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Biaggi, G. F. Expressao da proteina yH2AX e 8-OHdG em glandula salivar
parétida de ratos expostos a radiacao X. 2018. 51f. Trabalho de Concluséo
de Curso (Bacharelado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
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Resumo

A glandula salivar parétida é um o6rgao sensivel a radiagcdo e, com
frequéncia, encontra-se incidentalmente exposta na area de estudos
radiograficos e tomograficos de cabecga e pescogo. A exposigdo a baixa dose
de radiagao ionizante, pode causar lesdes nas células levando alteragdes ao
material genético. Danos de ruptura da dupla fita do DNA s&o observados por
imuno-histoquimica, pela presengca da proteina histona H2AX fosforilada
(yH2AX), no nucleo da célula. Morfologicamente, visualiza-se pontos
individuais (focos pontuais) corados, pela concentragdo das proteinas yH2AX.
O periodo de permanéncia desses focos pontuais nas células demonstra a
eficiéncia ou ndo do processo de reparo da fita do DNA. A exposicdo a
radiagao também pode causar danos indiretos, pela agao de espécies reativas
de oxigénio (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 glandula parétida de ratos
expostos a radiacdo X, emitida pelo aparelho radiografico odontolégico, na
dosagem correspondente a 0,1 Gray. Os grupos de analise foram constituidos
de grupo controle (antes da exposi¢ao a radiagdo), duas horas, 24 horas e uma
semana apos a exposigcao a radiagao X. Biopsias teciduais foram blocadas em
parafina para confecgdo de laminas histologicas e analise imunoistoquimica
das proteinas yH2AX e 8-OHdG. As células ductais do parénquima da glandula
parotida apos a exposi¢cao a baixa dose de radiacdo X, mostraram no grupo
duas horas, radiossensibilidade significante que no decorrer do periodo de
anadlise, se reestabeleceram néo diferindo, os grupos de 24 horas e 0 de uma
semana, quando comparados com o grupo controle. A imunorreatividade da
proteina 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 proteinas yH2AX e 8-OHdG, em relagao as células
acinosas glandulares. Dentro dos limites do presente estudo, conclui-se que a
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glandula parétida de ratos expostos a baixa dose de radiagdo X (0,1 Gray), ndo
mostrou danos no DNA nuclear e nem danos oxidativos nucleares, pela
imunorreatividade de y-H2AX e 8-OHdG, utilizando analise imunoistoquimica,

meétodo da peroxidase.

Palavras-chave: Radiagdo ionizante, Imunoistoquimica, Histona y-H2AX, 8-
OHdG, Glandula Parétida, Glandula 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 (yH2AX) protein in the cell nucleus. Morphologically, individual dots
(punctual focal points) are visualized by the concentration of yH2AX 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 yH2AX 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 yH2AX 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 y-H2AX and 8 -OHdG, using immunohistochemical

analysis, peroxidase method;

Keywords: lonizing Radiation, Immunohistochemistry, Histone y-H2AX, 8-
OHdG, Parotid Gland, Salivary Gland, X-Ray.
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histolégico da glandula parétida de um rato do grupo 2 h (A, C e E) e outro,
do grupo 24 h (B, D e F), em varios aumentos e corados com H.E.. O
parénquima das glandulas apresenta lobulos envolvidos por tecido
conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado. Os acinos serosos e O0s
diferentes ductos (intercalares, estriados e excretores), apresentam-se bem
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seta amarela - vasos sanguineos. Aumento original: (A-B), 50X; (C-D),
100X; (E-F), 400X. Barras de escala: 200 um (A-B); 100 um (C-D); 25 ym
(E-F)

Figura 2. Fotomicrografias em microscopia de luz da glandula parétida do
rato mostrando a imunorreatividade positiva para as proteinas histona y-
H2AX e 8-OHdG (A-B). Nas imagens C e D, o anticorpo primario foi omitido
para o controle da reacao e especificidade da reacdo de imunoistoquimica.
Setas pretas, ductos estriados apresentando células imunomarcadas; Setas
vermelhas, auséncia de células ductais imunomarcadas.

Figura 3. Fotomicrografias em microscopia de Iluz mostrando a
imunorreatividade para a histona y-H2AX na glandula parétida de rato.
Observar que a imunorreatividade para histona y-H2AX esta visivel nos
ductos (intercalar, estriado e/ou excretor). As células apresentam
imunorreatividade tanto no citoplasma (grupo controle e 2 h), como no
nucleo (grupo 24 h e 1S) desses ductos. Observa-se também
imunorreatividade no nucleo de células dos acinos (G-H), e nucleo de
células endoteliais (E-G). Aumento original (A-C-E-G), 100X; (B-D-F-H),
400X. Barras de escala: 100 ym (A-C-E-G); 25 ym (B-D-F-H). Contra-
coloragao: Fast green.

Figura 4. Fotomicrografias em microscopia de Iluz mostrando a
imunorreatividade para a 8-OHdG na glandula parétida. Observar que a
imunorreatividade para 8-OHdG esta visivel no citoplasma de acinos e de
ductos (intercalar, estriado e/ou excretor) (A-H). As células apresentam
imunorreatividade no nucleo 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 ym (A-C-E-G); 25 ym (B-D-F-H). Contra-coloragao:
Fast green.

Figura 5. Gréafico apresentando a comparagdo das densidades de
marcagao por area, em percentagem media, da proteina yH2AX no
parénquima glandular dos diferentes grupos experimentais. («+), diferenca
estatisticamente significante em relacao ao controle (p< 0,001).
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1. INTRODUCAO

O numero de pessoas expostas a radiagéo ionizante diagnostica (RID)
na area médica tem aumentado cada vez mais, € com isso, a preocupacao
com os efeitos da radiacdo ao individuo, ao longo do tempo. Na odontologia
nao é diferente, o uso rotineiro desses exames radiograficos para auxiliar no
diagnostico, no planejamento e controle terapéutico das diferentes doencas
odontologicas, 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 individuo num periodo de atendimento ao profissional, seja exposto

a doses de radiacao diagnosticas consideraveis (METTLER et al., 2009).

Estudos sobre os efeitos biolégicos da radiacao ionizante de baixa dose,
(menores que um Gray), permanecem em constantes temas de debates, pois a
quantificacdo dos riscos que a RID pode causar na qualidade de vida e na
saude do individuo ao longo do tempo é dificil de ser analisado. Sabe-se que
os efeitos e riscos sdo diretamente proporcionais a dose irradiada, a duracao
da exposicao, a frequéncia de exposi¢ao (pelo efeito acumulativo da radiagéo
no organismo), a extensao da area exposta e a radiossensibilidade do tecido
irradiado (GONZALEZ and DARBY, 2004; HAMADA et al., 2011; ALESSIO et
al., 2014)

A glandula salivar parétida € um 6rgado sensivel a radiagdo e, com
frequéncia, encontra-se incidentalmente exposta na area de estudos
radiograficos e tomograficos de cabeca e pescogo. Mais de um tergo de todas
as tomografias computadorizadas realizadas envolvem a regido da cabecga e
pescoco. A exposicao a baixa dose de radiagao ionizante, pode causar lesdes
nas células levando alteragbes ao material genético (ASAITHAMBY et al, 2011;
HUDSON et al, 2011).

Os danos de ruptura da dupla fita do DNA (DSB) representam uma lesao
grave ao material genético da célula por possibilitar o aparecimento de
aberragcdes cromossdmicas. A falta de reparo das DSB ou reparo errbneo

dessas lesdes resulta quase sempre em morte celular ou em mudancas
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cromossOmicas como deleg¢des, translocacdes e fusdes de cromossomos
(TANAKA et al., 2006; ASAITHAMBY et al, 2011).

As DSB sao observadas por imuno-histoquimica, pela presenca da
proteina histona H2AX fosforilada (yH2AX), no nucleo da célula.
Morfologicamente, visualiza-se pontos individuais (focos pontuais) corados,
pela concentragdo das proteinas yH2AX. O periodo de permanéncia desses
focos pontuais nas células demonstra a eficiéncia ou ndo do processo de
reparo da fita do DNA (PAULL et al., 2000; KAO et al., 2006; MAH et al., 2011).

A radiagdo ionizante (RI) tanto em alta como em baixas doses,
representa um dos mutagenos mais eficiente em induzir diferentes tipos de
danos ao material genético da célula. A exposigao a radiagéo ionizante causa
severas lesdes nas células por causa da ionizagao direta e, indiretamente, pela
acao de espécies reativas de oxigénio (EROs) que agem nas moléculas do
DNA levando & quebras e mutagdes génicas (ROTHKANN and LOBRICH,
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
transversdo ou mudancga de G (guanina) para T (timina) no DNA (AZZAM et al,
2012).

O objetivo do presente trabalho foi verificar ao longo do periodo de uma
semana, por meio de analise imunoistoquimica, a radiossensibilidade da
glandula parétida de ratos expostos a baixa dose de radiagdao X, emitida pelo

aparelho radiografico odontolégico, na dosagem correspondente a 0,1 Gray.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi analisar espécimes da glandula salivar
parétida coletados de ratos adultos jovens expostos a baixa dose de radiagao X
(0,1 Gray), nos periodos de duas horas (2h), vinte e quatro horas (24h) e sete

dias (1S), apos a exposicao.

As avaliacbes consistram na obtencdo de laminas histologicas
parafinadas para visualizagao morfolégica microscépica dos acinos e ductos da
glandula salivar, coradas em H.E. e verificagdo da presenga e da capacidade
das células acinosas e ductais em reparar possiveis danos no DNA (quebra da
dupla fita e danos oxidativos), pela analise imunoistoquimica (método da

peroxidase) utilizando-se os biomarcadores proteicos y-H2AX e 8-OHdG.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

No presente estudo foram utilizados 25 ratos albinos Wistar (Rattus
novergicus), com trés meses de idade, e peso corporal de 300 gramas,
provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — FOA-
UNESP. Os procedimentos de manipulacdo 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 Comissao de
Etica no Uso de Animais da FOA — UNESP (PROCESSO CEUA N° 00459-
2015).

3.2. Delineamento experimental
3.2.1. Anestesia

Para todos os procedimentos experimentais (exposicdo a radiagao e
eutanasia), 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. Exposigao a radiagao X

Os animais foram distribuidos em grupos e ap6s a anestesia geral, cada
um, foi posicionado, em decubito dorsal, em suporte apropriado para a

exposicao a radiagao X na regiao da cabeca.

Figura 1. Esquema do posicionamento do aparelho de raios X para emissédo dos raios
X, na cabega do animal em decubito dorsal. O tubo de raios X, em posigéo estatica em
torno da cabega do rato, emitindo um feixe colimado de raios X, por segundos.

O periodo de exposigdo 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 odontoldgico).
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3.2.3. Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos 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 exposicao a radiagao X. Grupo 2 horas (2 h), grupo 24 horas (24 h), e,
grupo uma semana (1S). Os animais destes trés grupos (2h, 24h e 1S), foram
expostos a radiacdo X (0,1 Gray) e eutanasiados nesses diferentes periodos.
Cada animal que foi submetido a exposicdo a radiacdo X recebeu anestesia
geral por meio de injegao intramuscular do anestésico Quetamina a 1%

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

ApoOs as exposicdes a radiacdo X, os animais, e os do grupo C, foram
novamente anestesiados, via intramuscular com solugdes anestésicas e
submetidos a perfusdo transcardiaca com solug¢ao salina 0,9 %, heparinizada,
seguida de solugdo fixadora (400ml) com 4% de formaldeido (Sigma, Saint
Louis, MO, USA) em 0,1 M de tampédo PBS. As glandulas parétidas dos
animais foram removidas e pds-fixadas em solugéo fixadora de formaldeido a
4% por 48 horas.

3.3. Procedimentos histolégicos das amostras

Todos os espécimes foram lavados em agua corrente por 24 horas e
processados em banhos de alcool (70, 80, 95 e 100%), alcool/xilol 50% e 3
banhos com xilol (LabSynth, Diadema, SP, Brasil) para desidratacédo e
blocagem em parafina (Histosec® Merck, Darmstadt, Alemanha). Cortes semi-
seriados de 5um de espessura dos espécimes foram realizados para
observagado qualitativa (descrigdo morfolégica) dos tecidos corados em H.E.

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

As reagbes imuno-histoquimicas foram realizadas pela técnica da
estreptavidina-biotina e as laminas fixadas foram submetidas aos anticorpos
primarios policlonais yH2AX (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) para avaliar
a frequéncia de ruptura da dupla fita do DNA e seu reparo nos diferentes
periodos. Os anticorpos primarios anti-80HdG (Santa Cruz Biotechnology),

foram utilizados para analise do nivel de oxidagdo celular. Os cortes
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histologicos em laminas de vidro silanizadas foram colocados em banhos
rapidos de xilol para a remocédo da parafina, e depois, em um banho com
tampao KPBS (Phosphate buffer solution). As laminas receberam tratamento
de recuperacgao antigénica, em solugcdo de tampao citrato (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e foram imediatamente lavadas duas vezes, em tamp&o KPBS, em
leite e depois, em solucdo de peroxido de hidrogénio, para o bloqueio da
peroxidase endogena tecidual e lavados em trés banhos com solugéo de PBS
e Triton X100, para incubagao com o anticorpo. Para a incubag&o do anticorpo
de ligacdo e do complexo terciario, foi utilizado o sistema o kit LSAB+ (Dako
Cytomation, Inc., Carpinteria, Carpinteria, USA) e reacdes de revelagdo 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 primario. Ao final, as laminas foram montadas com

laminulas.

3.4. Anadlise imunoistoquimica

Foram adquiridas imagens, em aumentos de 40X, da glandula parétida das
secgdes histolégicas imunomarcadas com y-H2AX e 8-OHdG, por meio de
camara digital (AxioCam, Carl Zeiss) acoplada a microscépio de oéptico e
conectado a um microcomputador. Com o auxilio do programa de analise de
imagens (ImageJ) foi realizada a mensuracao da area pela densidade ocupada
pela imunomarcacdo. Os valores foram expressos por percentagem de
densidade da area imunomarcada entres o0s grupos experimentais. A
determinacao dos niveis de imunomarcagcdo 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. Observacao Histologica dos espécimes glandulares nos periodos
experimentais.

Os grupos apresentaram o parénquima glandular bem estruturado com lobos e
l6bulos envolvidos por tecido conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado. Os

acinos e os diferentes ductos (intercalares, estriados e excretores), estavam
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bem preservados e apresentando integridade tecidual nos diferentes periodos

experimentais (Figura 1).
3.6. Analise estatistica dos dados

Para anadlise estatistica dos dados foi utilizado o programa Bioestat 5.3
(Instituto Mamirua, Manaus, AM, Brasil). Foram empregados os testes de
Analise de Variancia (ANOVA) para estabelecimento das comparagdes entre
os diferentes grupos experimentais e periodos. O nivel de significancia adotado
foi de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS
4.1. Padrao de imunomarcagao

A técnica imunoistoquimica empregada para detecgao de y-H2AX e 8-OHdG,
mostraram especificidade na detecgédo dessas proteinas, a qual foi comprovada
pela auséncia total de marcagc&o no controle negativo da reagéo (Figura 2). As
células imunorreativas para a proteina y-H2AX apresentaram coloracao
marrom escura confinada ao nucleo e ao citoplasma da célula. A
imunomarcacao para 8-OHdG, estava localizada no citoplasma das células
(Figura 2).

4.1.1. y-H2AX no parénquima glandular

As imunomarcagbes foram bem evidentes no citoplasma dos ductos da
glandula, em todos os grupos experimentais quando comparados ao
grupo controle. A imunorreatividade apresentou especificidade peculiar
neste protocolo de estudo, uma vez que o anticorpo y-H2AX apresenta
predominio de marcagdo nuclear. Houve acentuada imunomarcagéo no
grupo 2h, com percentagem de densidade de imunomarcagao,
estatisticamente significante, em relagdo aos demais grupos e ao controle
(p< 0,01) (Figura 3 e 5). A imunorreatividade da proteina y-H2AX, no
nucleo dos ductos e, dos acinos glandulares, foram observados em
alguns animais do grupo de 24 h (Figura 3 e 5). Nao foi observado
imunoreatividade da proteina y-H2AX no citoplasma dos acinos
glandulares. Em todos os grupos observou-se imunorreatividade no
nucleo das células do tecido conjuntivo e no nucleo das células

endoteliais.

4.1.2. 8-OHdG no parénquima 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 acinos glandulares foi difusa e de baixa intensidade nos

grupos experimentais (Tabela 1) (Figura 4). Em todos os grupos



34

observou-se a imunorreatividade no nucleo e no citoplasma das células
do tecido conjuntivo e no nucleo das células endoteliais (Tabela 1)(Figura
4).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo verificou a ocorréncia de focos de imunomarcacao da
proteina histona y-H2AX, em glandulas salivares parétida de ratos expostos a
baixa dose de radiacdo X (0,1 Gy). Os valores da percentagem de células
yH2AX-positivo no tecido glandular, demonstraram diferengas estatisticamente
significantes na densidade de imunorreatividade dessa proteina no grupo 2h
em comparagdo ao grupo controle (p< 0,01) (Figura 5). Quando os demais
grupos de anadlise (24 h e uma semana), foram comparados com o grupo
controle a densidade de imunomarcacgao nao foi significante.

Neste estudo, verificou-se que a imunomarcagdo da proteina y-H2AX
apresentou localizacdo predominantemente citoplasmatica, fato este peculiar
por ser uma proteina de marcacgao nuclear. Nos diferentes periodos analisados
nao se observou diferenca significante de marcagao nuclear, seja em nucleos
de ductos ou, de acinos ou nucleos de células presentes no estroma glandular.

Os resultados do presente estudo demonstraram que a baixa dose de
radiacao X, emitida na regido da cabega dos animais, ndo induziu dano ao
material genético das células da glandula parétida, no que se refere ao
rompimento ou quebra da dupla fita do DNA nuclear. Varios trabalhos na
literatura demonstraram a eficiéncia da proteina histona y-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 exposicao a radiacio ionizante, incluindo danos por oxidagdes
as bases nitrogenadas do DNA, por ligagdes cruzadas entre as bases de
pirimidinas, delegcdes de bases nitrogenadas, emparelhamento errbneo de
nucleotideos, 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 localizagdo da imunorreatividade da proteina y-
H2AX no citoplasma das células ductais pode ser explicada pela presenga de
grande quantidade de mitocéndrias nessas células. Choi e colaboradores
(2011), demonstraram por meio de estudos de protedmica mitocondrial, a
presenca de proteinas histonas H2A e H2B na mitocondria. Foi demonstrado

que estas histonas e outras histonas similares as histonas nucleares, estao
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presentes na membrana mitocondrial como proteinas integrais de membrana,
no interior da organela e ndo diretamente ligadas ao DNA mitocondrial (mtDNA)
(CHOl et al., 2011).

No presente estudo \verificou-se também a ocorréncia de
imunorreatividade do anticorpo 8-OHdG no parénquima parotideo dos ratos,
nos periodos experimentais, para observar possiveis presenca de danos
oxidativos nos acidos nucleicos celulares. A imunorreatividade do anticorpo 8-
OHdG, por meio de analise semiquantitativa, apresentou-se com maior
intensidade no grupo 2 h, quando comparado com os demais grupos (Tabela 1)
(Figura 4).

Nossos resultados relativos a imunorreatividade citoplasmatica do
anticorpo 8-OHdG também pode ser justificada pela grande quantidade de
mitocdndrias no citoplasma das células ductais ja que existem nucleotideos e
mtDNAs no interior da mitocéndria. A imunorreatividade citoplasmatica do
anticorpo 8-OHdG nos periodos experimentais de 24 h e de uma semana, nao
permaneceu elevada quando comparado ao grupo 2h, demonstrando que as
células dos ductos glandulares no decorrer do periodo de analise, puderam
reparar as possiveis oxidagdes nos nucleotideos guanina e se reestabeleceram
progressivamente, apresentando imunoreatividade similar ao do grupo controle.

Estudos sugerem que o mtDNA, empacotado em nucledides no interior
da mitocondria pode estar protegido contra os efeitos nocivos da radiagéo
ionizante e da geragdo de espécies reativas de oxigénio (GULYAEVA et al.,
2006; HENSEN et al, 2014;).

Por outro lado, existem trabalhos na literatura mostrando varios aspectos
da disfungdo mitocondrial e seu papel no envelhecimento do organismo e no
desenvolvimento de patologias associadas a idade (RAIMUNDO 2014;
SCHIAVI e VENTURA 2014 ; BRATIC e LARSSON, 2013).

No presente trabalho mesmo ndo observando imunorreatividade do
anticorpo 8-OHdG e da proteina y-H2AX no nucleo das células do parénquima
da glandula parétida entre os grupos experimentais, mais estudos sé&o
necessarios para melhor compreensdo da complexidade dos possiveis danos
mitocondriais e celulares e do comportamento das células mediante exposi¢cao

a baixa dose de radiacao ionizante.
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6. CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo, conclui-se que a glandula
parétida de ratos expostos a baixa dose de radiagao X (0,1 Gray), ndo mostrou
danos no DNA nuclear e nem danos oxidativos nucleares, pela
imunorreatividade de y-H2AX e 8-OHdG, utilizando analise imunoistoquimica,

meétodo da peroxidase;
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Figura 1. Fotomicrografias em microscopia de luz evidenciando o aspecto
histologico da glandula parétida de um rato do grupo 2 h (A, C e E) e outro, do
grupo 24 h (B, D e F), em varios aumentos e corados com H.E.. O parénquima
das glandulas apresenta I6bulos envolvidos por tecido conjuntivo frouxo,
ricamente vascularizado. Os acinos serosos e os diferentes ductos
(intercalares, estriados e excretores), apresentam-se bem preservados com
integridade tecidual. Setas: seta azul - I6bulo glandular; seta vermelha - tecido
conjuntivo; seta laranja - ducto excretor; seta preta - ducto estriado; seta
branca - ducto intercalar; seta verde - acinos serosos; seta amarela - vasos
sanguineos. Aumento original: (A-B), 50X; (C-D), 100X; (E-F), 400X. Barras de
escala: 200 ym (A-B); 100 pym (C-D); 25 ym (E-F)

o
'.‘?.
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Figura 2. Fotomicrografias em microscopia de luz da glandula parétida do rato
mostrando a imunorreatividade positiva para as proteinas histona y-H2AX e 8-
OHdG (A-B). Nas imagens C e D, o anticorpo primario foi omitido para o
controle da reacdao e especificidade da reacdo de imunoistoquimica. Setas
pretas, ductos estriados apresentando células imunomarcadas; Setas
vermelhas, auséncia de células ductais imunomarcadas.
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Figura. 3 Fotomicrografias em microscopia de Iluz mostrando a
imunorreatividade para a histona y-H2AX na gléandula parétida de rato.
Observar que a imunorreatividade para histona y-H2AX esta visivel nos ductos
(intercalar, estriado e/ou excretor). As células apresentam imunorreatividade
tanto no citoplasma (grupo controle e 2 h), como no nucleo (grupo 24 h e 1S)
desses ductos. Observa-se também imunorreatividade no nucleo de células
dos acinos (G-H), e nucleo de células endoteliais (E-G). Aumento original (A-C-
E-G), 100X; (B-D-F-H), 400X. Barras de escala: 100 um (A-C-E-G); 25 uym (B-
D-F-H). Contra-coloragao: Fast green.
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Figura 4. Fotomicrografias em microscopia de Iluz mostrando a
imunorreatividade para a 8-OHdG na glandula parétida. Observar que a
imunorreatividade para 8-OHdG esta visivel no citoplasma de &cinos e de
ductos (intercalar, estriado e/ou excretor) (A-H). As células apresentam
imunorreatividade no nucleo 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 uym (A-C-E-G); 25 uym (B-D-F-H). Contra-coloragao: Fast green.
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Figura 5. Grafico apresentando a comparagao das densidades de marcacéo
por area, em percentagem média, da proteina yH2AX no parénquima glandular
dos diferentes grupos experimentais. (- +), diferenga estatisticamente
significante em relagdo ao controle (p< 0,001).
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Tabela 1. Distribuicdo de anticorpos 8-OHdG-positivos na glandula parétida de
ratos.

PARAMETRO DE ANALISE E ESCORES (Grupos experimentais)
IMUNOMARCAGAO - SEMI-QUANTITATIVO

Distribuicao de 8-OHdG-POSITIVOS C 2h 24 h 1S
(0) presenca em nucleos do estroma glandular
(fibroblasto e endotélio vascular) 3 4 3 3
(1) presenca em nucleo de ductos glandulares 1 1 1 1
(2) presenca em citoplasma de ductos glandulares 2 4 3 2
(3) presenca em nucleos de acinos secretores 1 1 1 1
(4) presenca em citoplasma de acinos secretores 3 2 2 1

(1) auséncia de imunomarcacgao; (2) células 8-OHdG-positivas - fraca marcacao; (3) células 8-
OHdG-positivas - moderada marcacéo; (4) células 8-OHdG-positivas - intensa marcacgao.
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