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parótida de ratos expostos a radiação X. 2018. 51f. Trabalho de Conclusão 
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Resumo 
A glândula salivar parótida é um órgão sensível à radiação e, com 

frequência, encontra-se incidentalmente exposta na área de estudos 

radiográficos e tomográficos de cabeça e pescoço. A exposição à baixa dose 

de radiação ionizante, pode causar lesões nas células levando alterações ao 

material genético. Danos de ruptura da dupla fita do DNA são observados por 

imuno-histoquímica, pela presença da proteína histona H2AX fosforilada 

(γH2AX), no núcleo da célula. Morfologicamente, visualiza-se pontos 

individuais (focos pontuais) corados, pela concentração das proteínas γH2AX. 

O período de permanência desses focos pontuais nas células demonstra a 

eficiência ou não do processo de reparo da fita do DNA. A exposição à 

radiação também pode causar danos indiretos, pela ação de espécies reativas 

de oxigênio (EROs). As EROS lesam a fita do DNA por formarem as moléculas 

oxidadas de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG). O objetivo do presente 

trabalho foi analisar a radiossensibilidade da glândula parótida de ratos 

expostos à radiação X, emitida pelo aparelho radiográfico odontológico, na 

dosagem correspondente a 0,1 Gray. Os grupos de análise foram constituídos 

de grupo controle (antes da exposição à radiação), duas horas, 24 horas e uma 

semana após a exposição à radiação X. Biópsias teciduais foram blocadas em 

parafina para confecção de lâminas histológicas e análise imunoistoquímica 

das proteínas γH2AX e 8-OHdG. As células ductais do parênquima da glândula 

parótida após a exposição à baixa dose de radiação X, mostraram no grupo 

duas horas, radiossensibilidade significante que no decorrer do período de 

análise, se reestabeleceram não diferindo, os grupos de 24 horas e o de uma 

semana, quando comparados com o grupo controle. A imunorreatividade da 

proteína 8-OHdG nas células ductais também apresentou efeito similar entre os 

grupos experimentais. As células dos ductos glandulares (intercalares, 

estriados e excretores), células endoteliais, mostraram maior 

radiossensibilidade para as proteínas γH2AX e 8-OHdG, em relação às células 

acinosas glandulares. Dentro dos limites do presente estudo, conclui-se que a 
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glândula parótida de ratos expostos a baixa dose de radiação X (0,1 Gray), não 

mostrou danos no DNA nuclear e nem danos oxidativos nucleares, pela 

imunorreatividade de γ-H2AX e 8-OHdG, utilizando análise imunoistoquímica, 

método da peroxidase. 

  
Palavras-chave: Radiação ionizante, Imunoistoquímica, Histona γ-H2AX, 8-
OHdG, Glândula Parótida, Glândula salivar, Raios–X. 
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ABSTRACT 

 

The parotid salivary gland is a radiation-sensitive organ and is often found to be 

incidentally exposed in the area of x-ray and tomography studies of the head 

and neck. Exposure to low dose ionizing radiation can cause cell damage 

leading to changes in genetic material. Double strand ruptured DNA damage is 

observed by immunohistochemistry, by the presence of phosphorylated histone 

H2AX (γH2AX) protein in the cell nucleus. Morphologically, individual dots 

(punctual focal points) are visualized by the concentration of γH2AX proteins. 

The residence time of these pooled foci in cells demonstrates the efficiency or 

otherwise of the DNA tape repair process. Exposure to radiation can also cause 

indirect damage by the action of reactive oxygen species (ROS). EROS lesions 

the DNA strand by forming the oxidized 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) 

molecules. The objective of the present study was to analyze the 

radiosensitivity of the parotid gland of rats exposed to X radiation, emitted by 

the radiographic dental apparatus, in the dose corresponding to 0.1 Gray. The 

test groups consisted of a control group (before exposure to radiation), two 

hours, 24 hours and one week after X-ray exposure. Tissue biopsies were 

paraffin-embedded for the preparation of histological slides and 

immunohistochemical analysis of γH2AX and 8-OHdG. The ductal cells of the 

parenchyma of the parotid gland after exposure to the low dose of X radiation 

showed in the group two hours, significant radiosensitivity that, during the 

analysis period, reestablished the groups of 24 hours and one week, when 

compared to the control group. The immunoreactivity of 8-OHdG protein in 

ductal cells also showed a similar effect between the experimental groups. The 

cells of the glandular ducts (intercalated, striated and excretory), endothelial 

cells, showed higher radiosensitivity for γH2AX and 8-OHdG proteins, in relation 
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to glandular acinar cells. Within the limits of the present study, it was concluded 

that the parotid gland of rats exposed to low dose of X radiation (0.1 Gray) 

showed no nuclear DNA damage and no nuclear oxidative damage, by the 

immunoreactivity of γ-H2AX and 8 -OHdG, using immunohistochemical 

analysis, peroxidase method; 

 

Keywords: Ionizing Radiation, Immunohistochemistry, Histone γ-H2AX, 8-

OHdG, Parotid Gland, Salivary Gland, X-Ray. 
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LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Fotomicrografias em microscopia de luz evidenciando o aspecto 
histológico da glândula parótida de um rato do grupo 2 h (A, C e E) e outro, 
do grupo 24 h (B, D e F), em vários aumentos e corados com H.E.. O 
parênquima das glândulas apresenta lóbulos envolvidos por tecido 
conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado. Os ácinos serosos e os 
diferentes ductos (intercalares, estriados e excretores), apresentam-se bem 
preservados com integridade tecidual. Setas: seta azul - lóbulo glandular; 
seta vermelha - tecido conjuntivo; seta laranja - ducto excretor; seta preta - 
ducto estriado; seta branca - ducto intercalar; seta verde - ácinos serosos; 
seta amarela - vasos sanguíneos. Aumento original: (A-B), 50X; (C-D), 
100X; (E-F), 400X. Barras de escala: 200 µm (A-B); 100 µm (C-D); 25 µm 
(E-F) 
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Figura 2. Fotomicrografias em microscopia de luz da glândula parótida do 
rato mostrando a imunorreatividade positiva para as proteínas histona γ-
H2AX e 8-OHdG (A-B). Nas imagens C e D, o anticorpo primário foi omitido 
para o controle da reação e especificidade da reação de imunoistoquímica. 
Setas pretas, ductos estriados apresentando células imunomarcadas; Setas 
vermelhas, ausência de células ductais imunomarcadas. 
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Figura 3. Fotomicrografias em microscopia de luz mostrando a 
imunorreatividade para a histona γ-H2AX na glândula parótida de rato. 
Observar que a imunorreatividade para histona γ-H2AX está visível nos 
ductos (intercalar, estriado e/ou excretor). As células apresentam 
imunorreatividade tanto no citoplasma (grupo controle e 2 h), como no 
núcleo (grupo 24 h e 1S) desses ductos. Observa-se também 
imunorreatividade no núcleo de células dos ácinos (G-H), e núcleo de 
células endoteliais (E-G). Aumento original (A-C-E-G), 100X; (B-D-F-H), 
400X. Barras de escala: 100 µm (A-C-E-G); 25 µm (B-D-F-H). Contra-
coloração: Fast green.  
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Figura 4. Fotomicrografias em microscopia de luz mostrando a 
imunorreatividade para a 8-OHdG na glândula parótida. Observar que a 
imunorreatividade para 8-OHdG está visível no citoplasma de ácinos e de 
ductos (intercalar, estriado e/ou excretor) (A-H). As células apresentam 
imunorreatividade no núcleo de células vasculares (B-E-F). (grupos 
controle, 2h e 24h). Aumento original (A-C-E-G), 100X; (B-D-F-H), 400X. 
Barras de escala: 100 µm (A-C-E-G); 25 µm (B-D-F-H). Contra-coloração: 
Fast green.  
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Figura 5. Gráfico apresentando a comparação das densidades de 
marcação por área, em percentagem média, da proteína γH2AX no 
parênquima glandular dos diferentes grupos experimentais. (**), diferença 
estatisticamente significante em relação ao controle (p< 0,001). 
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1. INTRODUÇAO 

 

O número de pessoas expostas à radiação ionizante diagnóstica (RID) 

na área médica tem aumentado cada vez mais, e com isso, a preocupação 

com os efeitos da radiação ao indivíduo, ao longo do tempo. Na odontologia 

não é diferente, o uso rotineiro desses exames radiográficos para auxiliar no 

diagnóstico, no planejamento e controle terapêutico das diferentes doenças 

odontológicas, com o custo menor desses exames e a facilidade de acesso a 

diferentes tipos de exames de imagens, sejam radiografias ou tomografias, faz 

com que o indivíduo num período de atendimento ao profissional, seja exposto 

à doses de radiação diagnósticas consideráveis (METTLER et al., 2009).    

Estudos sobre os efeitos biológicos da radiação ionizante de baixa dose, 

(menores que um Gray), permanecem em constantes temas de debates, pois a 

quantificação dos riscos que a RID pode causar na qualidade de vida e na 

saúde do indivíduo ao longo do tempo é difícil de ser analisado. Sabe-se que 

os efeitos e riscos são diretamente proporcionais à dose irradiada, a duração 

da exposição, a frequência de exposição (pelo efeito acumulativo da radiação 

no organismo), a extensão da área exposta e a radiossensibilidade do tecido 

irradiado (GONZÁLEZ and DARBY, 2004; HAMADA et al., 2011; ALESSIO et 

al., 2014) 

A glândula salivar parótida é um órgão sensível à radiação e, com 

frequência, encontra-se incidentalmente exposta na área de estudos 

radiográficos e tomográficos de cabeça e pescoço. Mais de um terço de todas 

as tomografias computadorizadas realizadas envolvem a região da cabeça e 

pescoço. A exposição à baixa dose de radiação ionizante, pode causar lesões 

nas células levando alterações ao material genético (ASAITHAMBY et al, 2011; 

HUDSON et al, 2011). 

Os danos de ruptura da dupla fita do DNA (DSB) representam uma lesão 

grave ao material genético da célula por possibilitar o aparecimento de 

aberrações cromossômicas. A falta de reparo das DSB ou reparo errôneo 

dessas lesões resulta quase sempre em morte celular ou em mudanças 
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cromossômicas como deleções, translocações e fusões de cromossomos 

(TANAKA et al., 2006; ASAITHAMBY et al, 2011). 

As DSB são observadas por imuno-histoquímica, pela presença da 

proteína histona H2AX fosforilada (γH2AX), no núcleo da célula. 

Morfologicamente, visualiza-se pontos individuais (focos pontuais) corados, 

pela concentração das proteínas γH2AX. O período de permanência desses 

focos pontuais nas células demonstra a eficiência ou não do processo de 

reparo da fita do DNA (PAULL et al., 2000; KAO et al., 2006; MAH et al., 2011). 

A radiação ionizante (RI) tanto em alta como em baixas doses, 

representa um dos mutágenos mais eficiente em induzir diferentes tipos de 

danos ao material genético da célula. A exposição à radiação ionizante causa 

severas lesões nas células por causa da ionização direta e, indiretamente, pela 

ação de espécies reativas de oxigênio (EROs) que agem nas moléculas do 

DNA levando à quebras e mutações gênicas (ROTHKANN and LÖBRICH, 

2003; O'NEILL and WARDMAN, 2009; AZZAM et al, 2012). Os danos nas 

bases nitrogenadas do DNA oxidadas pelas EROs formam as moléculas 8-

hidroxi-2'desoxiguanosina e 8-hydroxyguanina (8-OHdG), conhecidas como 

marcadores de dano oxidativo para RNA e DNA e capazes de induzir 

transversão ou mudança de G (guanina) para T (timina) no DNA (AZZAM et al, 

2012).   

O objetivo do presente trabalho foi verificar ao longo do período de uma 

semana, por meio de análise imunoistoquímica, a radiossensibilidade da 

glândula parótida de ratos expostos à baixa dose de radiação X, emitida pelo 

aparelho radiográfico odontológico, na dosagem correspondente a 0,1 Gray. 
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2. OBJETIVOS 

O objetivo do presente estudo foi analisar espécimes da glândula salivar 

parótida coletados de ratos adultos jovens expostos à baixa dose de radiação X 

(0,1 Gray), nos períodos de duas horas (2h), vinte e quatro horas (24h) e sete 

dias (1S), após à exposição.  

As avaliações consistiram na obtenção de lâminas histológicas 

parafinadas para visualização morfológica microscópica dos ácinos e ductos da  

glândula salivar, coradas em H.E. e verificação da presença e da capacidade 

das células acinosas e ductais em reparar possíveis danos no DNA (quebra da 

dupla fita e danos oxidativos), pela análise imunoistoquímica (método da 

peroxidase) utilizando-se os biomarcadores proteicos γ-H2AX e 8-OHdG. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais  

No presente estudo foram utilizados 25 ratos albinos Wistar (Rattus 

novergicus), com três meses de idade, e peso corporal de 300 gramas, 

provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia de Araçatuba – FOA-

UNESP. Os procedimentos de manipulação experimental foram realizados de 

acordo com as normas estabelecidas pelo “Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals” e o protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais da FOA – UNESP (PROCESSO CEUA Nº 00459-

2015).  

 

3.2. Delineamento experimental 

3.2.1. Anestesia  

Para todos os procedimentos experimentais (exposição à radiação e 

eutanásia), os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (80 

mg/Kg, Francotar®, Virbac, SP, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg, 

Rompum®, Bayer, RS, Brasil). 

3.2.2. Exposição à radiação X 

Os animais foram distribuídos em grupos e após a anestesia geral, cada 

um, foi posicionado, em decúbito dorsal, em suporte apropriado para a 

exposição à radiação X na região da cabeça.   

 

Figura 1. Esquema do posicionamento do aparelho de raios X para emissão dos raios 
X, na cabeça do animal em decúbito dorsal. O tubo de raios X, em posição estática em 
torno da cabeça do rato, emitindo um feixe colimado de raios X, por segundos.  

O período de exposição aos Raios X foi o mesmo para os diferentes 

grupos experimentais correspondendo a 0,1 Gray ou 10 rad, utilizando o 

aparelho de raios X (Dabi, de uso odontológico). 
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3.2.3. Grupos experimentais 

Os animais foram distribuídos em 4 grupos experimentais composto de 

cinco animais cada um. O grupo C – controle, animais jovens submetidos ao 

ambiente e manipulado de maneira semelhante aos grupos irradiados, mas 

sem exposição à radiação X. Grupo 2 horas (2 h), grupo 24 horas (24 h), e, 

grupo uma semana (1S). Os animais destes três grupos (2h, 24h e 1S), foram 

expostos à radiação X (0,1 Gray) e eutanasiados nesses diferentes períodos. 

Cada animal que foi submetido à exposição à radiação X recebeu anestesia 

geral por meio de injeção intramuscular do anestésico Quetamina a 1% 

(Francotar, Virbac Ltda., São Paulo, Brasil)  

Após as exposições à radiação X, os animais, e os do grupo C, foram 

novamente anestesiados, via intramuscular com soluções anestésicas e 

submetidos a perfusão transcardíaca com solução salina 0,9 %, heparinizada, 

seguida de solução fixadora (400ml) com 4% de formaldeído (Sigma, Saint 

Louis, MO, USA) em 0,1 M de tampão PBS.  As glândulas parótidas dos 

animais foram removidas e pós-fixadas em solução fixadora de formaldeído a 

4% por 48 horas.  

 

3.3. Procedimentos histológicos das amostras 

Todos os espécimes foram lavados em água corrente por 24 horas e 

processados em banhos de álcool (70, 80, 95 e 100%), alcool/xilol 50% e 3 

banhos com xilol (LabSynth, Diadema, SP, Brasil) para desidratação e 

blocagem em parafina (Histosec® Merck, Darmstadt, Alemanha). Cortes semi-

seriados de 5µm de espessura dos espécimes foram realizados para 

observação qualitativa (descrição morfológica) dos tecidos corados em H.E. 

(hematoxilina e eosina) (figuras A, B, C e D). 

As reações imuno-histoquímicas foram realizadas pela técnica da 

estreptavidina-biotina e as lâminas fixadas foram submetidas aos anticorpos 

primários policlonais γH2AX (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) para avaliar 

a frequência de ruptura da dupla fita do DNA e seu reparo nos diferentes 

períodos. Os anticorpos primários anti-8OHdG (Santa Cruz Biotechnology), 

foram utilizados para análise do nível de oxidação celular. Os cortes 
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histológicos em lâminas de vidro silanizadas foram colocados em banhos 

rápidos de xilol para a remoção da parafina, e depois, em um banho com 

tampão KPBS (Phosphate buffer solution). As lâminas receberam tratamento 

de recuperação antigênica, em solução de tampão citrato (Merck, Darmstadt, 

Alemanha) e foram imediatamente lavadas duas vezes, em tampão KPBS, em 

leite e depois, em solução de peróxido de hidrogênio, para o bloqueio da 

peroxidase endógena tecidual e lavados em três banhos com solução de PBS 

e Triton X100, para incubação com o anticorpo. Para a incubação do anticorpo 

de ligação e do complexo terciário, foi utilizado o sistema o kit LSAB+ (Dako 

Cytomation, Inc., Carpinteria, Carpinteria, USA) e reações de revelação pela 

diaminobenzidina (DAKO Liquid DAB+, K3468). Os cortes foram contra-

corados com Fast Green FCF (INLAB, Brasil) a 1%. Para controle negativo, foi 

omitido o anticorpo primário. Ao final, as lâminas foram montadas com 

lamínulas.  

 

3.4. Análise imunoistoquímica 

Foram adquiridas imagens, em aumentos de 40X, da glândula parótida das 

secções histológicas imunomarcadas com γ-H2AX e 8-OHdG, por meio de 

câmara digital (AxioCam, Carl Zeiss) acoplada a microscópio de óptico e 

conectado a um microcomputador. Com o auxílio do programa de análise de 

imagens (ImageJ) foi realizada a mensuração da área pela densidade ocupada 

pela imunomarcação. Os valores foram expressos por percentagem de 

densidade da área imunomarcada entres os grupos experimentais. A 

determinação dos níveis de imunomarcação para o anticorpo 8-OHdG foi 

realizada de modo semi-quantitativo, utilizando-se escores de 1 a 4 (1 = 

ausente a 4 = intenso), de acordo com Pedrosa Jr. et al. (2009). 

 

3.5. Observação Histológica dos espécimes glandulares nos períodos 
experimentais. 

Os grupos apresentaram o parênquima glandular bem estruturado com lobos e 

lóbulos envolvidos por tecido conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado. Os 

ácinos e os diferentes ductos (intercalares, estriados e excretores), estavam 



31 

bem preservados e apresentando integridade tecidual nos diferentes  períodos 

experimentais (Figura 1). 

3.6. Análise estatística dos dados 

Para análise estatística dos dados foi utilizado o programa Bioestat 5.3 

(Instituto Mamiruá, Manaus, AM, Brasil). Foram empregados os testes de 

Análise de Variância (ANOVA) para estabelecimento das comparações entre 

os diferentes grupos experimentais e períodos. O nível de significância adotado 

foi de 5% (p<0,05).  
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4. RESULTADOS 

4.1. Padrão de imunomarcação 

A técnica imunoistoquímica empregada para detecção de γ-H2AX e 8-OHdG, 

mostraram especificidade na detecção dessas proteínas, a qual foi comprovada 

pela ausência total de marcação no controle negativo da reação (Figura 2). As 

células imunorreativas para a proteína γ-H2AX apresentaram coloração 

marrom escura confinada ao núcleo e ao citoplasma da célula. A 

imunomarcação para 8-OHdG, estava localizada no citoplasma das células 

(Figura 2).  

 

4.1.1. γ-H2AX no parênquima glandular 

As imunomarcações foram bem evidentes no citoplasma dos ductos da 

glândula, em todos os grupos experimentais quando comparados ao 

grupo controle. A imunorreatividade apresentou especificidade peculiar 

neste protocolo de estudo, uma vez que o anticorpo γ-H2AX apresenta 

predomínio de marcação nuclear. Houve acentuada imunomarcação no 

grupo 2h, com percentagem de densidade de imunomarcação, 

estatisticamente significante, em relação aos demais grupos e ao controle 

(p< 0,01) (Figura 3 e 5). A imunorreatividade da proteína γ-H2AX, no 

núcleo dos ductos e, dos ácinos glandulares, foram observados em 

alguns animais do grupo de 24 h (Figura 3 e 5). Não foi observado 

imunoreatividade da proteína γ-H2AX no citoplasma dos ácinos 

glandulares. Em todos os grupos observou-se imunorreatividade no 

núcleo das células do tecido conjuntivo e no núcleo das células 

endoteliais. 

 

4.1.2. 8-OHdG no parênquima glandular 

A imunorreatividade do anticorpo 8-OHdG, predominou no citoplasma dos 

ductos glandulares apresentando maior intensidade no grupo 2 h, quando 

comparado com os demais grupos (Tabela 1). A imunorreatividade no 

citoplasma dos ácinos glandulares foi difusa e de baixa intensidade nos 

grupos experimentais (Tabela 1) (Figura 4). Em todos os grupos 
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observou-se a imunorreatividade no núcleo e no citoplasma das células 

do tecido conjuntivo e no núcleo das células endoteliais (Tabela 1)(Figura 

4). 
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5. DISCUSSÃO 

 

O presente estudo verificou a ocorrência de focos de imunomarcação da 

proteína histona γ-H2AX, em glândulas salivares parótida de ratos expostos à 

baixa dose de radiação X (0,1 Gy). Os valores da percentagem de células 

γH2AX-positivo no tecido glandular, demonstraram diferenças estatisticamente 

significantes na densidade de imunorreatividade dessa proteína no grupo 2h 

em comparação ao grupo controle (ƿ< 0,01) (Figura 5). Quando os demais 

grupos de análise (24 h e uma semana), foram comparados com o grupo 

controle a densidade de imunomarcação não foi significante.  

Neste estudo, verificou-se que a imunomarcação da proteína γ-H2AX 

apresentou localização predominantemente citoplasmática, fato este peculiar 

por ser uma proteína de marcação nuclear. Nos diferentes períodos analisados 

não se observou diferença significante de marcação nuclear, seja em núcleos 

de ductos ou, de ácinos ou núcleos de células presentes no estroma glandular.  

Os resultados do presente estudo demonstraram que a baixa dose de 

radiação X, emitida na região da cabeça dos animais, não induziu dano ao 

material genético das células da glândula parótida, no que se refere ao 

rompimento ou quebra da dupla fita do DNA nuclear. Vários trabalhos na 

literatura demonstraram a eficiência da proteína histona γ-H2AX como 

marcador de biomonitoramento de dano no DNA, em diferentes protocolos de 

estudos (Cadet et al.,1999; Douki, et al., 2003) 

Deve-se ressaltar que existem outros tipos de danos ao DNA 

provocados pela exposição à radiação ionizante, incluindo danos por oxidações 

às bases nitrogenadas do DNA, por ligações cruzadas entre as bases de 

pirimidinas, deleções de bases nitrogenadas, emparelhamento errôneo de 

nucleotídeos, ruptura de uma fita do DNA e ruptura da dupla fita do DNA, que 

foi o foco do presente estudo (Marples and Collis, 2008; Alessio et al., 2015;). 

No nosso estudo, a localização da imunorreatividade da proteína γ-

H2AX no citoplasma das células ductais pode ser explicada pela presença de 

grande quantidade de mitocôndrias nessas células.  Choi e colaboradores 

(2011), demonstraram por meio de estudos de proteômica mitocondrial, a 

presença de proteínas histonas H2A e H2B na mitocôndria. Foi demonstrado 

que estas histonas e outras histonas similares às histonas nucleares, estão 
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presentes na membrana mitocondrial como proteínas integrais de membrana, 

no interior da organela e não diretamente ligadas ao DNA mitocondrial (mtDNA) 

(CHOI et al., 2011).  

No presente estudo verificou-se também a ocorrência de 

imunorreatividade do anticorpo 8-OHdG no parênquima parotídeo dos ratos, 

nos períodos experimentais, para observar possíveis presença de danos 

oxidativos nos ácidos nucleicos celulares. A imunorreatividade do anticorpo 8-

OHdG, por meio de análise semiquantitativa, apresentou-se com maior 

intensidade no grupo 2 h, quando comparado com os demais grupos (Tabela 1) 

(Figura 4). 

Nossos resultados relativos à imunorreatividade citoplasmática do 

anticorpo 8-OHdG também pode ser justificada pela grande quantidade de 

mitocôndrias no citoplasma das células ductais já que existem nucleotídeos e 

mtDNAs no interior da mitocôndria. A imunorreatividade citoplasmática do 

anticorpo 8-OHdG nos períodos experimentais de 24 h e de uma semana, não 

permaneceu elevada quando comparado ao grupo 2h, demonstrando que as 

células dos ductos glandulares no decorrer do período de análise, puderam 

reparar as possíveis oxidações nos nucleotídeos guanina e se reestabeleceram 

progressivamente, apresentando imunoreatividade similar ao do grupo controle. 

Estudos sugerem que o mtDNA, empacotado em nucleóides no interior 

da mitocôndria pode estar protegido contra os efeitos nocivos da radiação 

ionizante  e da geração de espécies reativas de oxigênio (GULYAEVA et al., 

2006; HENSEN et al, 2014;).  

Por outro lado, existem trabalhos na literatura mostrando vários aspectos 

da disfunção mitocondrial e seu papel no envelhecimento do organismo e no 

desenvolvimento de patologias associadas à idade (RAIMUNDO 2014; 

SCHIAVI e VENTURA 2014 ; BRATIC e LARSSON,  2013 ). 

No presente trabalho mesmo não observando imunorreatividade do 

anticorpo 8-OHdG e da proteína γ-H2AX no núcleo das células do parênquima 

da glândula parótida entre os grupos experimentais, mais estudos são 

necessários para melhor compreensão da complexidade dos possíveis danos 

mitocondriais e celulares e do comportamento das células mediante exposição 

à baixa dose de radiação ionizante. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Dentro dos limites do presente estudo, conclui-se que a glândula 

parótida de ratos expostos a baixa dose de radiação X (0,1 Gray), não mostrou 

danos no DNA nuclear e nem danos oxidativos nucleares, pela 

imunorreatividade de γ-H2AX e 8-OHdG, utilizando análise imunoistoquímica, 

método da peroxidase; 
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Figura 1. Fotomicrografias em microscopia de luz evidenciando o aspecto 
histológico da glândula parótida de um rato do grupo 2 h (A, C e E) e outro, do 
grupo 24 h (B, D e F), em vários aumentos e corados com H.E.. O parênquima 
das glândulas apresenta lóbulos envolvidos por tecido conjuntivo frouxo, 
ricamente vascularizado. Os ácinos serosos e os diferentes ductos 
(intercalares, estriados e excretores), apresentam-se bem preservados com 
integridade tecidual. Setas: seta azul - lóbulo glandular; seta vermelha - tecido 
conjuntivo; seta laranja - ducto excretor; seta preta -  ducto estriado; seta 
branca - ducto intercalar; seta verde - ácinos serosos; seta amarela - vasos 
sanguíneos. Aumento original: (A-B), 50X; (C-D), 100X; (E-F), 400X. Barras de 
escala: 200 µm (A-B); 100 µm (C-D); 25 µm (E-F) 
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Figura 2. Fotomicrografias em microscopia de luz da glândula parótida do rato 
mostrando a imunorreatividade positiva para as proteínas histona γ-H2AX e 8-
OHdG (A-B). Nas imagens C e D, o anticorpo primário foi omitido para o 
controle da reação e especificidade da reação de imunoistoquímica. Setas 
pretas, ductos estriados apresentando células imunomarcadas; Setas 
vermelhas, ausência de células ductais imunomarcadas. 
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Figura. 3 Fotomicrografias em microscopia de luz mostrando a 
imunorreatividade para a histona γ-H2AX na glândula parótida de rato. 
Observar que a imunorreatividade para histona γ-H2AX está visível nos ductos 
(intercalar, estriado e/ou excretor). As células apresentam imunorreatividade 
tanto no citoplasma (grupo controle e 2 h), como no núcleo (grupo 24 h e 1S) 
desses ductos. Observa-se também imunorreatividade no núcleo de células 
dos ácinos (G-H), e núcleo de células endoteliais (E-G). Aumento original (A-C-
E-G), 100X; (B-D-F-H), 400X. Barras de escala: 100 µm (A-C-E-G); 25 µm (B-
D-F-H). Contra-coloração: Fast green.  
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Figura 4. Fotomicrografias em microscopia de luz mostrando a 
imunorreatividade para a 8-OHdG na glândula parótida. Observar que a 
imunorreatividade para 8-OHdG está visível no citoplasma de ácinos e de 
ductos (intercalar, estriado e/ou excretor) (A-H). As células apresentam 
imunorreatividade no núcleo de células vasculares (B-E-F). (grupos controle, 2h 
e 24h). Aumento original (A-C-E-G), 100X; (B-D-F-H), 400X. Barras de escala: 
100 µm (A-C-E-G); 25 µm (B-D-F-H). Contra-coloração: Fast green.  

 

 



45 

 

 

 

 

Figura 5. Gráfico apresentando a comparação das densidades de marcação 
por área, em percentagem média, da proteína γH2AX no parênquima glandular 
dos diferentes grupos experimentais. (* *), diferença estatisticamente 
significante em relação ao controle (p< 0,001). 
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Tabela 1.  Distribuição de anticorpos 8-OHdG-positivos na glândula parótida de 
ratos.  

 

 

PARÂMETRO DE ANÁLISE E ESCORES 
IMUNOMARCAÇÃO – SEMI-QUANTITATIVO 

(Grupos experimentais) 
 

Distribuição de 8-OHdG-POSITIVOS C  2 h  24 h  1 S  

(0) presença em núcleos do estroma glandular 
(fibroblasto e endotélio vascular) 3 4 3 3 

(1) presença em núcleo de ductos glandulares 1 1 1 1 

(2) presença em citoplasma de ductos glandulares 2 4 3 2 

(3) presença em núcleos de ácinos secretores 1 1 1 1 

(4) presença em citoplasma de ácinos secretores 3 2 2 1 

(1) ausência de imunomarcação; (2) células 8-OHdG-positivas - fraca marcação; (3) células 8-

OHdG-positivas - moderada marcação; (4) células 8-OHdG-positivas - intensa marcação.  
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