used in each experiment. Mossman et af’
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using three different methods, such as Lowry, Waddell and Warburg and Christian
to estimate total protein in parotid salivary secretion in humans shows a 60%
decrease in total protein secretion after 1 week. This date suggest that the
radiation treatment did not affect the parotid salivary constituents equally. Thus,
each of the methods is sensitive to a different type of protein.

The severe oral mucositis, reduction in food and water intake and
mastication presented in animals that developed the oropharyngeal syndrome,®2®
could be associated with a diminished total protein content in the parotid gland and
salivary gland hypofunction.®?° In the present study, the irradiated animals did not
present signs of mucositis, so no reduction in mastication was observed, which is
consistent with the body weight. Although this rate of increase was lower compared
to the controls, the irradiated animals gained weight during the experiment. Thus
these data may explain the similarity of the protein content between irradiated and
non-irradiated animals.

In conclusion, radiation did not have any effect on the total protein content of
saliva. Furthermore, a significant protection of the salivary flow could be noted 30
days after irradiation in the group pre treated with vitamin E and irradiated. Based
on these results, the vitamin E seems to have an important radioprotective effect
on salivary function, further investigations being necessary in the future with regard

to its application in humans.
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Table 1- Summary of the different experimental groups used in this study

Groups

No of rats Irradiation dose

Treatment

Control-Olive Qil (1)

Irradiated O Qil (11)
Irradiated (III)
Vitamin E (1V)

Irradiated Vitamin E (V)

6 No
6 15 Gy yrays
6 15 Gy yrays
6 No
6 15 Gy yrays

4 ml/kg olive oil
4 ml/kg olive oil
No
360mg/kg o tocopherol acetate

360mg/kg o tocopherol acetate
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Table 2- Mean salivary volume stimulated by pilocarpine, in milliliters (ml), of the

different groups of rats (n=6) according to evaluated times*

Group

Control-Olive Qil (1)
Irradiated O QOil (II)
Irradiated (III)
Vitamin E (1V)
Irradiated Vitamin E (V)

Time
4 h 8h 30d
1.54 (0.38) 1.04 (0.38)aA 1.06 (0.38) a
1.22(0.30)aA 1.42(0.78)aA 0.54 (0.30) bc B
1.34 (0.23)aA 1.00(0.30)aA 0.31(0.09)c
1.06 (0.13)aA 1.02(0.32)aA 0.98(0.49)ab A
1.18(0.35)aA 1.19(0.55)aA 0.73(0.24)ab A

*Means followed by different lower case letters in the column and capital letters in

the line differ statistically among them, with significant p-value of 5%, by the Tukey

test
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Table 3- Mean total salivary protein content stimulated by pilocarpine, in
milligrams/milliliters (mg/ml), of the different groups of rats (n=6), according to

evaluated times*

Group Time
4h 8 h 30d
Control- Olive Oil (I) 6.9 (2.33)aB 13.4 (4.01) aA 13.0(6.04)a A
Irradiated O Oil (1) 55(2.16)aB 10.3(4.81)aA 8.0(2.39)aA
Irradiated (l11) 5.2(1.30)a B 11.3(5.06) a A 11.7(2.37)a A
)aB (4.07)
(7.91)

Vitamin E (1V) 8.3 (1.27 11.6 (4.07)aA 9.9 (2.87)aA
Irradiated Vitamin E (V) 6.0(2.17)aB 13.8(791)aA 12.6(7.27)aA

*Means followed by different lower case letters in the column and capital letters in
the line differ statistically among them, with significant p-value of 5%, by the Tukey

test
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Legend

Figure- The graph shows the mean salivary volume stimulated by pilocarpine of the
different groups of rats (I-Control-Olive oil; ll-Irradiated Olive Qil; lll-Irradiated; 1V-

Vitamin E; V-Irradiated vitamin E), according to evaluated times.
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4. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

a- A vitamina E foi eficiente como radioprotetor na funcao salivar 30

dias apos a irradiagéao.

b- A concentracao de proteina total da saliva ndo se alterou apés a
irradiacao.
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ANEXO 1

Figura 1: Frasco de 6leo de oliva (a esquerda) e pé de acetato de
alfa tocoferol (a direita).

Figura 2: Administracao de vitamina E por via enteral
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Figura 3: Ratos devidamente posicionados para o procedimento de

irradiacao da regido de cabeca e pescoco

Figura 4: Visdao mais detalhada dos ratos posicionados para o

procedimento de irradiacdo da regiao de cabeca e pescogo
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Figura 5: Frasco contendo Pilocarpina HCI (Sigma, Aldrich Co)

Figura 6: Administracao via intraperitoneal de solugcéo de pilocarpina
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Figura 7: Ratos devidamente posicionados para coleta de saliva
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 600-1, sobre "AVALIACAO DO EFEITO
RADIOPROTETOR DE VITAMINA E EM GLANDULA PAROTIDA DE RATOS
IRRADIADOS" sob a responsabilidade de Prof.Dr. Pedro Duarte Novaes/Flavia

Maria de Moraes Ramos estd de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacédo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacio Animal
(CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de 03 de Qutubro de 2003.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 600-1, entitled "EFFECTIVENESS OF VITAMIN E
AS RADIOPROTETOR IN SALIVARY GLANDS OF IRRADIATED RATS", 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 October 3, 2003. ~
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