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EFEITO PROTETOR DO PICNOGENOL EM GLANDULAS
PAROTIDAS DE RATOS QUE SOFRERAM RADIACAO
IONIZANTE NA REGIAO DE CABECA E PESCOCO

Protective effect of pycnogenol in parotid glands of rats that suffered ionizing radiation in the
head and neck
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RESUMO

A radioterapia de cabeca e pescoco aplicada para o tratamento do cancer promove diversos efeitos
colaterais dentre eles alterac6es estruturais e funcionais da glandula parétida, o qual resulta em um
impacto negativo na qualidade de vida do paciente. O presente estudo se baseou na utilizacdo de uma
poderosa substancia antioxidante, o picnogenol, em ratos antes do evento da radiagdo, com o objetivo
de verificar morfologicamente se essa substancia promoveria efeito protetor nas glandulas parétidas
de ratos irradiados. Cortes histoldgicos mostraram melhor preservacdo da estrutura das glandulas
parotidas de ratos tratados com picnogenol comparados com os ratos controles irradiados onde foi
realizado somente administracdo de dgua sem picnogenol. O tratamento com o picnogenol preservou
a forma e o contorno dos &cinos e suas células. Concluiu-se que o picnogenol pode ser uma substancia
que auxilia na protecado contra os efeitos secundarios da radiacgéo ionizante em glandula parétida.
Descritores: Glandula paré6tida. Radiacdo ionizante. Picnogenol.

ABSTRACT

The head and neck radiotherapy applied to cancer treatment promotes different collateral effects
including structural and functional alterations of the parotid gland, which results in a negative impact
on quality of life of patients. This study was based on the use of a powerful antioxidant substance,
pycnogenol in rats before the event of radiation, with the aim to verify whether this substance
morphologically promotes protective effect on irradiated parotid glands of rats. Histological sections
showed better preservation of the structure of the parotid glands of rats treated with pycnogenol
compared with the control rats where it was held only water administration without pycnogenol.
Treatment with pycnogenol preserved the shape and contour of the acini and their cells. It was
concluded that pycnogenol may be a substance that helps to protect against side effects of ionizing
radiation on the parotid gland..
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INTRODUGAO
A radioterapia ¢ a modalidade ou desaparecimento da neoplasia
terapéutica que utiliza as radiacdes maligna'®. E considerado o tratamento

ionizantes com o objetivo de destruir as
células neoplasicas visando uma redugdo

nao cirlrgico mais importante para o
cancer, sendo que 70% desses pacientes
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recebem a radioterapia como modalidade
de tratamento®*,

Essa modalidade de tratamento
qguando aplicada na regido de cabega e
pescogco e dependendo da dose da
radiacdo, area irradiada, tempo de
tratamento, dose de distribuicdo e do uso
associado de outras terapias, provoca
alteracBes reversiveis e irreversiveis nos
tecidos neoplasicos, mas também afeta de
forma inespecifica o tecido sadio®*. Esse é
0 caso das glandulas salivares maiores,
dentre elas a par6tida, que geralmente
encontra-se presente no campo irradiado®.
A exposicdo das glandulas salivares
maiores a radiacdo resulta em severas
alteracGes em suas estruturas e funcdes®’”
°. As consequéncias da radioterapia de
cabeca e pescoco sdo varias incluindo
xerostomia, mucosite, disfagia, alteraces
no paladar, aumento do risco a carie,
dificuldades na fala e na respiracéo,
resultando em um impacto negativo na
qualidade de vida do paciente!256914,

Segundo Eisbruch et al.* e Guebur
et al*, a xerostomia é considerada o efeito
colateral mais comum durante a
radioterapia de cabeca e pescogo, ao passo
gue a presenca de saliva é um fator
essencial para a salde da cavidade bucal.

Apesar das glandulas salivares
serem  consideradas  radioresistentes
devido a alta diferenciagdo celular, quando
sdo expostas a radiacdo ionizante, severas
alteracbes em sua morfologia sé&o
observadas®®. E comprovado através dos
estudos de Ramos et al.° que a glandula
parotida € a mais sensivel e afetada
durante a radioterapia em comparacao
com as glandulas submandibular e
sublingual gue sdo mais resistentes. Isso se
deve & maior radiosensibilidade das células
serosas em comparacdo com as células
mucosas, pois células serosas secretam
granulos que sdo ricos em metais como
zinco, ferro e manganés que se dirigem
para o citoplasma, causando autolise e
morte celular.

Os efeitos da radiacdo ionizante
sdo mediados pela formacdo de radicais
livres que sdo altamente reativos,
removendo atomos de hidrogénio de
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acidos fortes causando peroxidacdo
lipidica e consequente morte celular?®8,

Para o tratamento da xerostomia
varias modalidades terapéuticas tém sido
adotadas como saliva artificial, cremes
bucais e estimulantes gustatorios. Porém
esses artificios oferecem um alivio curto
para os sintomas26-10:14,

Atualmente, um grande namero
de agentes antioxidantes e drogas
radioprotetoras tém sido estudados e
usados para minimizar os efeitos colaterais
causados pela radioterapia de cabeca e
pescoco. Entre as substancias utilizadas
podemos citar o picnogenol, a vitaminaE e
a pilocarpina?®%8,

O picnogenol, alvo de nosso
estudo, é uma substancia exclusivamente
extraida da casca do pinheiro maritimo
francés (Pinus pinaster), com efeito anti-
inflamatorio, antioxidante e
anticarcinogénico confirmado em estudos
clinicos e laboratoriais®*°,

Atualmente o picnogenol €
utilizado ao redor do mundo como um
suplemento nutricional e medicamento
fitoterapico para varias doencas desde
inflamagbes crbnicas a  disfuncbes
circulatérias®>.  Prevencdo de eritemas
apbs exposicdo a radiacdo ultravioleta e
reducdo dos niveis de leucotrienos
circulantes em pacientes com asma
também sdo acgdes promovidas pelo
picnogenol, além de melhorar a
integridade  vascular e a funcéo
endotelial®®.

Segundo estudos de Ramos et al.?,
0 picnogenol tem demonstrado ser um
potente antioxidante tanto em pesquisas
laboratoriais quanto em ensaios clinicos,
pois promove um eficiente efeito
radioprotetor comprovado em estudo
utilizando mucosa intestinal de ratos.

Com relacéo ao efeito protetor do
picnogenol contra alteracdes morfologicas
e funcionais promovidas pela radioterapia
de cabeca e pescoco em glandulas
salivares maiores, poucos estudos de
cunho cientifico foram realizados até o
presente momento. Por esse motivo esse
trabalho tem por objetivo avaliar o efeito
protetor antioxidante do picnogenol
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contra os efeitos da radioterapia de cabeca
e pescogo na glandula parétida.

MATERIAIS E METODOS

Para o presente trabalho foram
utilizados 24 camundongos divididos em 4
grupos, cada um constituido por 6 animais.
Como se observa na tabela 1, os dois
primeiros grupos de animais ndo foram
expostos a radiacdo. Eles serviram como
grupo controle. No primeiro grupo foi
administrado somente agua destilada. No
segundo, 200mg/kg de picnogenol foi
administrado de forma oral. Essas
administracdes foram realizadas 6, 48 e 72
h antes da simulacdo da irradiacdo. Os
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outros dois grupos foram tratados
utilizando o mesmo principio, porém apds
a administracdo de agua destilada e 200
mg/kg de picnogenol eles foram expostos
a radiacdo com uma dose de 15 Gy.

Os grupos de ratos irradiados,
trinta minutos antes do procedimento,
foram pesados e anestesiados com uma
injecdo intramuscular de cloridrato de
guetamina (0,1 mg/kg) e xylazin (0,05
mg/kg). Os ratos entdo  foram
posicionados em uma mesa e expostos a
uma dose de radiacdo de 15 Gy. Os animais
controle foram também anestesiados,
porém nao irradiados.

Tabela 1- Grupos de ratos tratados com picnogenol e irradiados

Grupo Administracéo de picnogenol Radiagao
(mg/ kg) (Gy)
(1) Controle Agua -
(2) Picnogenol 200 -
(3) Irradiado Agua 15
(4) Irradiado 200 15

Os grupos controle e os ratos irradiados
que utilizaram picnogenol 200 mg/kg
foram sacrificados 7 dias apds a simulacdo
da irradiacdo e suas glandulas parotidas
foram fixadas em formol a 10%. Com
relagdo aos ratos irradiados que utilizaram
agua destilada, trés foram mortos 7 dias
apo6s a irradiacdo e trés 21 dias apds a
irradiacdo. Suas glandulas pardétidas
também foram fixadas em formol a 10%.
Todos esses procedimentos foram
realizados na Faculdade de Odontologia
da UNICAMP/ Piracicaba, SP.

O material fixado em formol a 10%
foi encaminhado para o laboratério de
Patologia Bucal da Faculdade de
Odontologia da PUC-Minas, onde foram
desidratados em concentracdes crescentes
de alcool (70°, 80°, 95° e absoluto) e
diafanizados em xilol. Logo apds foram

banhados em parafina e incluidos na
mesma.

O material incluido entdo foi
levado ao micr6tomo e finos cortes de 4
pm foram realizados para uma melhor
coloracdo das laminas e estudo das
estruturas celulares. Foi realizada a técnica
de coloracdo com hematoxilina e eosina.
Apoés a coloragdo, os cortes histoldgicos
foram avaliados em microscopio 6ptico
(Axiostar da Carl — Zeiss) em aumento de
40X, 100X, 200X, 400X e 1.000X, com o
objetivo de estudar as altera¢@es teciduais
existentes.

RESULTADOS

O grupo de ratos controle serviu de
parametro para avaliagdo e comparagéo
com o grupo de ratos irradiados que ndo
utilizaram o picnogenol. Com relagdo a
glandula parétida dos ratos controle, ela se
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mostrou sem  nenhuma  alteragéo
morfoldgica significativa. Observou-se a
presenga de uma cépsula de tecido
conjuntivo que contorna toda a estrutura
glandular, da qual partem septos que
dividem a glandula em I6bulos,
constituidos por A&cinos serosos com
contorno e forma definidos. Presenca de
ductos intralobulares e extralobulares com
material de secrecdo no seu interior
também foi um achado comum. Os &cinos
serosos apresentavam em média oito
células por &cino. Os acinos apresentavam-
se com forma esférica (Figura 1).

Figura 1- Glandula parétida controle. Aumento
de 200 X. Coloragéo HE.

Comparando esses achados com
o0s ratos que sofreram irradiacdo e foram
mortos apés 7 dias, observou-se: reducéo
do ndmero de células por acino, com
média de aproximadamente cinco células
por &cino. Morfologicamente, notou-se
presenga de células acinares em processo
de apoptose, com redu¢éo no ndmero de
seus nucleos, presenca de nicleos mais
corados e condensados, indicando a
presenca de células apoptdticas, além do
aparecimento de corpos apoptéticos
(Figura 2).
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Figura 2- Glandula parétida irradiada. Aumento
de 400 X. Coloracéo HE.

Comparando a glandula pardtida
dos ratos controle com a dos ratos
irradiados e mortos apés 21 dias, a
diferenca foi ainda mais significativa:
observou-se presenca de processo de
vacuolizagdo do citoplasma das células
acinares, aumento do ndmero de septos,
presenca de células com citoplasma
granuloso, diminuicdo do lamen dos
ductos, que se encontravam sem material
de secrecdo. Estes estavam mais
irregulares com as células que o revestem
em processo de apoptose. Os &cinos
Serosos encontravam-se mais
desorganizados, sem contorno e forma
definidos, com média de trés a quatro
células por &cino ( Figura 3).

1535 Ay T

de 400 X. Coloracéo HE.
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O grupo de ratos que utilizaram
picnogenol 200mg/kg sem irradiagdo
serviu de parametro para avaliacdo e
comparagdo com o grupo de ratos que
foram irradiados e utilizaram picnogenol
200mg/kg. Com relagdo a glandula
parotida do grupo ndo irradiado que fez
uso de picnogenol 200 mg/kg, observou-se
a presenca de 4&cinos serosos com
contorno e forma definidos, alguns ductos
com material de secrecdo no seu interior,
presenca de vasos sanguineos
hiperemiados e média de seis células por
cino (Figura 4).

Figura 4- Glandula par6tida tratada com
picnogenol 200 mg/kg. Aumento de 200 X.
Coloragéo HE.

Comparando esses achados com
0s ratos que sofreram irradiacdo e fizeram
uso do picnogenol 200mg/kg, ndo se
observou diferenga significativa em
relacdo ao nimero de células por acino e a
forma e contorno desses &cinos. Nesse
grupo também foi observado a presenga
de acinos serosos com contorno e forma
definidos, além da média de seis células
por &cino( Figura 5).
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Figura 5- Glandula parétida irradiada e tratada
com picnogenol 200 mg/kg. Aumento de 400
X. Coloragéo HE.

Por ultimo, comparou-se a
glandula parétida de ratos que sofreram
radiacio e  utilizaram  picnogenol
200mg/kg com os ratos que foram
irradiados sem fazer uso dessa substancia.
Observou-se que no grupo de ratos que
fizeram uso do picnogenol, suas parétidas
apresentaram-se com menos alteracdes
em relacdo & forma e contorno dos &cinos
e nimero de células por &cino,
comparando com as par6tidas dos ratos
que foram somente irradiados.

DISCUSSAO

A radioterapia é uma modalidade
terapéutica, que utiliza as radiacdes
ionizantes, com o objetivo de destruir as
células neoplasicas, visando uma redugdo
ou desaparecimento da neoplasia maligna.
E uma terapia complementar ao
procedimento cirdrgico e amplamente
utilizada em pacientes com cancerl1-*#,

A radioterapia, quando aplicada na
regido de cabegca e pesco¢o, provoca
alteracdes reversiveis e irreversiveis nos
tecidos neoplasicos, mas também afeta de
forma inespecifica o tecido sadio®*. Esse é
0 caso das glandulas salivares maiores,
entre elas a parotida, que geralmente
encontra-se  presente  no  campo
irradiado6. A exposicdo das glandulas
salivares maiores a radiacdo resulta em
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severas alteracBes em suas estruturas e
funcdess,’®.

De acordo com o nosso estudo, as
alteracbes encontradas nas glandulas
parotidas de ratos irradiados e sacrificados
ap6s 7 e 21 dias, tais como reducédo do
nimero de células por &cino, presenca de
células acinares em processo de apoptose,
vacuolizacdo do citoplasma das células
acinares, diminuicéo do limen dos ductos,
desorganizacdo dos acinos com perda de
contorno e forma sdo achados proprios em
processos de irradiacéo. Tais
caracteristicas, encontradas em nosso
estudo, foram também relatadas na
literatura nos estudos de Burgess e
Dardick® e de English et al.?. Estas
alteracbes morfologicas poderiam ser
responsaveis pelos efeitos clinicos como o
aparecimento da xerostomia, sendo uma
das principais consequéncias das radiacdes
na regido de cabeca e pescoco.

Na xerostomia ocorre reducdo da
salivacdo na boca, com reducdo das
imunoglobulinas (IgAs) presentes na saliva
tendo como conseqiiéncia a reducdo da
resposta dos tecidos bucais as agressoes.
Ha o ressecamento da mucosa bucal,
podendo resultar em mucosites e caries, 0
gue resulta em um impacto negativo na
qualidade de vida do paciente!256914,

O nosso estudo foi o pioneiro na
utilizacdo da substancia picnogenol com o
intuito de avaliar se essa substancia
protege as glandulas pardtidas dos efeitos
negativos do processo de irradiacdo. Como
descrito na literatura, o picnogenol tem
sido considerado um potente antioxidante
e antiinflamat6rio®®®,

O nosso estudo demonstrou que
os ratos que foram irradiados, mas que
fizeram uso do picnogenol apresentaram
menores alteragcbes em seus acinos e
células, quando comparados com os ratos
gue s6 foram irradiados, assemelhando-se
as parétidas dos grupos controle. Os
acinos das parétidas de ratos que fizeram
uso do picnogenol sem irradiacdo
apresentavam-se com contorno e forma
definidos com média de seis células por
acino, com presenga de alguns ductos com
material de secre¢cdo no seu interior.
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Entretanto, nos ratos que foram irradiados
e sacrificados 7 dias ap6s a irradiagdo, as
parotidas apresentaram-se com &cinos
desorganizados, sem contorno e forma
definidos, com média de cinco células por
acino. Nos ratos sacrificados 21 dias apés a
irradiacdo observaram-se de trés a quatro
células por 4cino, com apoptose e
vacuolizacdo das células, além da auséncia
de material de secrecdo no interior dos
ductos e com reduc¢do do seu limen.

CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que o
picnogenol promoveu uma protecdo nos
acinos e nas células acinares da glandula
parotida, o que poderia implicar em uma
reducdo no quadro de xerostomia. Espera-
se que este efeito protetor possa promover
uma melhoria na qualidade de vida dos
pacientes que se submetem a radioterapia
de cabeca e pescoco.

Este estudo foi inovador, pois
descreveu pela primeira vez as alteracfes
morfoldgicas encontradas em glandulas
parotidas de ratos que foram submetidos a
radiagdo, sugerindo o efeito protetor do
picnogenol. Porém novos estudos séo
necessarios para que se possa fazer outras
avaliacbes e comprovar de forma mais
acurada tal efeito.
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