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RESUMO

A saliva, secrecdo produzida pelas glandulas salivares, ¢ de vital importincia a
manuten¢do da satde bucal. Com o avangar da idade, as glandulas salivares sofrem mudancgas
estruturais e funcionais. A exposi¢do das mesmas, durante tomadas radiograficas de interesse
odontologico, também pode gerar algum tipo de alteracdo. Assim sendo, o objetivo deste
estudo foi avaliar as alteragcdes morfoldgicas e morfométricas das glandulas pardtidas de
camundongos submetidos a radiacdo X ao longo do envelhecimento. Para tanto, selecionou-se
20 animais que posteriormente foram divididos aleatoriamente em dois grupos, sendo um
teste (10 animais) e outro controle (10 animais). Os camundongos do grupo teste foram
expostos a 0,12Gy semanais durante 30 semanas, enquanto que os camundongos do grupo
controle foram submetidos as mesmas condigdes, excetuando-se a exposicdo a radiacio.
Transcorridas as 30 semanas, os animais foram mortos, apds a remocdo das glandulas
pardtidas. Essas foram processadas, cortadas e coradas pela técnica histoquimica de H/E.
Andlises qualitativa e quantitativa foram realizadas para verificar a existéncia de possiveis
diferencgas entre as pardtidas pertencentes aos animais do grupo teste em relacdo as mesmas
do grupo controle. Através dos resultados obtidos, por meio da metodologia empregada neste
estudo, concluiu-se que ndo houve alteracdes morfoldgicas e morfométricas substanciais nas

glandulas pardtidas de camundongos expostos a radiagdo X durante o envelhecimento.

Palavras-chave: radiagdo X, camundongos, glandula parétida, envelhecimento, morfologia.



ABSTRACT

The saliva, secretion produced by salivary glands, has the most important to oral
health maintenance. In aging, the salivary glands have structural and functional changes. The
exposition of the glands during radiographic exposure with odontologic interest also can make
some kind of alteration. So, the aim of the present study was to evaluate the mice parotid
glands morphologic and morphometric alterations proposed to X radiation, at the aging. For
this, was selected 20 animals, which were have aleatory divided in two groups, one test (10
animals) and other control (10 animals). The mice test group were exposed to 0,12 Gy weekly
during 30 weeks, while the mice control group were submitted to the same conditions, except
to X radiation. Past 30 weeks, the animals were been killed after the displacement of the
parotid glands. These were process, cut and colored by H/E histochemical technique.
Qualitative and quantitative analisys were released to see the existence of possible differences
between the parotids from the animals test group in relation to the same of control group.
Through the obtained results, by the methodology used in this study, was concluded that there
is no morphologic and morphometric essential alterations in the mice parotid glands that were

exposed to X radiation during their aging.

Keywords: X radiation, mice, parotid gland, aging, morphology.
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1. INTRODUCAO

As glandulas salivares sdo glandulas exdcrinas, fazem parte do trato digestivo, e sua
funcdo ¢ a produgdo da saliva. A saliva tem importancia vital para a manutencdo da satde
bucal, uma vez que ¢ a responsavel pela protecdo da cavidade bucal através da lubrificacao,
formacgao de pelicula adquirida e manuten¢do de um pH adequado. Essa também tem relagao
com o crescimento e a maturacdo dos corpusculos gustativos, devido a presenca da proteina
gustina. Possui, ainda, acdo antimicrobiana por meio das enzimas lisozima e lactoferrina, além
da presen¢a da imunoglobulina IgA. Auxilia na matura¢do do esmalte dentario pela difusdo de
ions durante a fase pos-eruptiva. Por fim, estd relacionada com a reparagdo tecidual, pois
contém o fator de crescimento epidérmico (AVERY, 2001; TEN CATE, 2001; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

Dentre as glandulas salivares maiores, a pardtida contribui com 25% da secregao
salivar. Esta situada extra-oralmente, sua secrecdo ¢ do tipo serosa e seu parénquima
funcional ¢ formado por uma rede bem estabelecida de ductos e estruturas secretdrias do tipo
acinar (KATCHBURIAN; ARANA, 1999; TEN CATE, 2001).

Sao largamente demonstrados pela literatura, os efeitos maléficos que a exposicao aos
raios X determinam no metabolismo celular (PRO RAD.,1998; PASLER; 1999;
LANGLAND; LANGLAIS, 2002; WHAITES, 2003).

Em um exame radiografico panoramico, a glandula parétida recebe a maior dose de
radiagdo quando comparada com as demais glandulas salivares maiores (UNDERHILL et al.,
1988). A parotida ¢ tida também como a glandula mais radiossensivel, dentre as glandulas
salivares maiores (CHERRY; GLUCKSMANN, 1959; ITO, 1964; VISSINK et al., 1990;
NAGLER; BAUM; FOX, 1993 e 1996; COPPES et al., 1997). Preston- Martin; White (1990)

constataram que 15% dos casos de cancer de pardtida foram atribuidos a exposi¢do aos raios
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X com finalidade de diagnoéstico, sendo que desses, 85% provinham de radiografias dentais.
White (1992) também observou associacdo entre tumores de glandulas salivares e radiografias
odontologicas, constatando relagdo entre individuos que receberam doses cumulativas de 0,5
Gy ou mais na pardtida e o aparecimento de tumores na mesma.

A aplicacdo de raios X na Odontologia ¢ bastante difundida, a ponto de ser
responsavel por 20% do numero total de exames radiograficos realizados no Brasil
(YANCOVENCO, 2001).

Sabendo-se que existem varios fatores que podem alterar o fluxo e a producao salivar,
dentre eles o envelhecimento, o uso de alguns tipos de medicamentos, o alcoolismo, a
diabetes, ¢ a exposicdo a tratamentos radioterapicos (RAJAKUMAR; KOLLER;
SCARPACE, 1992; FIELD; SCOTT, 1993; LIMA et al., 2001; CARDA et al., 2005) buscou-
se investigar o efeito morfoldgico e morfométrico de doses baixas e cronicas de radiagdo X,

em glandulas pardtidas de camundongos durante o envelhecimento.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 GLANDULAS SALIVARES

2.1.1 Generalidades

A saliva, imprescindivel para a manutengdo da satde bucal, ¢ constituida basicamente
pela secrecdo das glandulas salivares, células orais descamadas, leucécitos, microorganismos
e seus produtos, fluido do sulco gengival e restos alimentares. As glandulas salivares podem
ser classificadas conforme seu tamanho em maiores e menores. Ha trés pares de glandulas
salivares maiores — parotida, submandibular e sublingual — responsaveis por 85% a 90% da
secrecao salivar. O restante da saliva é produzido pelas glandulas salivares menores que sao
aproximadamente em numero de 1000, dispersas pela cavidade bucal (BHASKAR, 1989;
AVERY, 2001; TEN CATE, 2001).

A saliva ¢ importante, pois contém glicoproteinas que promovem a lubrificacdo das
mucosas, protegendo-as contra injurias quimicas, térmicas e mecanicas. Inicia a digestdo de
carboidratos e lipidios através das enzimas amilase e lipase lingual, produzidas pelas
glandulas parotidas e linguais serosas, respectivamente. Também ¢é responsavel pela presenca
na cavidade bucal de IgA, lisozima e lactoferrina, importantes barreiras de acdo
antimicrobianas. Auxilia na integridade dos dentes através da formacao da pelicula adquirida,
tamponamento e limpeza mecanica das superficies. Por fim, parece ser coadjuvante na
reparagdo tecidual devido a presenca do fator de crescimento epidérmico (EGF) (THESLEFF
et al., 1988; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

As glandulas salivares apresentam heterogeneidade muito acentuada quando
comparadas na escala animal. Estdo ausentes nos peixes, primitivas nos anfibios, organizam-

se nos répteis e atingem a maior diferenciagdo nos mamiferos (FAVA-DE-MORALIS, 1969).
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O desenvolvimento de todas as glandulas salivares ¢ semelhante. A parétida humana
tem o inicio de sua formacdo entre a quarta e a sexta semana de vida intra-uterina com a
proliferacdo de corddes epiteliais que penetram no ectomesénquima adjacente, ramificando-se
e originando corddes so6lidos. Esses desenvolvem uma luz em seu interior dando origem aos
ductos e, posteriormente, as por¢des secretoras terminais. Para uma continua proliferacdo dos
corddes epiteliais ¢ indispensavel a presenca de filamentos de actina, colageno tipo I, [l e IV,
laminina e proteoglicanas no tecido ectomesenquimatico (HARDMAN; SPOONER, 1992;
KATCHBURIAN; ARANA, 1999).

A maturagdo das glandulas salivares maiores difere quando comparada entre humanos
e animais. Nos humanos, desenvolvem-se extensamente durante os estdgios embrionarios,
estando completamente funcional ao nascimento. Em animais, este desenvolvimento ocorre
basicamente apos o nascimento. A maturacdo da glandula parétida de um rato, por exemplo,
da-se dentro das duas primeiras semanas de vida (BURFORD-MASON; NORBERG;
DARDICK, 1996).

As glandulas salivares sao formadas de elementos parenquimatosos sustentados por
tecido conjuntivo. A estrutura do parénquima deriva do ectoderma e ¢é constituida por
unidades secretores terminais (acinares, tubulares ou mistas) e por um sistema de ductos
(intercalares, estriados e excretores terminais). O tecido conjuntivo, que forma o estroma
glandular, serve para dar sustentagdo ao parénquima, além de conter vasos sanguineos e
nervos. Esse forma uma cépsula em torno das glandulas salivares maiores, dividindo grupos
de unidades secretoras e ductos em lobulos e lobos. O estroma ¢ formado por células tipicas
de um tecido conjuntivo frouxo, ou seja, fibroblastos, macréfagos, mastocitos, alguns
leucdcitos e plasmocitos; matriz celular (fibras coldgenas tipo I) e substancia fundamental

(proteoglicanas e glicoproteinas) (KATCHBURIAN; ARANA, 1999; TEN CATE, 2001).
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2.1.2 Parénquima glandular

O parénquima glandular ¢ freqiientemente comparado a um cacho de uvas, onde as
unidades secretores terminais sdo as uvas € os ductos, os caules. As unidades secretoras
possuem grande diversidade quanto ao tamanho, a forma e a quantidade de células. Podem ser
constituidas por células serosas, mucosas ou, na presenga de semiluas, por ambas. Em cortes
histolégicos costumam aparecer como estruturas circulares, tubulares e poligonos
multilobados. Normalmente as células serosas aparecem sob a forma circular, formando
acinos, enquanto que as células mucosas tendem a se arranjar em forma de tibulos. A unidade
secretora terminal possui também um outro tipo de célula, as mioepiteliais que, embora nao
tenham fungdo secretora, estdo presentes nesta estrutura (MARTINEZ-MADRIGAL;
MICHEAU, 1989; KATCHBURIAN; ARANA, 1999; BERKOVITZ, 2004).

As células serosas sdo especializadas na sintese, no armazenamento e na secre¢io de
proteinas. Alguns autores ndo as consideram serosas puras, pois, além da producdo de
proteinas, ha uma glicosilagdo dos aminodacidos, tornando-as seromucosas. Essas células tém
forma piramidal com seu apice voltado para o limen, possuem nucleo esférico localizado no
terco basal e coram-se intensamente pela hematoxilina, dando-lhe uma caracteristica basoéfila
(BHASKAR, 1989; TANDLER; PHILLIPS, 1993; KATCHBURIAN; ARANA, 1999;
AVERY, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

As células mucosas exibem caracteristicas de células secretoras de muco, contendo
glicoproteinas importantes para a funcdo de lubrificagdo. Essas podem assumir aspectos
distintos conforme o estagio de seu ciclo funcional. Apresentam-se com formato cilindrico ou
piramidal e com nucleo achatado ou esférico contra a periferia da célula (TANDLER, 1993;
TEN CATE, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Um terceiro tipo celular encontrado nas glandulas salivares s3o as células

mioepiteliais. Essas se encontram interpostas entre a lamina basal e a membrana plasmatica
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das unidades secretoras terminais € dos ductos intercalares. Seu citoplasma assemelha-se ao
das células musculares lisas, contendo numerosos filamentos de actina e miosina, assim como
corpos densos. Possuem funcdo contratil, auxiliando no esvaziamento das secregdes
(MARTINEZ-MADRIGAL; MICHEAU, 1989; KATCHBURIAN; ARANA, 1999).

No sistema de ductos, as terminagdes secretoras se continuam com os ductos
intercalares que se unem para formar os ductos estriados. Ambos sdo ductos intralobulares,
devido a sua localizagdo. Os ductos estriados convergem para ductos maiores localizados nos
septos de tecido conjuntivo, onde se tornam ductos extralobulares ou excretores terminais
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Este sistema bem definido de ductos, além de conduzir a saliva a cavidade bucal, tem a
importante fun¢do de modificar seu teor i0nico, tornando-o hipotonico em relagdo ao fluido
sanguineo. Esta modulagdo ocorre principalmente nos ductos estriados e terminais. Os ductos
intercalares possuem o encargo da conducdo do fluido, além do importante papel de
reservatorio de células tronco. (AVERY, 2001; BERKOVITZ, 2004).

Os ductos intercalares sdo os menores ductos do sistema, sendo os mais proximos, as
unidades secretoras, constituindo-se desta forma a continuagdo do lumen. Apresentam
revestimento epitelial formado por uma unica camada de células clbicas baixas, nticleo
central e citoplasma escasso. Os ductos intercalares sdo mais proeminentes em glandulas
salivares com secre¢do serosa sendo, portanto, mais freqiientes na parétida. Através da técnica
da imunofluorescéncia, foi constatada a presenga de lisozima e lactoferrina, importantes
enzimas antibacterianas, no citoplasma das células destes ductos (KATCHBURIAN;
ARANA, 1999; TEN CATE, 2001).

Os ductos estriados sao revestidos por células colunares com nucleo central e
citoplasma que se cora intensamente com eosina dando-lhe uma caracteristica extremamente

acidofila. Ao microscopio eletronico de transmissdo, observam-se numerosas invaginacdes
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profundas da membrana plasmatica juntamente com mitocondrias de grande tamanho,
caracteristicas de células envolvidas na fung¢do de transporte ativo. Numerosos vasos
sanguineos de pequeno calibre encontram-se adjacentes aos ductos estriados, estando
relacionados as trocas idnicas da secrecdo que passa por sua luz. A secre¢do proveniente dos
ductos intercalares é isotonica em relagdo ao plasma sanguineo, com alta concentragdo de Na"
e Cl" e baixa concentragdo de K'. Apos passar pelos ductos estriados, a saliva torna-se
hipotonica, com baixa concentracdo de Na“ e Cl e alta concentragio de K'. Os ductos
excretores tém a estrutura modificada conforme se aproximam de sua abertura para a cavidade
bucal. Apresentam primeiramente células pseudo-estratificadas alternadas com basais
pequenas. Ao chegarem ao estroma, na por¢do interlobular, o epitélio torna-se estratificado
alternando com células caliciformes que acrescentam conteitdo mucoso a saliva
(MARTINEZ-MADRIGAL; MICHEAU, 1989; ROSS; REITH; ROMRELL, 1993;

KATCHBURIAN; ARANA, 1999).

2.1.3 Estroma Glandular

O estroma das glandulas salivares é constituido pelo mesmo tipo de células dos tecidos
conjuntivos do organismo. Além de dar sustentacdo ao parénquima, da passagem a vasos
sanguineos e nervos. Desempenha, ainda, importante papel na interagdo constante com o
epitélio (KATCHBURIAN; ARANA, 1999; TEN CATE, 2001; MOROTOMI et al., 2005).

O suprimento sanguineo ¢ dado por uma ou mais artérias que, ao entrarem na
glandula, ramificam-se formando inimeros capilares. Esses percorrem a glandula no sentido
inverso dos ductos. A maior concentragdo de capilares aparece nos ductos estriados
responsaveis pelas trocas idnicas. O retorno venoso ¢ realizado por vénulas e veias que
drenam diretamente para a periferia da glandula (KATCHBURIAN; ARANA, 1999; TEN

CATE, 2001).
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A inervagdo das glandulas salivares ¢ feita por nervos secretores motores pos-
ganglionares de ambas as fontes do sistema nervoso autdnomo (simpatico e parassimpatico).
O estimulo parassimpatico normalmente produz uma secrecao abundante de saliva aquosa, ao
passo que o simpatico produz uma saliva mais viscosa, rica em material organico. Os nervos
que penetram nas glandulas salivares seguem os vasos sanguineos e ramificam-se em feixes
menores até formarem um feixe final adjacente ao parénquima. Além da regulacdo nervosa,
alguns hormonios, tais como: estrogenos, glicocorticoides e peptidicos, também podem
exercer controle sobre a fungdo glandular (BHASKAR, 1989; KATCHBURIAN; ARANA,

1999; TEN CATE, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

2.1.4 Glandula Pardtida

A parétida, maior glandula em volume dentre as glandulas salivares maiores, contribui
somente com 25% do total da saliva. Localiza-se anterior a0 meato acustico externo, abaixo
do arco zigomatico e latero-posteriormente ao ramo da mandibula ¢ ao musculo masséter.
Seu ducto excretor terminal encontra-se na cavidade bucal na altura do segundo molar
superior ¢ denomina-se ducto de Stenon. O suprimento sanguineo desta glandula ¢ feito pela
artéria carotida externa enquanto que o retorno venoso da-se por meio de veias que confluem
a jugular externa. A inervagdo ocorre através do nervo auriculo temporal e do plexo simpatico
da carétida externa (KATCHBURIAN; ARANA, 1999; AVERY, 2001).

No estudo de Fava-de-Morais (1969), foi observada a presenca de dois tipos de
adenomeros nas glandulas paroétidas de roedores, sendo um constituido por células serosas e
outro, por seromucosas. Também foi constatado, neste mesmo estudo, que 84% do
parénquima ¢ constituido por células serosas ou seromucosas fazendo assim com que o0s

ductos perfagam uma parte minoritaria desta estrutura glandular.
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Também em humanos, as unidades secretoras terminais da pardtida sao basicamente
do tipo acino, constituidas por células serosas ou seromucosas (TEN CATE, 2001).

A parédtida é constituida por acinos de forma piramidal, com nucleos esféricos
localizados na regido basal. A por¢do basal do citoplasma cora-se intensamente por apresentar
caracteristica basofila e, em alguns cortes, pode ser observada a presenca de granulos de
secrecdo. Além de secretar proteinas e pequena quantidade de carboidratos, a pardtida
também contém granulos de zimogénio, precursores da enzima amilase. Os ductos
intercalares sdo extensos € numerosos, razdo pela qual aparecem em grande quantidade,
quando examinados pela microscopia de luz. Os ductos estriados também se apresentam bem
desenvolvidos. O estroma contém alguns acimulos de tecido adiposo em seu interior, que
aumentam com o passar da idade (MARTINEZ-MADRIGAL; MICHEAU, 1989;
KATCHBURIAN; ARANA, 1999; AVERY, 2001).

Takada, Aiyama e Ikeda (2001), trabalhando com parétidas de ratos, observaram uma
modificacdo no fenotipo glandular durante o desenvolvimento desses animais. Eles
constataram que células mucosas observadas precocemente na vida pds-natal eram quase que

totalmente convertidas em células serosas ao longo do envelhecimento.

2.1.5 Glandulas Salivares e Envelhecimento

Todos os tecidos e 6rgios do corpo sofrem mudancas com a idade, alguns mais
expressivamente que outros. As glandulas salivares ndo sdo excecdo e também sofrem
complexas alteragdes estruturais com o passar da idade. A natureza e a extensdo dessas
mudangas tém variagdes € ndo consistem em regras gerais para todos os tipos de glandulas,

nem para todos os tipos de espécies (FIELD; SCOTT, 1993).
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2.1.5.1 Alteracdes das Glandulas Salivares Humanas com a Idade

Quando comparadas as glandulas salivares maiores de pessoas jovens e senis, pode-se
observar uma progressiva disparidade no tamanho e na forma dos 16bulos. Com o aumento da
idade, ha evidéncias de atrofia acinar e aumento na quantidade de tecido adiposo e conjuntivo
envolvendo a glandula. Os ductos apresentam-se dilatados e hiperplasicos, devido a presenga
de gordura, de «células de tecido conjuntivo e inflamatérias em seu interior
(WHATERHOUSE et al, 1973; SCOTT, 1976; SCOTT, 1977; KURASHIMA,;
HIROWAKA, 1986; MARTINEZ-MADRIGAL; MICHEAU, 1989).

Conforme o estudo de Scott (1977), pode-se observar dois tipos basicos de
inflamagdes cronicas focais advindas com a idade. A primeira denominada adenite obstrutiva
focal que apresenta alteragdo e/ou perda de acinos, dilatagdo ou hiperplasia dos ductos, fibrose
e infiltrado de células inflamatdrias cronicas. A localizagdo preferencial dessas alteragdes da-
se com mais freqiiéncia na periferia dos 16bulos. O outro tipo de inflamagdo cronica por ele
descrita ¢ a adenite linfocitica focal que se caracteriza pela coleciao de linfocitos e histidcitos
junto ao tecido conjuntivo principalmente circundando ductos intra e extralobulares e vasos.

As alteragdes estruturais das glandulas pardtidas humanas relacionadas a idade sdo
menos evidentes quando comparadas as submandibulares, principalmente no que diz respeito
a perda de parénquima funcional, que ¢ menos severo, e na quantidade de tecido adiposo. A
parétida ¢ uma glandula que apresenta adipocitos em todas as idades com larga variagao de
intensidade entre sujeitos da mesma faixa etaria e entre diferentes lobulos da mesma glandula.
A simples presencga de extensiva quantidade de tecido adiposo intralobular na paroétida, nao
pode ser considerada como diagnostico de desordem sist€émica. O parénquima apresenta
acinos desiguais em tamanho, forma, densidade e capacidade de coloragdo. A atrofia acinar
parece ser mais marcante a partir da sétima década de vida, com aparente encolhimento e

degranulacdo dos acinos. Assim como as demais glandulas salivares maiores, a parotida



25

apresenta um aumento na quantidade de oncocitos, tecido conjuntivo e adiposo com o
aumento da idade. Adipocitos primeiramente acumulados junto aos septos de tecido
conjuntivo passam a espalhar-se para o parénquima. Aumento de tecido linféide também ¢
observado. Alguns estudos relatam ainda a presenga de granulos de lipofucsina localizados
em células acinares e em algumas células ductais (WATERHOUSE et al., 1973; SCOTT,
1976 e 1977, KURASHIMA; HIROWAKA, 1986; FIELD; SCOTT, 1993). Conforme
Waterhouse et al. (1973), esses granulos aparecem com a idade e representam o produto final

do metabolismo acumulado dos lisossomos.

2.1.5.2 Alteragoes das Glandulas Salivares em Animais com a Idade

Observagdes em animais de laboratdrio, como ratos € camundongos, sugerem que as
mudangas histoldgicas relacionando a idade com as glandulas salivares sdo menos acentuadas
nesses quando comparados a humanos. A maioria dos estudos relata basicamente mudangas
degenerativas do parénquima funcional seguidas pelo aumento da quantidade de tecido
conjuntivo, adiposo e infiltrado inflamatorio (BAUM; KUYATT, 1981; WOLFF et al., 1991;
FIELD; SCOTT, 1993; KIM; ALLEN, 1994; BODNER; GORSKY, 1995; INQUE et al.,
2003; MAHAY, 2004).

Mudangas ultra-estruturais também foram observadas nestes animais. No citoplasma
de células acinares de ratos senis, constatou-se a presen¢a de anormalidades de tamanho, na
forma e na distribuicdo de mitocondrias, alteragcdes no complexo de Golgi e redugdo do
reticulo endoplasmatico (FIELD; SCOTT, 1993).

Segundo Kim (1981), Kim; Calkins (1983), Kim; Arisumi (1985), Kim; Allen (1994),
o nivel celular de proteinas secretoras, bem como a capacidade das células acinares de

sintetizar proteinas, decresce com o aumento da idade em glandulas parétidas de ratos.
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Da mesma forma, Baum; Kuyatt (1981), observando diferencas entre glandulas
submandibulares de animais jovens e velhos, constataram a presenca de uma coloracdo com o

acido periodico de Schiff (PAS) mais intensa nos primeiros.

2.2 RADIACAO X

Os raios X foram descobertos em 1895, no Instituto de Fisica da Universidade de
Wiirzburg, ao sul da Alemanha, por Wilhelm Conrad Rontgen. Apenas vinte dias apos o
anuncio da descoberta, Otto Walkhoff, dentista alemao, fez a primeira radiografia dental
usando sua propria boca com um tempo de exposi¢ao de 25 minutos (ALVARES; TAVANO,
1998; WHAITES, 2003; FREITAS; ROSA; SOUZA, 2004).

Radiagdo ¢ a propagagdo de energia através do espago, da matéria ou do vacuo. Pode
ser dividida categoricamente em corpuscular ou eletromagnética. A radiagdo eletromagnética,
da qual os raios X fazem parte, ¢ um tipo de energia que se transmite por meio de uma
combinagdo entre campo elétrico e campo magnético, com auséncia de massa, sendo, em
ultima andlise, a transferéncia de energia de um ponto a outro. A radiagdo X pode ser definida
como uma radiagdo emitida pelo frenamento de elétrons e pela sua transi¢do a niveis mais
internos dos atomos. Os raios X sdo ondas eletromagnéticas semelhantes as ondas luminosas,
diferindo destas apenas pelo seu comprimento que varia entre 0,1 a 0,5 A. Esses apresentam
algumas propriedades constantes que sdo: tornar fluorescentes numerosas substincias,
impressionar chapas fotograficas, propagar-se em linha reta com velocidade igual a da luz e
provocar a ionizacao de gases. Sobre as células vivas, os raios X exercem acao ora benéfica,
ora maléfica, segundo a sua intensidade, a sua duracdo e o tipo de tecido por eles atingido

(ALVARES; TAVANO, 1998).
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2.3 EFEITO BIOLOGICO DA RADIACAO X

Os efeitos biologicos deletérios das radiagdes ionizantes sdo classificados em dois
tipos: estocasticos e deterministicos. Os deterministicos se referem a morte celular. Exigem
um limiar de dose minimo para ocorrer ¢ seu grau de dano torna-se maior com o aumento da
dose. Exemplos desse tipo de efeito sdo os eritemas, as epilagdes, a opacificacao do cristalino
e o aparecimento de catarata. Efeitos estocésticos dizem respeito a modificacdes celulares.
Sao aqueles que independem de um limiar de dose para acontecer, sendo que sua gravidade
ndo estd relacionada com a dose. Inclui-se neste tipo as mutagdes genéticas ¢ as indugdes
tumorais. O mecanismo pelo qual estes efeitos deletérios ocorrem podem ser de forma direta,
quando atingem diretamente estruturas bioldgicas vitais, como o DNA, ou indireta, através da
formacao de radicais livres advindos da quebra de moléculas de agua (PORTARIA 453, 1998;
WHAITES, 2003).

Bergoni¢ e Trinbondeu em 1906 apud Freitas; Rosa; Souza (2004), avaliando o efeito
das radiagdes em ratos, observaram que a irradiagdo atinge mais intensamente as células
menos diferenciadas e em maior atividade reprodutiva, ou seja, a radiossensibilidade celular é
diretamente proporcional a atividade mitética da célula e inversamente proporcional ao seu
grau de diferenciagdo. Mais tarde, em 1967, Sasaki, trabalhando com camundongos, constatou
o mesmo efeito e assinalou que o metabolismo e a vascularizagdo do tecido ou 6rgdo também
influem na radiossensibilidade.

Conforme a classificagdo de Ellinger, as células mais sensiveis a radiagdo seriam as do
tecido hematopoético, seguidas pelas epiteliais, endoteliais, do tecido conjuntivo, dsseo,
nervoso e, por fim, como menos sensiveis, as musculares (FREITAS; ROSA; SOUZA, 2004).

A quantidade de radiagdo absorvida pelos tecidos é medida em Gray (Gy), que
representa a absor¢ao de um Joule/kg. As doses de radiagdes podem ser agudas, quando forem

grandes e aplicadas num curto espaco de tempo, ou cronicas, quando pequenas quantidades
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sdao distribuidas num espago de tempo longo (PORTARIA 453, 1998; PASLER, 1999,
LANGLAND; LANGLAIS, 2002).

Danforth; Gibbs (1980) classificaram os efeitos bioldgicos deletérios das radiagdes em
genéticos, embrionarios-fetais e carcinogénicos. Segundo eles, a dosagem de radiacdo que
atinge as gonadas durante exames radiograficos dentais ¢ tdo baixa que a probabilidade de
causar danos genéticos e embrionarios-fetais ¢ praticamente nula. Sendo assim, a maior
concernéncia para radiologia odontologica é possivelmente o efeito carcinogénico. Dentre os
orgdos de maior risco para radiografia dentdria consideram a tire6ide, a medula dssea, o
cérebro e as glandulas salivares.

Underhill et al. (1988) consideraram tecidos moles, ossos, medula 6ssea, e tireoide
como Orgdos criticos para radiologia odontologica. Concordaram com os autores acima
referidos quanto a possiveis efeitos carcinogénicos das radiagdes, citando inclusive o
levantamento periapical completo com colimador redondo como sendo o exame de maior
risco. Conforme esses autores, dentre as glandulas salivares maiores, a parotida recebe a
maior dose de radiagdo quando comparada com as demais, durante um exame panoramico.

Preston-Martin, White (1990), em estudos epidemioldgicos realizados em Los
Angeles (USA), observaram relagdo entre o aparecimento de tumores malignos em pardtida e
exposicdo a radiacdo durante exames radiograficos para diagndstico. Em 15% dos casos de
cancer de parétida atribuidos a exposicao para diagnostico, 85% provinham de radiografias
dentais.

White (1992) também observou associacdo entre tumores de glandulas salivares e
radiografias odontoldgicas, constatando relacdo entre individuos que receberam doses
cumulativas de 0,5Gy ou mais na parotida e o aparecimento de tumores na mesma.

Segundo Langland; Langlais (2002), o tipo de radiacdo usado para produzir

radiografias odontologicas ¢ esparsamente ionizante e essa tem menor efeito bioldgico quando
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comparado as radiagdes densamente ionizantes (particulas alfa). Esses autores consideram o
cristalino, as gonadas, o feto, a medula 6ssea, as glandulas tire6ide e salivares, a pele e os

0s8s0s como 0rgaos criticos para tomadas radiograficas dentarias.

2.4 EFEITO BIOLOGICO DA RADIACAO X EM GLANDULAS SALIVARES

DE MODELOS ANIMAIS

A quase totalidade dos estudos que analisaram os efeitos adversos da radiagao X em
glandulas salivares maiores foi realizada em animais, especificamente em ratos ou
camundongos, ¢ empregaram para isso doses agudas semelhantes aquelas usadas em
radioterapia de cabeca e pescogo (CHERRY; GLUCKSMANN, 1959; ITO, 1967; PHILLIPS;
TEX, 1970; SODICOFF et al., 1977; SASAKI; YAMAMOTO; TAKEDA, 1980; RICE et al.,
1982; BODNER et al., 1984; VISSINK et al., 1990; VISSINK et al., 1991; KOHN et al.,
1992; ROSSIE, 1993; NAGLER; BAUM; FOX, 1993 ¢ 1996; COPPES et al., 1997;
GUSTAFSSON et al. 1998; ROESINK et al., 1999; PELISSER, 2005).

O estudo do efeito de doses idénticas, porém recebidas de formas diferentes, tinica e
fracionada, mostrou que os danos da radiacdo sdo mais intensos quando usadas doses agudas
(ITO, 1967; SODICOFF et al., 1977).

Conforme Vissink et al. (1990), as mudangas induzidas pela radiagdo nas glandulas
salivares maiores dependem da dose e do tempo transcorrido apds a exposicao.

Varios experimentos concordaram em considerar a pardtida como a mais
radiossensivel dentre as glandulas salivares maiores (CHERRY; GLUCKSMANN, 1959;
ITO, 1967; VISSINK et al., 1990; NAGLER; BAUM; FOX, 1993 e 1996; COPPES et al.,
1997).

Segundo Nagler; Baum; Fox (1993 e 1996), a submandibular ¢ mais radiorresistente

quando comparada a parotida em periodos precoces. Nos experimentos por eles realizados,
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puderam observar que, trés dias apos doses de 15Gy, a parétida teve sua fungdo limitada, apds
14 dias, teve seu fluxo salivar diminuido, enquanto que a submandibular continuava normal.
No entanto, passados 40 dias das irradiacdes, ambas as glandulas apresentavam hipofungdes
semelhantes.

Existem hipoteses que tentam explicar o porqué da parodtida ser a glandula mais
radiossensivel, porém até o momento ndo ha nada comprovado definitivamente. Conforme
Vissink et al. (1990) e Rossie (1993), a parétida ¢ mais afetada porque suas células serosas
sdo mais sensiveis. Glicoproteinas mucosas poderiam promover algum tipo de prote¢do a
submandibular. Outra hipdtese sugere serem os granulos secretores responsaveis pelo
aumento da radiossensibilidade das células serosas, visto que o decréscimo desses acarretaria
menos danos induzidos pela radiacdo. Metais pesados presentes nestes granulos poderiam
contribuir para a patogenia induzida pela radiacdo devido a catalisacdo oxidativa de lipidios
(ABOK et al., 1984 apud ROSSIE, 1993). Esta hipotese foi contestada por Coppes et al. em
1997, quando os autores realizaram a deple¢ao dos granulos das células serosas e verificaram
em seu experimento, ser infundada esta suposi¢do. Observaram que os granulos secretores
nao determinavam a radiossensibilidade das glandulas salivares.

A primeira injuria observada, ap6s doses agudas de radiacdo, ¢ o decréscimo do peso
dos animais (ITO, 1967; SODICOFF et al., 1977; RICE et al., 1982; BODNER et al., 1984;
KOHN et al., 1992; NAGLER; BAUM; FOX 1993 e 1996, PELISSER, 2005).

Conforme Phillips; Tex (1970), as mudangas que podem ser observadas em glandulas
parétidas devido a radiacdo sdo divididas em trés fases. A primeira onde ocorrem alteragdes
de fungdes associadas com aguda atrofia e necrose. A segunda ou também chamada fase
reparativa onde ha um retorno das fungdes e das estruturas proximas ao normal. E a terceira e

ultima fase em que ocorrem perdas severas de fungdo e atrofia.
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As alteracdes morfologicas ndo ocorrem da mesma forma em todas as partes da
glandula. Mudangas degenerativas no parénquima sio as primeiras a serem observadas, sendo
seus efeitos mais marcados nos acinos e nos ductos estriados. Os ductos extralobulares
praticamente ndo sao atingidos (ITO, 1967).

Rice et al. (1982), apds exposi¢do de ratos a 1800R, observaram que a propor¢ao
acino/ducto pareceu variar em fun¢do da diminui¢do do primeiro em relagdo a permanéncia
do segundo.

Gustafsson et al. (1998) observaram o efeito de doses de radiagdo X fracionadas e
constataram, passados 180 dias, uma perda acinar detectavel. Conforme esses autores, os
acinos foram substituidos por ductos menores e por estroma fibroso. Os &acinos que
permaneciam apresentavam-se dilatados e desorganizados, ou seja, com perda da estrutura
normal.

No estudo de Cherry; Glucksmann (1959), analisando o efeito de doses de radiagdo X
em glandulas salivares de ratos, constataram que, na dose de 2400R, a pardtida apresentava
picnoses e cromatolises dos nucleos e degeneragdo albuminosa do citoplasma de suas células
acinares. Os ductos mostravam-se relativamente ndo afetados. Doses de 3000R ou mais
demonstraram, nos trés primeiros meses, predominio de mudangas degenerativas. Os acinos
da paroétida apresentavam extensiva degenera¢dao nuclear (nucleos picndticos) seguido pela
perda de suas células. Os citoplasmas das células acinares apresentavam-se alguns
vacuolizados, enquanto outros estavam hialinizados devido a confluéncia de granulos
secretores. Apds sete ou mais meses, somente alguns poucos acinos persistiam e a glandula
parecia largamente composta de tecido fibroso denso e com algumas alteragdes nos ductos
intercalares. Mudangas nesses ductos parecem ser posterior ao efeito da radiacdo nos acinos.

Também pareceu haver perda dos granulos PAS positivos das células da pardtida.
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As principais injurias histologicas observadas por Ito (1967) incluiam nucleos
picndticos, atrofia das células acinares (degeneragdo e desaparecimento de 4acinos),
decréscimo do nimero de granulos, vacuolizacdo das células e aumento de tecido fibroso.

O estudo de Sasaki (1967), realizado em camundongos, constatou que os danos
latentes da radiagdo em células de glandulas salivares persistem até 90 dias apds dose de
1000rad. Esses efeitos sdo manifestados apenas quando as células estdo estimuladas na sintese
de DNA e/ou em divisdo celular.

Phillips; Tex (1970) analisaram o efeito de 1160rad em pardtidas de ratos e,
observaram dentre as alteragdes morfoldgicas decréscimo do tamanho (atrofia), necrose das
células acinares e mudancas degenerativas nucleares. Nos ductos constataram metaplasia das
células, passando de cuboides a estratificadas, além da dilatacdo do limen dos mesmos.

Kasbourn (1953) e Garrett (1962) apud Watherhouse et al. (1973) relatam um aparente
aumento de tecido adiposo em glandulas salivares apos as mesmas sofrerem exposi¢dao a
radiacao.

Apo6s dose unica de 2000R em ratos, Bodner et al. (1984) observaram vactolos
autofagicos de varios tamanhos, células acinares necroticas, nucleos fragmentados e
picndticos. Macrofagos foram vistos no estroma e até ocasionalmente no parénquima.

Conforme Rossie (1993) em seu estudo, os 16bulos das glandulas salivares tornaram-
se atroficos com interposi¢do de tecido fibroso devido a radiagdo. Observou ainda que, nas
células serosas, houve formagdo de vactolos, degranulacdo e necrose. Mais posteriormente
ocorreu perda de acinos. Os ductos apresentavam dilatacdo de seus lumens e suas células
pareciam sofrer metaplasia. Células inflamatérias eventualmente infiltravam-se no

parénquima glandular.
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Carda et al. (2005) observaram, comparando diferencas estruturais de glandulas
parotidas com sialose de pacientes diabéticos e alcoolistas cronicos que, nos primeiros, havia

a presenca de vacuolizagdo das células acinares contendo abundante inclusdes lipidicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo deste estudo foi analisar as alteragdes microscopicas morfoldgicas e
morfométricas das glandulas parétidas de camundongos, submetidos a radiacdo X, durante o

envelhecimento.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Fazer uma analise descritiva qualitativa das alteracdes
morfoldgicas, quanto a presenca ou auséncia de infiltrado inflamatério, vacuolizagdo e
degeneracdo hialina, além dos aspectos dos &cinos e ductos, presentes em glandulas
pardtidas de camundongos submetidos a radiagdo X durante o envelhecimento e compara-

las com as altera¢des do grupo ndo exposto (controle).

3.2.2. Avaliar quantitativamente a relagdo parénquima/estroma das glandulas
parotidas de camundongos submetidos a radiacdo X durante o envelhecimento e compara-la

com a relagdo existente no grupo nao exposto (controle).
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4. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi experimental em animais, controlado, cego, randomizado e em paralelo.

4.1 Descricdo da Amostra

Para a realizacdo deste trabalho, foram utilizados vinte camundongos machos suigos
albinos da linhagem CF1, livres de qualquer patologia, com seis semanas de vida no inicio
do experimento.

Os animais foram obtidos e confinados junto ao biotério da Fundagao Estadual de
Producdo e Pesquisa em Saude do Estado do Rio Grande do Sul (FEPPS), em condi¢des
controladas de iluminagdo (doze horas de luz / doze horas de escuriddo), sob temperatura
de aproximadamente 20°C, recebendo dieta composta por racdo da marca NUVILAB CR1

e agua destilada (ad libitum).

4.2 Procedimentos Experimentais

Os camundongos utilizados neste estudo procederam de uma amostra composta por
80 animais utilizados em outro projeto de pesquisa. Deste total, foram selecionados
aleatoriamente 20 animais (10 pertencentes ao grupo teste ¢ 10 ao grupo controle). Os
animais foram pesados no inicio e no final do experimento. O grupo teste foi submetido a
doses de 12 rad ou 0,12 Gy semanais de radiacdo, valor esse estimado para um
levantamento periapical completo, durante 30 semanas, totalizando ao final do
experimento 360 rad ou 3,6 Gy. Essas foram realizadas através de um aparelho de raios-X
da marca Dabi Atlante com 70kVp e 10mA. Os animais foram colocados dentro de uma
seringa plastica de 60 ml (Injex) para haver padronizagdo das tomadas radiograficas. A

seringa era suportada por anteparos confeccionados com resina acrilica ficando a distancia
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foco-animal de 20 cm. Os animais eram irradiados de forma que o longo eixo esquerdo
desses ficasse perpendicular ao feixe principal de radiagdo X (figura 1). O grupo controle
foi submetido aos mesmos procedimentos do grupo teste excetuando a exposicdo a

radiagdo X.

Figura 1 — Camundongo dentro da seringa, posicionado a uma distancia
foco-animal de 20 cm.

Transcorridas as 30 semanas, os animais foram pesados e anestesiados com
Ketamina e Rompum (propor¢ao de 1/1 e 0,2ml por 100g de peso corporal) para a remocgao
de suas glandulas pardétidas, sendo esses, posteriormente mortos por decapitagao.

As glandulas parotidas do lado esquerdo foram dissecadas. Parte desse material foi
destinado a técnica histologica de congelamento. Para isto, foi fixado em paraformaldeido a
2% por 6 horas, crioprotegido em concentragdes crescentes de sacarose (10, 20 e 30%) e
incluido em O.C.T. compound (Sigma). Posteriormente foram obtidos cortes de 7um de
espessura em criostato Shandon (Inglaterra). Esses foram coletados em laminas previamente

gelatinizadas e estocados. Desta amostra, foram escolhidas aleatoriamente 10 laminas de
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cada grupo e coradas pela coloragdo histologica de Sudam Black para evidenciagdo de
lipidios.

O restante foi fixado em solu¢do de Metacarn (solugdo de Canoy modificada —
metanol 60%, cloroféormio 30% e acido acético 10%) durante trés horas em temperatura
ambiente. Apds a fixagdo, o material foi convenientemente processado por meio de quatro
banhos no alcool absoluto seguidos pela clarificagdo em trés banhos de xilol, durante 15
minutos cada, para a inclusdo em parafina. Cada bloco correspondia a glandula parétida
esquerda de um animal teste ou de um animal controle. Foram feitos trés cortes seriados de
Sum de espessura, com micrdétomo rotatério (Jung RM 2055, Leica). Os cortes foram
coletados em laminas de vidro previamente cobertas com Poly-Lysine e aquecidos durante
uma hora e meia, sob temperatura de 60°C. Uma ldmina de cada animal foi submetida a
técnica histoquimica do PAS para evidenciagdo das mucinas neutras (BRANCOFF e
STEVENS, 1996). As outras duas foram entdo coradas pelo H/E (hematoxilina/eosina) para

observa¢ao morfologica.

4.3 Analise Qualitativa
Foi realizada uma anélise descritiva dos cortes por trés examinadores, previamente
calibrados e cegados, em microscopio de luz (Olympus BX-41) nos aumentos de 40X, 100X
e 400X, para verificar:
4.3.1. presenca ou auséncia de infiltrado inflamatério
4.3.2. presenca ou auséncia de vacuoliza¢do
4.3.3. presenca ou auséncia de degeneracao hialina
Além destas variaveis, foi observada a aparéncia dos 4cinos e dos ductos.
As laminas foram analisadas, uma a uma, pelos trés examinadores, num mesmo

momento, ¢ os dados anotados em uma planilha seguindo a seqiiéncia dos itens acima
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citados. No caso de divergéncia entre um dos examinadores, este item foi discutido pelos

trés até existir consenso na avaliagao.

4.4 Analise Quantitativa

Para a analise quantitativa, foi realizada uma selecdo prévia das laminas onde eram
excluidas aquelas que apresentavam problemas de fixagdo, coloragdo, corte e material
insuficiente para exame. Tal procedimento foi necessario para ndo prejudicar a qualidade da
analise e comprometer os resultados. Através desta sele¢do, a amostra ficou composta por
cinco animais pertencentes ao grupo controle e por oito animais do grupo teste. Cinco € o
nimero minimo de animais necessarios para uma analise estatistica adequada, visto que a
probabilidade de uma variavel aumentar ou diminuir é de 0,5. Entdo P = (0,5) * 4 €ventes oy
seja, P = (0,5)° que resulta num P = 0,03, portanto estatisticamente significante (CRUZ —
ORIVE; WEIBEL, 1990). Foram ent3o obtidos seis campos aleatorios de cada lamina. Com
a parte fosca da lamina voltada para esquerda, os campos foram selecionados da esquerda
para a direita indo da extremidade superior para a inferior. Esses foram fotografados através
da maquina digital (Sony Cyber-shot DSC-P73) com zoom de 3X adicionado ao aumento de
400X do microscopio. Com isso, foram avaliados um total de 30 campos pertencentes ao
grupo controle e 48, ao grupo teste.

Para a mensuragdo da propor¢do parénquima/estroma, foi utilizado o programa
Image-Pro® Plus Version 4.5 for Windows'™. Com a ferramanta mensures, foram
delimitados todos os acinos e ductos presentes no campo, usando o contorno mais externo
de ambos (figura 2). A soma das areas dos acinos e dos ductos resulta no parénquima
glandular. A delimitagdo da area total do campo também foi realizada. Sendo assim, tem-se
a propor¢ao parénquima/ estroma visto que, se subtraido o parénquima da area total, obtém-

se o valor correspondente ao do estroma.
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As mensuragdes foram feitas em ambiente escuro, para facilitar a visualizagdo e
realizadas por um examinador previamente calibrado. A calibragdo constou da mensuracao
da area de dez 4cinos pertencentes a seis campos diferentes medidas em dois momentos com
intervalo de uma semana. Usando o teste t de Student, foi verificada a inexisténcia de
diferencas significantes (p = 0,50) entre as medidas tomadas. As laminas apresentavam-se
codificadas, a fim de mascarar a qual grupo pertenciam.

Os valores obtidos com a utilizagdo do programa eram enviados para uma planilha
no programa Excel da Microsoft. Os dados eram entdo transformados em valores
percentuais para posteriormente serem comparados através de testes estatisticos, a fim de se
avaliar a existéncia de diferenca na propor¢do parénquima/estroma do grupo teste em

relacdo a mesma do grupo controle.

Elmage—Pm Plus Demo - dsc00198a.jpg
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Figura 2 — Contorno mais externo de acinos e ductos realizados através do
Programa Image-Pro® Plus Version 4.5 for Windows™™ para definir a
proporg¢do parénquima/estroma.
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4.5 Andlise Estatistica
A proporgdo parénquima/estroma foi avaliado pelo teste t de Student para amostras
independentes. De acordo com Callegari-Jacques (2003) e com o R Development Core Team
(2005), os pressupostos para a utilizagao do teste t foram previamente verificados quanto a:
e Homocedasticidade, mediante teste de Levene;
e Distribui¢do normal, mediante teste Shapiro-Wilk.
Foi definido o nivel de significancia estatistica em 5%. A analise foi realizada
mediante o ambiente e a linguagem para estatistica computacional R (R Development Core

Team, 2005).

4.6 Consideracdes Eticas

Esta pesquisa obteve aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia
Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul, visto que os animais utilizados foram os
mesmos de uma tese de doutorado daquela Institui¢ao. O presente estudo também obteve
aprovacgdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da UFRGS.

Por tratar-se de um estudo com animais esse foi acompanhado por um Médico
Veterinario, pertencente & Fundagdo de Pesquisa e Experimentacdo Animal do Rio Grande

do Sul.
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5. RESULTADOS

5.1 Peso dos Animais

Quanto ao peso dos animais, foi feita uma comparagao isolada entre as médias iniciais
e finais dos pesos ¢ ainda a diferenga entre o ganho de peso de ambos os grupos. Verificou-se
a inexisténcia de associacdo estatisticamente significante entre peso e grupo, mediante teste t

de Student (p >0,05) (graficos 1 e 2).
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o 80 = I
© —Teste I.
g 60
o —— Controle I.
o 40
~ Controle F.
S 20 —_————
o Teste F.
o 0 T T
0 20 40 60

NUmero de animais

Gréfico 1 — Peso inicial e final dos camundongos dos
grupos teste e controle. Porto Alegre, 2005.
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Gréfico 2 — Variagado do ganho de peso dos animais do
grupo teste em relagdo ao grupo controle. Porto Alegre,
2005.
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5.2 Analise Qualitativa

Os resultados deste trabalho mostraram através da coloragdo por H/E, glandulas
parotidas com aspectos diferentes, variando entre os animais analisados e entre diferentes
areas de uma mesma lamina.

De um total de 20 blocos pertencentes a diferentes animais, sendo 10 do grupo teste e
10 do grupo controle, trés foram excluidos porque, em um ndo havia material suficiente para
exame e dois derivaram laminas com falhas grosseiras no corte, comprometendo a analise.
Restaram para avaliagdo nove glandulas do grupo teste e oito do grupo controle.

Em todas as laminas observadas, foi possivel constatar no parénquima glandular a
presenga de acinos mais regulares na periferia e menos estruturados no centro dos lébulos.
Aqueles da periferia, em alguns casos, pareciam aumentados de volume, ou seja,
intumescidos. J& os acinos menos estruturados, presentes na por¢ao central do lobulo,
possuiam uma maior quantidade de vactiolos e/ou degeneracgao hialina. Essas alteragdes foram
visualizadas tanto nos animais do grupo controle quanto nos do grupo teste.

Também foi verificada em ambos os grupos, a diminui¢do do nimero de ductos
intralobulares. Os ductos estriados pareciam perder seus aspectos caracteristicos, as células
colunares tornaram-se cubdides, as estrias desapareceram e seus limens apresentavam-se
dilatados (figuras 3 ¢ 4).

Houve presenca de infiltrado inflamatério em quase todos os campos avaliados.
Apenas mostrou-se ausente em uma lamina pertencente ao grupo teste e em trés do grupo
controle. Esse ndo apresentava uma distribuicdo homogénea, encontrando-se as vezes
concentrado proximo a vasos sanguineos e ductos e, em outras vezes, disperso por toda a
glandula (figuras 3 ¢ 8).

A presencga de vacuolizagdo citoplasmatica foi observada em ambos os grupos (figura

5). Quatro animais testes apresentaram células acinares repletamente preenchidas com
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vactolos, enquanto que no grupo controle, apenas um animal mostrava essa caracteristica.
Esses vactolos foram encontrados principalmente naqueles acinos localizados na porgao
central dos l6bulos.

Observou-se, através da coloragdo para evidenciagdo de lipidios, aspectos semelhantes
nas laminas pertencentes ao grupo teste ¢ ao grupo controle. Ambas apresentavam marcagiao
positiva para Sudam Black localizada proxima ao nicleo ¢ membrana plasmatica das células
(figura 7).

Quanto 4 evidenciagdo de mucinas neutras, componente do fluido salivar primadrio,
observou-se a presenga das mesmas, ja que houve marcagdo PAS positiva nas laminas
pertencentes a ambos os grupos (figura 6).

Da mesma forma, verificou-se uma degeneragao hialina citoplasmatica em ambos os
grupos (figuras 3 e 8). Em seis laminas pertencentes ao grupo controle, observou-se um
maior numero de acinos com degeneragdo hialina. Em quatro laminas do grupo teste, esta

alteracdo também foi encontrada.



Figura 3 — Ductos intralobulares com aumento da luz de seus lumens (setas pre-
tas), degeneragdo hialina (setas verdes) e aréa em destaque com presenga de cé-
lulas do processo inflamatorio. (H/E). Aumento: 200X. Zoom digital: 2,3.

Figura 4 — Magnificagio da fotografia anterior, mostrando através da seta o
aumento da luz ductal. (H/E). Aumento: 400X. Zoom digital: 2,3.

44



45

Figura 5 — Presenca de vacuolizagdo citoplasmatica em acinos da parotida de
camundongo irradiado. (H/E). Aumento: 400X. Zoom digital: 2,3.

Figura 6 — Marcagao PAS positiva em glandula ~ Figura 7 — Marcagao para Sudam Black, mais
parotida de camundongo de 36 semanas. Aumen-  evidente préximo aos nucleos € a membrana ba-
to: 200X. Zoom digital: 2,3. sal das células acinares. Aumento: 200X

Zoom digital: 2,3.
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Figura 8 — Par6tida de camundongo exposto a radiacdo que apresenta degeneracdo hialina (setas
verdes), aumento da luz dos ductos (setas amarelas) e presenca marcante de células do processo
inflamatorio (setas pretas). (H/E). Aumento: 200X. Zoom digital: 2,3.
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Quadro 1. Andlise Histoldgica Descritiva das Glandulas Parotidas de Camundongos
Expostos e Nao Expostos a Radiagdo X durante o Envelhecimento. Porto Alegre, 2005.

Sendo que: (+) = presente; (-) = ausente e (*) = ndo foi possivel analisar
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5.3 Analise Quantitativa

O resultado obtido na analise quantitativa demonstrou, através do teste t de Student
para amostras independentes com alfa de 5%, que ndo houve diferenca estatisticamente
significante (p = 0,35) na proporcao de parénquima/estroma entre os grupos analisados (grupo
teste e grupo controle). O teste t de Student foi utilizado uma vez que os pressupostos para
aplicagdo de testes paramétricos, homogeneidade de variancias (teste de Levene) e

distribuicdo normal (teste de Shapiro Wilk), foram atendidos.

Quadro 2. Anélise Quantitativa da Relacdo Parénquima/Estroma em Glandulas
Parotidas de Camundongos Expostos e Nao Expostos a Radiacdo X durante o
Envelhecimento. Porto Alegre, 2005.

Numero de animais | Média percentual de | Média percentual do
parénquima estroma

Controle 5 93,64 6,36

Teste 8 92,73 7,27
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6. DISCUSSAO

Muitos sdo os trabalhos que observaram o efeito das radiagdes ionizantes em doses
semelhantes aquelas usadas em radioterapia de cabeca e pescoco (CHERRY;
GLUCKSMANN, 1959; ITO, 1967, PHILLIPS; TEX, 1970; SODICOFF et al., 1977,
SASAKI; YAMAMOTO; TAKEDA, 1980; RICE et al.,, 1982; BODNER et al., 1984;
VISSINK et al., 1990; VISSINK et al., 1991; KOHN et al., 1992; ROSSIE, 1993; NAGLER;
BAUM; FOX, 1993 e 1996; COPPES et al., 1997; GUSTAFSSON et al. 1998; ROESINK et
al., 1999; PELISSER, 2005). Este trabalho teve a inten¢do de avaliar os efeitos da radiagdo X,
ao longo da vida, com doses cronicas e baixas, tentando fazer um paralelo a irradiacdo sofrida
por pacientes odontologicos.

De um total de 80 animais que iniciaram o experimento, houve a morte de quatro
animais pertencentes ao grupo controle e de 17 animais pertencentes ao grupo teste. Fazendo-
se uma analise através do teste qui-quadrado, foi possivel verificar uma diferenca
estatisticamente significante (p< 0,01) na mortalidade dos animais. Considerando-se que, os
animais de ambos os grupos foram submetidos as mesmas condi¢des, excetuando-se a
exposicdo a radiagdo X no grupo controle, entende-se que esta interferiu na sobrevida dos
mesmos. Muito provavelmente isso ocorreu devido aos efeitos da radiagdo X que atingiu todo
o corpo do animal acarretando danos irreversiveis a 6rgaos vitais.

Quanto ao peso dos animais, ndo foram verificadas diferencas estatisticamente
significantes. Para isso, foram realizadas comparagdes dos pesos iniciais, finais e do ganho de
peso dos animais durante o experimento, entre os camundongos pertencentes ao grupo teste e
controle. Diversos trabalhos relatam a perda de peso como uma das primeiras injurias
observadas, apds doses agudas de radiagdo X (ITO, 1967; SODICOFF et al., 1977; RICE et

al., 1982; BODNER et al., 1984; KOHN et al., 1992; NAGLER; BAUM; FOX 1993 ¢ 1996;
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PELISSER, 2005). Fica evidente, desta forma, que a dose usada neste estudo baixa e
periddica, ndo foi capaz de interferir na perda de peso dos animais.

Conforme Ito (1967), as alteracdes morfologicas causadas pela radiagdo X, nao
ocorrem da mesma forma em todas as partes da glandula. Mudangas degenerativas do
parénquima sdo as primeiras a serem observadas, sendo seus efeitos mais marcados nos
acinos e ductos estriados. Os ductos extralobulares praticamente nao sao atingidos.

Por meio dos resultados verificados no presente trabalho, foi possivel constatar no
parénquima glandular, tanto do grupo teste que sofreu a irradiagdo, como do grupo controle, a
presenga de acinos mais regulares na periferia e menos estruturados no centro dos lobulos.
Aqueles da periferia, em alguns casos, pareciam aumentados de volume. Conforme
Gustafsson et al. (1998), estudando o efeito de doses fracionadas de 6 a 9Gy, durante cinco
dias consecutivos, totalizando 30 e 45Gy respectivamente, observaram que seis meses apos,
0s acinos remanescentes pareciam dilatados.

Muitos trabalhos relatam, dentre as alteragdes histoldgicas advindas da radiagdo,
atrofia das células acinares e mudancas degenerativas nucleares (CHERRY;
GLUCKSMANN, 1959; ITO, 1967; PHILLIPS; TEX, 1970; BODNER et al., 1984; ROSSIE,
1993; PELISSER, 2005). Em relagdo a alteragdes nucleares, tais como nucleos fragmentados
ou picnoéticos, nada foi encontrado nesta pesquisa, entretanto, degeneracdo das células
acinares pdde ser observada. Os acinos menos estruturados presentes na por¢do central dos
l6bulos possuiam uma maior quantidade de vacuolos e/ou degeneragao hialina.

A vacuolizagdo, observada nas laminas de ambos os grupos experimentais, apresentou
ocorréncia levemente maior no grupo teste. Ito (1967) relata, dentre as principais injurias
histologicas por ele observadas devido a radiagdo X, a vacuolizacdo das células acinares.
Também Bodner et al. (1984), apds doses de 2000R, cita o surgimento de vacuolos

autofagicos de varios tamanhos. Conforme Rossie (1993), nas células serosas, ha formagao de
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vacuolos, degranulagdo e necrose, devido a irradiacao. Nesta pesquisa, por meio da coloragao
para evidenciagdo de lipidios (Sudam Black), verificou-se que a localizagao dos vacuolos nao
coincidia com a localizacdo lipidica. Isto demonstra que os vacuolos identificados nao
estavam preenchidos por contetdo lipidico. Através desta colorag¢do, pdde-se verificar uma
quantidade bastante consistente de goticulas lipidicas, porém sem diferir muito entre os
animais do grupo teste ¢ do grupo controle. Esta suposi¢do partiu do estudo de Cara et al.
(2005), no qual os autores verificaram uma quantidade aprecidvel de inclusdes lipidicas
citoplasmaticas em pardtidas de pessoas diabéticas do tipo II. O aspecto histologico da
glandula assemelhava-se ao visualizado neste estudo.

Kasbourn (1953) e Garrett (1962) apud Watherhouse et al. (1973) relataram um
aparente aumento de tecido adiposo em glandulas salivares ap6s as mesmas sofrerem
irradiacdo. Provavelmente o aparecimento de tecido adiposo ocorra mais em decorréncia do
envelhecimento dos animais, conforme achados de varios autores (BAUM; KUYATT, 1981;
WOLFF et al., 1991; FIELD; SCOTT, 1993; BODNER; GORSKY, 1995; INQUE et al.,
2003; MARAY et al., 2004) do que das exposi¢des a radiagdo X, visto que ndo se observou
diferencas entre as 1aminas de ambos os grupos (teste e controle).

Segundo Cherry; Glucksmann (1959), doses de 3000R acarretam no citoplasma das
células acinares ora vacuolizagdo, ora hialinizag3o.

Observou-se que a presenga dos vacuolos acinares ndo era concomitante com a
presenga da degeneragdo hialina. Por meio deste fato, pode-se inferir que os vacuolos
poderiam ser uma conseqiiéncia da autofagia das proteinas citoplasmaticas degradadas.
Porém, conforme Cherry; Glucksmann (1959), a degeneracdo hialina seria conseqiiéncia da
confluéncia de granulos secretores. Ressalta-se que essas alteragdes foram visualizadas tanto

nos animais do grupo controle quanto do grupo teste.
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Quanto aos ductos, verificou-se uma diminui¢ao de niimero dos intralobulares. A este
respeito, Rice et al. (1982) constataram, ap6s doses de 1800R, uma alteragdo na proporc¢ao
acino/ducto, devido a diminui¢do dos primeiros em relagdo a permanéncia dos segundos.

Verificou-se que os ductos estriados perdiam seus aspectos caracteristicos: as células
colunares tornaram-se cuboides, as estrias basais desapareceram e seus limens apresentaram-
se muito dilatados. Phillips; Tex (1970) e Rossie (1993) observaram metaplasia das células
ductais e aumento da luz dos I[umens, alteracdes essas semelhantes ao que foi observado neste
trabalho, em ambos os grupos avaliados. Cabe ressaltar que, conforme os achados de Scott
(1976) e Mahay et al. (2004), dilatagdo e hiperplasia dos ductos sdo alteragdes observadas
durante o envelhecimento.

O infiltrado inflamatério esteve presente em quase todas as laminas avaliadas, sendo
mais predominante naquelas pertencentes ao grupo teste. Conforme Rossie (1993), células
inflamatorias penetram o parénquima glandular em resposta a radiacdo. Porém, nio se pode
deixar de citar os estudos de Baum; Kuyatt, 1981; Wolff et al., 1991; Field; Scott, 1993;
Bodner; Gorsky, 1995; Inque et al.,, 2003 ¢ Mahay et al.,, 2004, que verificaram o
aparecimento de infiltrado inflamatério em animais velhos. Em vista disto, os achados deste
estudo quanto ao infiltrado inflamatdrio, indicam que tanto a radiacdo como o envelhecimento
sdo estimulos suficientes para induzir o processo.

Segundo Scott (1977), analisando glandulas salivares humanas, a localizagdo
preferencial das células inflamatorias € na periferia dos 16bulos glandulares, circundando
ductos e vasos. Neste estudo, a localizacdo do infiltrado inflamatério ocorreu junto a ductos e
vasos e, em alguns casos, disperso por toda a lamina.

Para a verificagdo da perda de parénquima funcional e a substitui¢do deste por tecido
fibroso, foi realizada analise quantitativa da propor¢ao parénquima/estroma. Apesar de haver

quantidade inferior de parénquima no grupo teste quando comparado ao grupo controle,
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estatisticamente esta diferenca nao foi significativa. Alguns autores relatam uma maior
quantidade de estroma devido aos efeitos da radiacdo X, usando doses altas e agudas
(CHERRY; GLUCKSMANN, 1959; ROSSIE, 1993). Desta forma, pode-se observar que
doses baixas e cronicas ndo tem o mesmo poder de interferéncia na estrutura da glandula
parétida levando-se em consideragdo a relagdo parénquima/estroma.

No que se refere a presenca de mucinas neutras, Cherry; Glucksmann (1959)
observaram uma diminui¢do dos granulos PAS positivos nas células de paroétidas de ratos
irradiados com doses agudas. Neste estudo, as laminas de ambos os grupos, teste e controle,
apresentaram coloracdo PAS positivas com intensidades semelhantes, levando-se a acreditar
que a radiagdo X, em dose baixa e cronica, ndo interfere nesse componente do fluido salivar
primario.

A partir disso, constatou-se que as mudancas observadas neste estudo ndo
demonstraram alteragdes substanciais na morfologia e na morfometria analisadas por meio da
metodologia aqui empregada. Verificou-se que muitas mudangas supostamente causadas pela
radiagdo X também sdo observadas em animais ao longo do envelhecimento.

Novos estudos realizados com técnicas mais sensiveis € amostras mais numerosas
sdo necessarios para melhor elucidar os efeitos da radiagdo X, em doses baixas e cronicas

sobre as glandulas salivares, durante o envelhecimento.
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7. CONCLUSOES

Com base na metodologia empregada neste estudo e diante dos resultados obtidos,
pode-se concluir que:

e 0s aspectos morfologicos quanto a presenca ou auséncia de infiltrado inflamatdrio,
vacuolizacdo e degeneracdo hialina, além dos aspectos dos &cinos e ductos, das
glandulas parotidas visiveis através da coloragdo por H/E de camundongos expostos a
radiagdo X durante o envelhecimento, ndo diferem substancialmente daqueles
encontrados em par6tidas de camundongos ndo expostos.

e ndo existe diferenga significativa na propor¢do parénquima/estroma de glandulas
parotidas de camundongos expostos € nao expostos a radiagdo X durante o

envelhecimento.
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