RADIAGCAO X EM GLANDULA PAROTIDA DE RATO JOVEM.
AVALIAGCAO HISTOPATOLOGICA COMPARATIVA

Eleny Balducci ROSLINDO*
Lidia Sabbag UTRILLA*
Raphael Carlos Comelli LIA**
Nelson Caldeira ROSLINDO*
Reinaldo AZOUBEL***

Paulo Sérgio CERRI*

a RESUMO: Este trabalho tem por objetivo verificar por meio de técnicas morfoldgicas as alterages
estruturais da glandula parétida de rato jovem, causadas pela radiagdo X, com dose de 300 rads
repetidas a cada 48 horas até um total de 1.200 rads, através de aparelho de radioterapia convencional
(Eldorado Co 60). Foram utilizados 70 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus Holtzman) com 25 dias
de idade, peso corporal médio de 47,08 g, distribuidos em dois grupos experimentais: Grupo 1 —
irradiado e Grupo 2 - controle. Decorridos os periodos predeterminados de 3, 8, 13, 18, 28, 70 € 150
dias apos a irradiagdo, procedeu-se tramitacéo laboratorial para anélise histopatologica. Os resultados
obtidos sugerem que os acinos serosos mostraram-se radiossensiveis, com acentuada desorganizagao
e degeneracao do parénquima nos periodos iniciais e atividade regenerativa predominante, ainda que
fossem observados fendémenos reparativos de padrdes anormais com atipias celulares e substituicdo
fibrosa nos periodos finais. Os ductos estriados mostraram-se mais estaveis, caracterizando-se como
mais radiorresistentes.

» UNITERMOS: Glandulas salivares; efeitos de radiagdo; glandula parétida; radiagdo ionizante.

Introducio

A sensibilidade do organismo a radiagdo com relagéo a sobrevivéncia é maior
na fase embriondria, mais sujeita a efeitos somaticos, que podem causar dismorfogé-
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nese. De uma forma geral, quanto mais ]ovem o individuo mais sensivel a radia-
gao“ 5,9,13,15, 23

O uso indiscriminado das radiagdes ionizantes tornou-se um fator negativo
evidente em pacientes portadores de doengas neoplasicas. Assim, durante varias
décadas, autores®11.?7 pesquisaram sobre este assunto, chamando a atengio para os
efeitos colaterais.

A absorgao da energia veiculada pela radiagdo determina na célula uma série
de reagdes fisico-quimicas, resultando em alteragao molecular e depois exteriorizagéo
da lesdo, conseqiiéncia da supressdo de uma fungédo ou da morte da célula®520.2t,

A dose, 0 tempo de exposicao aos raios X, aidade e a sensibilidade do individuo
e dos tecidos em geral, sdo fatores apontados como agravantes dos efeitos das
radjagées4,9,10,]2,16,27,30.

As células acinares serosas sé&o mais vulneraveis a agdo da radioterapia!?3!.
Assim, os efeitos das radiagbes ionizantes que atingiram a parotida tém provocado
xerostomia, aumento significativo na incidéncia de carie dentaria, alteragdes na
mucosa bucal, perda do paladar e disfagia®9.10.12,

Os estudos em glandulas salivares de rato mostraram que as células acinares
renovam-se aproximadamente a cada 40-60 dias. A pardtida de rato jovem apresenta
alto indice mitético, evidentes periodos de diferenciagdo e crescimento e uma maior
radiossensibilidade.

Baseando-nos na rara ocorréncia de atividade mitdtica em glandulas salivares
adultas humanas, pode-se dizer que as células acinares de ratos jovens possuem um
periodo de duragdo comparavel provavelmente aos aspectos existentes em criangas
em desenvolvimento”17.26.26.29,

Varios autoreg?381516.18.2228 negquisaram e analisaram os efeitos da radiagéo em
glandulas salivares de ratos, utilizando doses inicas que variavam de 200 a 4.000 rads
ou fracionadas de 500 a 850 rads, totalizando 8.000 rads, em que observaram reagdes
inflamatérias e degenerativas, seguidas de atrofia dos acinos, nucleos picnéticos,
fragmentados, necrose celular, redugdo na quantidade de acinos e do nimero de
granulos secretores, além de vacuolizagao citoplasmatica.

Em glandula parétida de rato jovem submietida a dose fracionada de 300 rads,
totalizando 1.200 rads, verificou-se que a fase critica de desorganizagdo glandular
ocorreu 8 dias apos a irradiagao; que nos periodos de 18 e 28 dias ocorreram sinais
sugestivos de regeneragdo do parénquima glandular e que os acinos foram as
estruturas mais radiossensiveis®.

Considerando que as radiagdes X interferem na morfogénese das glandulas
salivares e que suas manifestagdes biolégicas dependem da idade do organismo, da
dose e do tempo de exposigdo, o presente estudo visa avaliar, através de método
histolégico, a glandula parétida de rato jovermn em diferentes intervalos de tempos apés
aradiacao.
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Material e método

Foram utilizados 70 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus Holtzman) com
25 dias de idade e peso corporal médio de 47,08 g, divididos em dois grupos
experimentais. ‘ _

Os animais do Grupo 1 foram pesados, anestesiados com Thionenbutal 1 g (pé)
diluido em 40 ml de 4gua destilada, na dose de 0,2 ml/100 g de peso corporal, com
inje¢ao intraperitoneal e imobilizados em mesa cirtrgica especial, na posi¢io dorsal.
Foi utilizado um aparelho de radioterapia convencional (Eldorado Co 60) e constantes
fisicas, distancia — foco — superficie — 60 ¢cm, campo de 3,5 x 20 cm e tempo de
exposigdo de 7,23 minutos. A regiao ao nivel das glandulas salivares foi irradiada com
dose de 300 rads, sendo o procedimento repetido a cada 48 horas, totalizando uma
exposi¢ao de 1.200 rads.

Os animais do Grupo 2 serviram como controle, recebendo tratamento igual aos
animais do Grupo 1, com excegao da radiagao.

Decorridns os periodos de 3, 8, 13, 18, 28, 70 e 150 dias ap6s a ultima
exposigao (idades de 34, 39, 44, 49, 59, 100 e 180 dias, respectivamente), os ratos
de ambos os grupos foram novamente pesados, anestesiados por inalagao com éter
sulfurico, suas glandulas pardtidas removidas e, em seguida, foram sacrificados.
As pecgas foram fixadas por FMA durante duas horas (Ridley'®) e incluidas em
parafina, segundo rotina laboratorial. Para cada glandula foram feitos cortes
seriados com a espessura de 6 um e os cortes obtidos foram corados pela
Hematoxilina e Eosina e Tricrémico de Mallory.

Resultado
Peso corporal

Tabéla 1 — Média do peso corporal (g) segundo Grupo e idade (dias) durante e apos
exXposi¢ao aos raios X

Grupode  1dade de exposicao Idade de sacrificio
animais :
25 31 34 39 44 49 59 100 180
Cc 47,08 62,30 7504 93,16 130,26 168,12 20506 316,50 404,05
I 47,08 54,50 60,55 7875 101,60 128,35 178,75 258,03 367,12

Com os dados da Tabela 1, foi elaborada a Figura 1.
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PESO CORPORAL MEDIO (g) EM FUNGAO DA IDADE
(dias) RATOS CONTROLE E IRRADIADO.

PESO

V25 31 34 39 44 49 89 100 180
IDA DE

FIGURA 1 - Peso corporal médio (g) segundo grupo e idade (dias).

Analisando a projegao das médias dos pesos corporais, verificamos que nos
animais do grupo controle, eram maiores do que nos animais irradiados, nas respec-
tivas idades.

Resultados morfologicos

Grupo controle

O parénquima acinar apresenta nos periodos de 3 e 8 dias aspecto tintorial
homogéneo; o &cino seroso pequeno e imaturo ¢ constituido por células piramidais
baixas, nucleo Unico, esferdide, localizado na regido basal, com nucléolo evidente.
Frequentemente observam-se figuras de mitose:.

O ducto intercalar € curto, com luz pequena, formado por epitélio cubico simples,
citoplasma eosindfilo e nicleo alongado situado na regido média da célula.
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FIGURA 2 - Grupo controle (13 dias) - Aspectos pancrimicos da glindula pardtida mostrando 4cinos com nicleos na regido basal,
nucléolos e ductos estriados. H/E - Zeiss Jena 157,5 X.

FIGURA 3 - Grupo controle (150 dias) - Aspectos da glindula parttida. Acinos serosos, ductos estriados inter e intralobulares. H/E —
Zeiss Jena 157,5 X.

O ducto estriado longo e com luz ampla é formado por epitélio cilindrico com
células altas; o citoplasma apresenta na regiao basal estriagoes verticais regulares e
acidéfilas; o nucleo localizado no tergo meédio, de forma esferdéide com cromatina
frouxa e nucléolo evidente.

O ducto excretor envolto por tecido conjuntivo é formado por epitélio cilindrico
simples, com nucleo esferéide, localizado no tergo médio.

O estroma constituido por tecido conjuntivo, com densidade coldgena variavel,
formando cipsula e septos, possui rica vascularizagdo, fibroblastos, macréfagos e
tecido adiposo.

Nos periodos de 13, 18 e 28 dias o parénquima glandular completa sua
morfogénese. O acino seroso de volume maior é formado por células piramidais altas,
com citoplasma basofilo.

Os ductos intercalares, estriados e excretores apresentam caracteristicas mor-
folégicas semelhantes ao periodo anterior.

O estroma apresenta estruturas semelhantes as descritas anteriormente.

A aparéncia da glandula parétida nos periodos de 70 e 150 dias corresponde a
de um animal adulto, com caracteristicas semelhantes ao pericdo de 28 dias.

Grupo irradiado

Nos periodos de 3 e 8 dias o parénquima glandular apresenta alteragées
distribuidas focalmente envolvendo um ou mais grupos de acinos ou abrangendo
grandes areas com intensa redugao das células acinares. Nos periodos de 13 e 18 dias
0s acinos serosos exibem citoplasma eosindéfilo e nucleos localizados na regiao basal,
alguns picnéticos ou em cariorrexis e cromatolise.
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FIGURA 4 - Grupo imadiado (3 dias) - Gldndula pardtida. Acinos immegulares, ductos com luz dilatada. Marginagio e diapedese
leucocitana. Intenso infiltrado inflamaténo. H/E - Zeiss Jena 128 x

FIGURA 5 — Grupo irradiado (8 dias) - Glandula pardtida. Acinos imegulares e corrugados. Ductos estriados com luz ampla. Degradagéo
do colageno com intenso infiltrado inflamatdrio. Vasos sanguineos ingurgitados com marginagao e diapedese leucocitiria. H/E - Zeiss
Jena 128 x.

FIGURA 6 - Grupo imadiado (13 dias) — Glandula pardtida. Acinos desagregados com vacuolizagbes citoplasmaticas, alguns em
desintegragao. Estroma em divulsdo. H/E - Zeiss Jena 252 x.

FIGURA 7 - Grupo irradiado (18 dias) - Glandula pardtida. Acinos irregulares, em desintegrago e em formagao. Vaso sangiiineo
ingurgitado. H/E - Zeiss Jena 252 x.

FIGURA 8 - Grupo inadiado (18 dias) - Glandula pardtida Acinos geralmente irregulares efou em desintegragdo, com vacuolizagoes
citoplasmaticas. Nicleos picndticos, em cariorexis e em cromatdlise. H/E - Zeiss Jena 252 x.

FIGURA 9 - Grupo imadiado (28 dias) - Glandula pardtida, aspecto panoramico. Acinos regulares entre outros alterados e desagregados.
Infiltrado inflamatornio. Tecido adiposo adjacente. H/E - Zeiss Jena B0 x.
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FIGURA 10 - Grupo iradiado (70 dias) - Glandula paratida. Acinos claros com vacuolizagbes citoplasmaticas. Mitose atipica. H/E -
Zeiss Jena 252 x.

FIGURA 11 - Grupo irradiado (70 dias) - Glandula parétida. Acinos em disjungéo com pleomotfismo nuclear e ductos com niicleos
dispostos irregularmente. H/E - Zeiss Jena 252 x

FIGURA 12 - Grupo irradiado (150 dias) - Glandula pardtida. Acinos regulares entre outros alterados com nucleos atipicos e
hipercromaticos. Ductos estriados com aspecto de normalidade. H/E - Zeiss Jena 128 x.

FIGURA 13 - Grupo inadiado (150 dias) - Glandula parétida. Acinos irregulares. Presenga de niicleos pleomorfos. Ductos estriados
dispostos regularmente. H/E - Zeiss Jena 252 x

A presencga de acinos alterados entre outros, com aspecto de normalidade,
exibindo células de tamanho variavel com vacuolos e nucleos picnéticos ao lado de
outras células remanescentes, é observada no parénquima glandular nos periodos de
18 e 28 dias.

Nos periodos de 70 e 150 dias sao notados acinos de contorno irregular cujas
células tém citoplasma acidofilo, nucleo esferéide, com volume e afinidade tintoriais
variaveis, localizado na regiao basal com cromatina frouxa e nucléolo evidente. Em
varias areas sao visualizados acinos claros com nucleo hipercromatico.

Rev. Odontol. UNESP, Sdo Paulo, 21: 133-145, 1992 139



O ducto intercalar revestido por epitélio ciibico apresenta nos periodos-analisa-
dos luz aumentada ou pequena, cujas células exibem nucleos alongados.

O ducto estriado formado por epitélio ctibico simples mostra nos periodos de 3,
8, 13 e 18 dias luz aumentada, citoplasma palidamente eosinéfilo, poucas estriagoes
verticais e irregulares e nucleos esferdides com posigao variavel.

Nos periodos de 28 e 70 dias o ducto estriado mostra células com acidofilia
citoplasmaética reduzida; presenga de vactolos e estriagdes verticais basais, algumas
vezes irregulares; nucleo esferdide localizado na regido média ou apical. Aos 150 dias
mostra células com acidofilia aumentada e estriagdes verticais basais organizadas.

O ducto excretor formado por epitélio cilindrico com estratificagdo apresenta,
nos periodos considerados, células com citoplasma acidéfilo e nucleo de volume
variavel, localizado na regiao média ou apical.

Nos periodos de 3, 8, 13 e 18 dias, o estroma exibe edema moderado com divulsao
de fibras, infiltrado inflamatério variando de moderado a intenso, com predominio de
polimorfonucleares neutréfilos e linfocitos, além de fibroblastos e macréfagos; vasos
sanguineos ingurgitados com marginagio e diapedese leucocitéria; areas de tecido
adiposo. »

Nos periodos de 28 e 70 dias, no estroma em graus de discreto a moderado,
observaram-se areas em colagenizagao e celularizado, vasos sangiiineos ingurgitados
com discreto numero de linfocitos, macréfagos e poucos polimorfonucleares neutré-
filos. Tanto na cdpsula como nos septos estdo presentes blocos de células adiposas.

No estroma, no periodo de 150 dias, hé preponderancia de tecido conjuntivb
fibroso denso, que se interpde as estruturas lobulares; presenga de algumas células
inflamatoérias, vasos ingurgitados e células adiposas.

Em alguns casos sao vistos neste periodo e no anterior, alteragdes estruturais
acinares, representadas por fendmenos atipicos como nucleos pleomorficos, por vezes
hipercromaticos e citoplasma grumoso. ‘

Em todos os grupos irradiados, os linfonodos adjacentes mostraram-se com
linfadenite especifica. ‘

Discussao
|
A utilizacao de ratos jovens em desenvolvimento, com 25 dias de idade e peso
corporal médio de 47,08 g, irradiados e nao-irradiados, permitiu-nos a avaliagao

comparativa pelos efeitos somaticos, considerando-se que quanto mais jovem o
individuo mais sensivel é & radiagdo®913.14,

Os ratos do grupo irradiado receberam, dos 25 aos 31 dias de idade, 1.200 rads
de radiagdo X, em doses fracionadas de 300 rads e em intervalos de 48 horas. Durante
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este periodo e os subseqiientes, 0s animais irradiados apresentaram um ganho de
peso corporal médio menor, como demonstram a Tabela 1 e a Figura 1.
Uma exposigdo do organismo a radiagdo desencadeia uma série de reagdes
_progressivas que poderdo resultar até na morte do organismo ou na indugdo de
mutagSes em seu material genético5913.14,

As células podem sofrer alteragdes morfologicas e funcionais dependendo da
dose, tempo de exposic¢ao, idade e sensibilidade do individuo, bem como dos tecidos.
Os resultados finais dessas alteragtes podem ser reversiveis ou irreversiveis, conforme
as agressoes sofridag1213.1623.24.27

A andlise histologica dos resultados obtidos para o grupo controle, relacionados
com a organizagdo estrutural da gldndula pardtida de rato, revelou nos periodos

preestabelecidos um padrao normal de crescimento, diferenciagdo e desenvolvimen-
107.17.26.29.31

Os resultados histolégicos, encontrados na parétida aos 3 e 8 dias apés a
irradiagdo, mostraram alteragdes que envolviam um grupo de acinos ou grandes areas
com intensa redugdo do parénquima, constituindo fase critica do processo em
desorganizagdo®?. Assim, alguns 4cinos exibiam volume e luz aumentados, com
contorno irregular, formados por células piramidais com citoplasma eosinéfilo e nicleo
em cariorrexis e cromatoélise na regiao media, enquanto outros apresentaram-se com
luz pequena, contorno irregular, citoplasma denso, fortemente acidéfilo, exibindo
picnose nuclear, concordantes com relatos que verificaram, em glandulas salivares
adultas, lesOes mais severas entre o 1° e 142 dias apds a irradiagao?368.1516.20,

Em relagéo as alteragdes encontradas nos ductos, os estriados mostraram-se
constituidos por epitélio cilindrico ou cuibico, com poucas estriagdes basais verticais
irregulares, dilatados com freqiiéncia e nuclea esferdide com posicdes varigveis,
sugerindo pseudo-estratificagio. Estes achados sdo compativeis com alguns traba-
lhos'620, enquanto outros®® ndo evidenciaram alteragdes significativas.

No estroma verificamos divulsdo de fibras coldgenas, determinada pelo edema,
com presenga de polimorfonucleares neutréfilos, além de linfécitos e macréfagos, e
vasos sanguineos dilatados, ingurgitados, com inumeros leucocitos, marginagéo e
diapedese, caracterizando o quadro inflamatério corroborado por Becciolini et al.!,
Greenspan et al .8, Shafer ¢ Van Den Brenk®.

Nos periodos de 13 e 18 dias ap6s a irradiagdo, o parénquima apresentou
alteragoes celulares menos intensas. Os 4cinos mostraram-se com citoplasma eosi-
nofilo, exibindo vacuolizagdo e nucleo localizado na regiao média para basal, com
cromatina frouxa, alguns em picnose, cariorrexis e cromatolise e nucléolo evidente.
Assim, grupos de 4cinos nestas condigdes foram vistos ao lado de outros praticamente
integros e em processo regenerativo.

Em alguns ductos intercalares, estriados e excretores as alteragdes persistiram
semelhantes ao periodo anterior, dados concordantes com os achados31516,
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A presenga de edema com infiltrado de polimorfonucleares neutréfilos e linfoci-
tos, ingurgitamento sanguineo, desintegracio de fibras coldgenas e de blocos de
células adiposas persistiam, ainda que abrandados. Alguns trabalhos?28 té&m demons-
trado, em tempos semelhantes de avaliagdes, a permanéncia da inflamagéo, embora
houvesse indicios da possibilidade de reparagdo com regeneragao acinar.

Em relagdo ao periodo de 28 dias observamos acinos com aspecto de normali-
dade entre outros alterados, exibindo células de tamanho variado, com vacuolos
citoplasmaticos e nucleos picnéticos.

Em alguns l6bulos, o parénquima glandular mostrou blocos de 4cinos com
caracteristicas normais e em regeneragao, e outros blocos de 4cinos apresentaram-se
desorganizados e com modificagdes na forma, luz e unidade celular. Assim, areas do
parénquima mostraram-se indefinidas entre persisténcia degenerativa, quadro rege-
nerativos e atipicos de regeneragdo, com aparéncia de normal e até mesmo com areas
de substituigao fibrosa inicial. Os resultados por nés encontrados foram compativeis
com os dos pesquisadoreg?20.22,

O sistema de ductos em condi¢des préximas aquelas descritas aos 18 dias
mantinha variagdes de luz, posigdo nuclear e estriagdes verticais. A estabilidade
morfolégica do conjunto diante dos 4cinos era maior, fato este defendido por varios
autores®1516 que salientaram que os ductos eram mais radiorresistentes.

Os fenérnenos_ reacionais na estrutura de suporte ainda evidenciados sao
caracterizados pela inflamagéo. Pela evolugdo, mesmo havendo possibilidades de
regeneracao parenquimal, foram visualizadas areas em reparagio por substituigdo
fibrosa inicial. Alguns trabalhos!322 tém realgado este processo de reparo, ainda que
parcial, como quadro comum na desintegragdo de 6rgdos, em que a velocidade de
Cicatrizagao pode suplantar a de regeneragao.

Nos pericdos finais do experimento, 70 e 150 dias apds a irradiagao, observamos
no parénquima glandular inconstancia estrutural, notando-se lébulos com 4cinos com
aparéncia morfolégica normal até aquelas com alteragdes degenerativas e outros com
atipias celulares regenerativas. Assim, notamos acinos de tamanhos variaveis e
contornos irregulares, cujas células apresentaram citoplasma acidéfilo, nucleo esfe-
r6ide, com volume e afinidades tintoriais variaveis, cromatina frouxa e nucléolo
evidente. Estes achados sdo concordantes com trabalhos®22 que observaram fenéme-
nos regenerativos, alguns atipicos nos acinos.

O complexo de ductos aos 70 dias apresentou-se mais estavel, assim, enquanto
alguns exibiam morfologia normal, cutros mostravam luz aumentada, posicionamento
nuclear diverso e variagdes nas estria¢des basais verticais nos estriados e estratifica-
¢ao nos excretores.

No periodo de 150 dias, o-conjunto de ductos acompanhando as circunstancias
imprimidas seqliencialmente nos periodos anteriores exibiu com freqiiéncia estrutura
regular, como encontraram os autores®23
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Conclusao

A avaliagao dos resultados obtidos neste trabalho permitiu as seguintes conclu-
sées:

1. Os ratos do grupo irradiado ganharam peso corporal uniforme a partir do 132
dia do experimento (44 dias de idade), embora ndo equivalente aos respectivos
controles.

2. Os acinos serosos mostraram-se radiossensiveis, mesmo utilizando-se dose
considerada baixa e fracionada, enquanto a estrutural ductal apresentou-se mais -
estavel.

3. Nos periodos mais proximos a radiagao, a desorganizagao e a degeneragéo
do parénquima glandular foram acentuadas.

4. A parétida mostrou, nos periodos finais do experimento, atividade regenerativa
predominante, ainda que notados fenémenos reparativos de padrées anormais com
atipias celulares e substitui¢ao fibrosa.

ROSLINDOQ, E. B. et al. X radiation in parotid gland of young rats. Avaliation histopathologig
comparative. Rev. Odontol. UNESP, _Séo Paulo, v. 21, n. 1, p. 133-145, 1992.

w ABSTRACT: The objective of this work is to verify by means of morphologic technique the effects
of radiation X on the structure of the parotid glands of young rats. Seventy male rats, twenty five
days old rats (Rattus norvegicus, albinus Holtzman), with a medium body weight of 47,08 g, were
distributed In two experimental groups: Group 1 - irradiated, Group 2 - control. Using a
convencional X ray apparatus (Eldorado Co 60) the region of the parotid glands was irradiated with
a dose of 300 rads, this procedure was repeated every 48 hours up to an exposition of 1,200 rads.
The Group 2, as the control group, received a treatment similar to Group 1, with the exception of
radiation. After predetermined pericds of 3, 8, 13, 18, 28, 70 and 150 days, after irradiation, the
animals belonging to both groups were sacrificed and the parotid glands removed and fixed in
FMA for two hours and included in parafin. The sections were stained by Hematoxylin/Eosin and
Mallory’s Thricromic. The results obtained suggest that serous acini showed to be radium sensitive
even using low and fractionated doses; in the periods closer to the radiation, the glandular structure
desorganization and degeneration was noted. In the last periods of the experience, the parotid
glands showed a predominance of the regenerative activity although it was also observed the
reparative phenomena of the anormal models with atypical cells and a fibrose substitution. The
striated ducts, because they were radium resistant, showed to be more stable with it in the period
of 160 days after irradiation.

» KEYWORDS: Salivary glands; radiation effects; parotid gland; ionizing radiation.
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