[ PORTO

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS ABEL SALAZAR
UNIVERSIDADE DO PORTO

ALTERACOES MORFOLOGICAS NA GLANDULA PAROTIDA
PROVOCADAS PELO RUIDO DE BAIXA FREQUENCIA

PEDRO MIGUEL ANTUNES OLIVEIRA

Dissertagdo de doutoramento em Ciéncias Biomédicas

2008



ALTERACOES MORFOLOGICAS NA GLANDULA PAROTIDA
PROVOCADAS PELO RUIDO DE BAIXA FREQUENCIA



PEDRO MIGUEL ANTUNES OLIVEIRA

ALTERACOES MORFOLOGICAS NA GLANDULA PAROTIDA
PROVOCADAS PELO RUIDO DE BAIXA FREQUENCIA

Dissertacao de candidatura ao grau de Doutor em
Ciéncias Biomédicas, submetida ao Instituto de
Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar da

Universidade do Porto.

Orientagdo cientifica pelo Doutor Martins dos
Santos, professor associado do Instituto de
Ciéncias da Saude Egas Moniz e co-orientacao
pelo Professor Doutor Artur Aguas, professor
catedratico do Instituto de Ciéncias Biomédicas de
Abel Salazar.



A Sofia

Ao Henrique



“Naquela mesma noite Deus apareceu a
Salom&o, e disse-lhe: Pede o que queres
que eu te dé (...)’ (2 Cronicas 1,7)

“Da-me, pois, agora, sabedoria e
conhecimento (...)" (2 Crénicas 1,10)

“Assim excedeu o rei Salomdo a todos os
reis da terra (...)" (2 Crénicas 9,22)






iNDICE

Y L= Lo (=T 14 1T 4 o XU 8
Pre@mbulo........ceeiieii i e 15
11 0T LT oY o 17
Som e Ruido de Baixa Frequéncia — Propriedades Fisicas 19
Som e Ruido 19
Fisica do Ruido 19
Ruido de Baixa Frequéncia; Fenémeno Acustico e Vibragcdo 20
Nivel Sonoro 21
Avaliagdo do Ruido Ambiental e Ruido de Baixa Frequéncia 23
Avaliagéo do Ruido 23
Ruido Ambiental e Ruido de Baixa Frequéncia 24
Fontes de Ruido de Baixa Frequéncia 26
Ruido de Baixa Frequéncia, Tecidos Biol6gicos e Doenga Vibro-acustica 28
Ruido de Baixa Frequéncia, Vibragao e Tecidos Bioldgicos 28
Ruido de Baixa Frequéncia e Doenga Vibro-acustica — Epistemologia 34
Glandula Parétida e Ruido de Baixa Frequéncia 37
Morfologia Normal da Glandula Parétida — Anatomia do Rato Albino (Wistar) 37
Efeitos do Ruido de Baixa Frequéncia na Glandula Parétida 40
Objectivos 42
Material @ MEtOUOS. ... .ou i iiie e e s rn e e e e s e e e e e e s e m s e rm s e e e e s emnans 43
Modelo Animal 45
Protocolo Experimental 45
Exposigéo ao Ruido de Baixa Frequéncia 45
Morfologia — Microscopia Optica 47
Morfometria — Analise Estatistica 47
Recolha de Dados e Anélise Estatistica de Resultados 48
Morfologia — Imunohistoquimica 49
Morfologia — Microscopia Electrénica de Transmisséo 50
Morfologia — Estudo Vascular Macroscépico 50
Resultados...........ccceveeenninnnnnnns e e eeeeaeeareeeeersseaaeeeeereneseaeaeeeee e 51
Morfologia — Microscopia Optica 53
Morfometria — Analise Estatistica 71
Morfologia — Imunohistoquimica 77
Morfologia — Microscopia Electrénica de Transmisséo 91
Morfologia — Estudo Vascular Macroscopico 104
DT E=T oW ==Y o 107
L0704 o (=TT 132
L= TS 1] 1 T 136
Referéncias Bibliograficas........ccccoiiiiiiiiiiiiiirir s s s 157



AGRADECIMENTOS






Ao Professor Doutor Martins dos Santos

Tenho o privilégio, raro, de ter em si um verdadeiro mestre. O que

ensina com o exemplo.

Tenho também o enorme privilégio de poder contar com o dom da
sua amizade, com o beneficio dos seus conselhos, com a fortuna
das pequenas licoes, que s6 uma sincera dedicagdo, de que ndo

me considero merecedor, permite.

Mais fica por dizer nesta necessariamente imperfeita, por curta,
elocucgéo, um forte abrago do seu amigo, com quem pode sempre

contar,

muito obrigado.

10



Gostariamos de deixar o nosso sentido agradecimento a todos os que nos ajudaram a
levar por diante a concretizagdo deste trabalho € muito especialmente,

Ao Professor Doutor Nuno Grande, referéncia incontornavel das Ciéncias Médicas em
Portugal, de quem pudémos ter o privilégio do acompanhamento inicial deste trabalho
com a sua orientagédo e conselhos que sao verdadeira sabedoria.

Ao Professor Doutor Artur Aguas, que com a sua postura como Cientista e Académico
tem sido incentivo e fonte de inspiragdo para os nossos trabalhos, pela constante
disponibilidade e pela confianga que em nés depositou.

A Professora Doutora Maria Jodo Oliveira que acompanhou e enriqueceu este trabalho
na apresentacao de final de primeiro ano.

Ao Dr. Castelo Branco a quem muito devemos e a quem deve ser atribuida a
“paternidade” da doenga vibroacustica que nos motivou para este estudo.

A Dr.2 Eduarda Monteiro da Silva pelo entusiasmo e empenho que colocou no nosso
trabalho. Sem a sua inexcedivel ajuda, como anatomo-patologista, este trabalho nao
teria, certamente, sido possivel.

Ao Professor Doutor Jorge Fonseca, que nos precede com o seu estudo sobre os efeitos
do Ruido de Baixa Frequéncia no estdbmago e duodeno do rato Wistar pelos constantes
incentivos, conselhos e ajudas para o nosso trabalho.

Ao meu colega Dr. José Jodo Mendes pela amizade e companheirismo que demonstrou
ao longo das muitas horas de trabalho conjunto no desenvolvimento do protocolo

experimental.

11



Ao Sr. Emanuel Monteiro do Servigo de Anatomia do Instituto de Ciéncias Biomédicas de
Abel Salazar pelo extraordinario profissionalismo com que preparou toda a microscopia

electronica de transmissao.

A Dr.2 Rita Certa e ao Dr. José Ferreira do Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas
Moniz pelo zeloso trabalho das preparacdes histolégicas e imunohistoquimicas para
microscopia optica.

A Eng.2 Mariana Alves-Pereira que tem um absoluto entusiasmo pelo estudo dos efeitos
do Ruido de Baixa Frequéncia sobre os tecidos biologicos e que trouxe novas
perspectivas e ideias, algumas das quais ousamos utilizar.

Ao Professor Doutor José Brito pela analise estatistica dos resultados morfométricos.

Ao Professor Doutor Jodo Oliveira, do Instituto Superior Técnico, pela magnifica forma
como nos ajudou a compreender os conceitos fisicos relacionados com as baixas
frequéncias e os fendmenos fisicos ligados ao som e ao ruido.

A Sr.2 D. Teresa Nesbitt Gongalves pela cuidadosa tradugéo do resumo para Francés.
Ao Arqg.2 Duarte Azevedo Pinto pela amizade e pelas ajudas na revisao do texto.

Ao Professor Doutor Anténio Mata e ao grupo da Biologia Oral do Instituto Superior de
Ciéncias da Saude Egas Moniz pela empenhada colaboragdo na realizagdo dos estudos

funcionais.

Ao Sr. Jorge Proenca do Instituto Superior de Ciéncias da Salude Egas Moniz pela
aplicada colaboragao na manutengao dos animais que utilizamos para este estudo.

Ao Instituto Superior de Ciéncias da Salde Egas Moniz e ao seu director Professor
Doutor Queir6z de Medeiros e ao Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar e ao
seu director Professor Doutor Antonio de Sousa Pereira pelos apoios concedidos para a
realizacao deste projecto.

Aos meus colegas do Servigco de Anatomia, Professor Doutor Carlos Zagalo, Professor
Doutor José Girillo, Professor Doutor Vitor Tavares, Dr.2 Alzira Cavacas e Dr. Antonio
José de Sousa pelo ambiente e pelo espirito de equipa e de entre-ajuda.

A todos os que de alguma maneira puderam contribuir para a realizagao deste trabalho.
12



13



PREAMBULO

O ruido €, desde ha muito, um importante problema ambiental para o homem (Berglund
et al., 1999) e, por norma, indesejado.

Sob o ponto de vista dos efeitos nocivos, o ruido € um agente que, além de perturbador —
Julio César, 100 a 44 a.C., proibe a circulacdo das bigas (carros de rodas), em certas
zonas de Roma, durante certas horas do dia, especialmente a noite — pode provocar
lesbes no aparelho auditivo (Davis et al., 1950). Este ultimo facto € ha muito conhecido
pela comunidade cientifica — Plinio o Velho, 23-79 d.C., relatou na sua Naturalis Historia
0 ensurdecimento das pessoas que viviam proximo das cataratas do Nilo, relacionando
exposicdo ao ruido e surdez — para além de ser algo intuitivo na generalidade da

populacao.

Os trabalhos publicados até finais do séc. XIX baseavam-se fundamentalmente em
descricdes e observagdes clinicas de perda total ou parcial, mais ou menos reversivel, da
audicdo. Os primeiros trabalhos com descricdes anatomo-patolégicas pertencem a
Habermann que, em 1890, verificou alteragbes degenerativas, em caldeireiros, em
células situadas na porgao basal da coclea. Ja Wittmack, em 1907, foi o precursor de
estudos experimentais em animais de laboratério, com descrigdo dos resultados
histopatol6gicos provocados pelo ruido na céclea.

Numerosos estudos, clinicos e experimentais, que se seguiram, ja no inicio do séc. XX,
levaram a que, entre os anos 30 e 50, alguma - timida - preocupagao com a proteccao
auditiva dos trabalhadores fosse implementada e traduzida sob o ponto de vista legal.
Contudo, s6 nos anos 70 se generalizou nos Estados Unidos e na Europa a
regulamentacdo da protecgdo auditiva, nos locais de trabalho ou outros proximos de
fontes de ruido.

Em Portugal, foi também no final dos anos 70 que varios sintomas, em individuos
expostos a ruidos intensos, despertaram a atencdo de um grupo de médicos e
investigadores das Oficinas Gerais de Material Aeronautico. Com a realizagdo de
numerosos estudos, fundamentalmente clinicos, foi crescendo a conviccdo de que os
efeitos extra-auditivos do ruido poderiam constituir uma parte ndo negligenciavel dos
efeitos nocivos dos fendmenos acusticos.

14



A caracterizacdo dos ambientes sonoros em que estas alteragbes ocorriam permitiu a
percepcdao de que o espectro de frequéncias desses ambientes se concentrava nas
baixas frequéncias, portanto os individuos estariam expostos a ruido de baixa frequéncia
(RBF) de alta intensidade.

O aprofundamento do estudo das varias alteracbes encontradas levou a definicdo da
doenca vibroacustica, como resultado da exposicao crénica a ambientes acusticos ricos
em RBF (Castelo Branco et al., 1999¢e) e a criacdo do Centro para a Performance
Humana. Em Portugal, entre estudos clinicos e experimentais, outros grupos de
investigadores conjugaram esforcos no sentido de tentar estudar o fenémeno,
inicialmente, do Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar e mais recentemente
do Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz. Estes investigadores
descreveram lesdes no sistema respiratério - na traqueia (Sousa Pereira et al., 1999a;
Oliveira et al., 2002a, 2002b), nos pulmdes (Grande et al, 1999), nos brénquios (Oliveira
et al., 2005) e na pleura (Sousa Pereira et al., 1999b; Oliveira et al., 1999, 2003);
alteragdes imunolégicas (Aguas et al., 1999a, 1999b); no sistema urinario (Martins dos
Santos et al., 2005); lesdes no sistema vascular - em artérias (Martins dos Santos et al.,
2002) e linfaticos (Martins dos Santos et al., 2004); no sistema digestivo - no estébmago
(da Fonseca et al., 2006b) e no duodeno (da Fonseca et al., 2006a) e também no
periodonto (Mendes et al, 2007) e na glandula parétida (Oliveira et al., 2007).

Nos ultimos anos, investigadores de varios grupos tém contribuido para o estudo e
compreensdo das alterag6es induzidas pela exposicao ao RBF, ndo havendo no entanto
referéncias a estudos morfologicos prévios sobre a glandula parétida aos que foram

iniciados pelo nosso grupo.

Este trabalho tem por objectivo principal esse estudo, pretendendo também, ser mais um
contributo para a compreensao do problema do RBF e sua accio sobre os tecidos
biolégicos.
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INTRODUCAO

Som e Ruido de Baixa Frequéncia — Propriedades Fisicas

Som e Ruido

O som e o ruido sdo, sob ponto de vista fisico, a mesma entidade. A diferenga entre eles
advém da percepgao das suas qualidades acusticas pelo ouvinte. O ruido € normalmente
encarado como um som indesejado, ndo deixando no entanto de ser, tal como o
segundo, nao mais do que um conjunto de particulas transportado em ondas acusticas
pelo ar, mas com caracteristicas diferentes.

As ondas acusticas, a que corresponde uma pressao sonora, sao detectadas no ouvido
por um processo mecanico que as converte em vibragdes. Estas sdo posteriormente
convertidas em sinais eléctricos que, no cérebro, condicionam a percepgcado do som, ou
de ruido. Este fendmeno também pode ocorrer extra-auditivamente por transmissao das
flutuacdes dindmicas de pressao aos tecidos (Montalvao Silva et al., 1988). A percepgao

¢é funcao do individuo, do ambiente cognitivo e de experiéncias anteriores.

Fisica do Ruido

O ruido corresponde a uma onda acustica. Essa onda resulta da existéncia de zonas de
compressao do ar, alternadas com zonas onde o ar esta menos comprimido. Partindo do
pressuposto que uma onda acustica se propaga com valor constante podemos definir
num som zonas de compressdo com um determinado comprimento de onda — 1 — em

metros.
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Sabendo que, a temperatura ambiente, a velocidade do som — C — é aproximadamente
de 340ms™, poderemos calcular a frequéncia — f — de oscilagbes de uma onda por

segundo (Hz):

f= Cc
A

Por exemplo, a um comprimento de onda de 340m corresponde uma frequéncia de 1Hz,
ou seja uma Unica oscilacdo na onda acustica para aquela distancia.

Ruido de Baixa Frequéncia (RBF); Fenémeno Acustico e Vibracdo

O ouvido humano detecta frequéncias no intervalo entre 20Hz e 20000Hz. Referimo-nos
por isso a esse intervalo de frequéncias como sendo audiveis e a frequéncias menores
que 20Hz como infrasons. Podemos, no entanto, ter infrasons perceptiveis como som, se
de intensidade suficiente. Podemos ainda detectar frequéncias mais baixas, até alguns
Hz. Num trabalho de um investigador russo, de que pudemos apenas aceder ao resumo
(Svidovyi, 1987) sugere-se que 0 mecanismo de percepcao destas baixas frequéncias a
nivel extra-auditivo, se encontra relacionado com alteracdes hemodinamicas nos tecidos

e nas células, provocadas pelas ondas de pressao sonora.

O ruido de baixa frequéncia (RBF) corresponde a um espectro de frequéncias que se
estende, para alguns autores, dos 10Hz aos 200Hz e para outros, com um limite superior
até aos 500Hz, sendo este ultimo o critério usado em Portugal, pelo que inclui ruido

audivel e infrasons.

O ambiente circundante interfere mais com as altas frequéncias do que com as baixas
frequéncias. Elementos fisicos, como existéncia de paredes, chao, vento ou variagdo da
temperatura ndo afectam a propagacado das baixas frequéncias da mesma maneira do
que as altas frequéncias. A atenuagdo do som, fenémeno como é conhecida a
interferéncia do ambiente na propagacdo da onda acustica, € assim, mais baixa nas
baixas frequéncias. Este facto torna mais dificil criar barreiras que absorvam frequéncias
inferiores a 500Hz.
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Outra das caracteristicas dos sons de baixa frequéncia é a dos fenémenos de
ressonancia que ocorrem quando o comprimento de onda tem pelo menos o dobro da
dimensao entre duas superficies. Para frequéncias entre 10Hz e 200Hz, os comprimentos
de onda situam-se entre 1,7m e 34m. Tendo em conta a dimensao média das divisdes e
o facto de multiplas frequéncias estarem presentes numa fonte sonora rica em baixas
frequéncias sera facil imaginar que ocorrerao frequentemente fenémenos de ressonancia
nos espacos onde nos encontramos. Esse fendmeno também podera ocorrer em

espacos mais pequenos, como cabines ou cockpits, para frequéncias até 500Hz.

A ressonancia tem influéncia na distribuicdo da intensidade sonora num espaco fechado,
aumentando-a em determinadas localizagbes e diminuindo-a noutras. O comportamento
fisico das baixas frequéncias faz com que estas, frequentemente, se associem a
vibragbes através de fendmenos de ressonancia. Para o corpo humano estas vibracoes
sao diferentes das transmitidas directamente através do contacto com uma fonte vibratil,
por exemplo, através dos membros. No caso das vibragdes originadas por ruido de baixa
frequéncia através de fendmenos de ressonancia a estimulagédo é aplicada sobre toda a
superficie corporal (“whole body exposure’) e frequentemente referida pelos sujeitos
como sendo mais intensa no térax e na cabeca (Mohr et al., 1965; Slarve et al., 1975).

Nivel Sonoro

O ouvido humano detecta variacbes de pressdo sonora. A um determinado som
corresponde uma pressao sonora, definida como a quantidade de variagao de pressao no
ar provocada por uma onda sonora relativamente & pressao atmosférica (Newton/m?).

O nivel sonoro que é expresso em decibéis (dB), corresponde a tradugao logaritmica da
resposta do ouvido humano as mudangas da pressao sonora.

No que diz respeito a pressado sonora, € matematicamente definida como o produto de
dez pelo logaritmo de base dez entre o quadrado de uma determinada pressdo sonora —

P’ — e o quadrado da variacéo de pressdo minima audivel pelo ouvido humano (hearing

threshold) — P} —em que a pressdo sonora B = 2x10°Newtons/m?. Logo:
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P2
I(dB) = IOIOgIO P_2

0

A conversao logaritmica destas caracteristicas sonoras permite a compressao de uma
enorme variedade de quantidades para uma escala menor, por exemplo: se um som for 2
vezes mas forte que outro, entdo 10log2 = 3dB; se um som for 1000000 vezes mais forte
que o outro entdo 10log1000000 = 60dB.

Quando efectuamos medi¢cdes para os valores de dB usamos como referéncia de

comparagdo B = 2x10°Newtons/m’ sendo que se ndo houver variagdo obtemos 10log1

= 0dB, o valor minimo perceptivel ao ouvido humano (“hearing threshold”). Quer isto dizer
que 0dB nado corresponde a auséncia de som, mas sim a uma variacdo da pressao
sonora igual a do nivel de referéncia.
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Avaliacdo do Ruido Ambiental e RBF

Avaliagcao do Ruido

O ouvido humano é, como referido acima, um detector da variacao da pressao sonora. O
som é, em geral, captado por microfones que respondem de maneira aproximadamente
proporcional a pressao sonora. Estas medicbes permitem-nos avaliar a variagcdo no nivel

sonoro em dB.

Ja referimos que o ouvido humano nao responde de igual modo a todas as frequéncias. A
nossa capacidade discriminativa encontra-se entre os 20Hz e os 20000Hz, sendo mais
sensivel para frequéncias entre os 1000Hz e os 4000Hz.

A maioria dos equipamentos utilizados para avaliagdo do ruido ambiental incorporam
filtros de ponderacdo, que procuram imitar a resposta do ouvido humano, o qual nédo
possui uma resposta espectral linear. Deste modo o nivel sonoro medido corresponde ao
nivel de som ouvido, ou seja com mais sensibilidade para sons cujas frequéncias se

encontrem entre os 1000Hz e os 4000Hz.

Um dos filtros mais utilizados nas avaliacbes de ruido é o “A weighting filter’, que
apresenta os resultados em dB (A) ou dBA. Estas medi¢ces destinam-se a avaliar se
determinado ruido ultrapassa o limiar de irreversibilidade de efeitos para o 6rgéo de Corti,
ou seja, baseiam-se no facto de niveis elevados de ruido poderem levar a perdas
auditivas.

O uso do medidor com o filtro dBA é, como podemos perceber, muito menos sensivel
para frequéncias muito altas ou muito baixas, para além de partir do pressuposto errado
de que as lesdes do aparelho auditivo sdo um exclusivo das altas intensidades, numa
determinada analise de distribuicdo de frequéncias. Este facto levanta um problema na
avaliacao real do ruido presente num espaco, ou ambiente, na medida em que avalia as
intensidades das energias acusticas presentes, mas num espectro reduzido de
frequéncias.
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Se para o estudo dos efeitos auditivos do ruido, a avaliagdo com o filiro dBA esta
adequada e é aceite pela comunidade cientifica, para as baixas frequéncias uma
medicao em dBA torna-se, para além de inexacta, insuficiente. No entanto, a existéncia
de um ambiente rico em baixas frequéncias nao exclui a possibilidade de existirem
também altas frequéncias.

A medicao desejavel, para avaliacao das baixas frequéncias, seria entdo uma medicao
ndo ponderada que reflectisse a variacao real da pressdo sonora (dB.SPL — Sound
Pressure Level), ao longo do tempo, independentemente de a mesma ser audivel ou nao,
ou seja, RBF incluindo infrasons.

Ruido Ambiental e RBF

Nao existem ambientes puros no que diz respeito a ruido (Castelo Branco et al., 1999a).
Assim, muitos dos ambientes acusticos correspondem a mais do que uma fonte de ruido
(Berglund et al, 1999). Para estes ambientes, os efeitos sobre a salde estarao
associados a exposicao total ao ruido, mais do que com a relagdo com uma s6 fonte do
mesmo (WHO, 1980). Assim, podemos compreender a afirmacao de Guski:

“Annoyance is regarded by experts from 7 nations as the most important adverse effect of
environmental noise (Guski et al. 1999).”

“Annoyance’ — incbmodo em tradugao literal — tem sido sistematicamente associado ao
ruido ambiental (Berglund et al., 1997; Paulsen et al., 1995; Bradley, 1994; Fidell et al.,
1991; Hall et al., 1985; Schulz, 1978). O incomodo, provocado por um ruido ambiental,
esta definido como uma sensacéao desagradavel, associada a um agente ou condicao,
que um individuo ou grupo sabem estar a afecta-los negativamente (Lindvall et al., 1973;
Koelega, 1987). Outros autores referem, para além do incémodo, uma série de emogoes
negativas entre as quais se incluem raiva, desapontamento, insatisfacdo, depressao,
ansiedade, distracgéo, agitacdo ou exaustao (Karpova et al., 1970; Brown et al., 1975;
Job, 1993; Fields et al. 1997; Pawltaczyk-Luszczyniska et al., 2003).

O ruido ambiental mencionado por Guski nao esta caracterizado sob o ponto de vista de

frequéncia. Assim, a conveniéncia da existéncia de um termo abrangente, mas
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subjectivo, para a definicho de um conjunto de consequéncias provocadas pelo ruido
ambiental parece colidir com a necessidade de definir objectivamente as alteracbes por
ele causadas e com a caracterizagdo objectiva, sob ponto de vista fisico, desse mesmo
ruido ambiental. Se assim nao for, podera ser dificil compreender na sua totalidade, os
mecanismos efectivos pelos quais ocorrem lesdes tdo diferentes como as reconhecidas,
por exemplo, pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), e atribuidas ao ruido
ambiental, como: doencgas cardiovasculares (Passchier-Vermeer et al., 1993; Berglund et
al., 1995); perturbacdes do sono (Griefahn et al., 1998) ou alteragbes cognitivas e
deterioragao do estado mental (Stansfeld et al., 1996).

Para este mesmo conceito — incdmodo — que é usado para qualificar mas também para
quantificar os efeitos do ruido ambiental sob o ponto de vista do sujeito (Broner et al.,
1978; Moller, 1987; Poulsen et al., 2002), transformando uma definicao psico-somatica
numa escala semantica (Leventhall, 2004), Persson et al. (1985; 1990) relatam que ha
uma larga variabilidade no incémodo referido pelos sujeitos, que o incémodo é superior
nas baixas frequéncias, e que a escala em dBA — usada por norma para avaliagdes do
ruido ambiental — subavalia o incdmodo sentido para frequéncias inferiores a 200Hz.

Outros autores elaboraram escalas de resposta em funcao do incémodo, para estudar
especificamente o ruido de baixa frequéncia e puderam concluir que entre a resposta
auditiva e o incoémodo, sentido como vibragdo no térax, a percepgdo auditiva seria o
factor limitante (/nukai et al., 2000; Nakamura et al., 1998). Esta podera ser uma das
razdes pelas quais os trabalhadores que usam protec¢éo auditiva ficam mais expostos ao
RBF. Expdem-se mais pois ndo é tao forte a sensacao de incémodo. Este fendbmeno ja
tinha alias sido descrito por Cohen (7976) num estudo realizado em trabalhadores, que
exerciam a sua actividade em ambientes ruidosos, e que apds a introdugao de proteccao
auditiva manifestavam agravamento de sintomatologia digestiva previamente identificada

e atribuida ao ruido.

Apesar de limitados, sob ponto de vista clinico, estes conceitos tiveram uma importancia
vital, como veremos, na mudanc¢a de mentalidades relativamente ao ruido ambiental e as
suas consequéncias para o Homem. Nos anos 70, em paises como a Dinamarca ou a
Suécia, a avaliacdo do ruido ambiental era feita em dBA, em fungédo da possibilidade de
causar lesbes auditivas, e nao considerava as baixas frequéncias e os infrasons. Foi
apés a definicho do conceito de incémodo, que alguns autores associaram
especificamente ao RBF (Persson-Waye et al., 2001), ou ao RBF quando comparado

com o ruido de banda larga (Pawfaczyk-Luszczynska et al., 2003), e que outros referiram
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como sendo o efeito primario do RBF (Broner, 1978) e, da melhoria dos conhecimentos
sobre a audigdo nas baixas frequéncias, que surgiu a percepcao de que a ndo avaliagéo
do RBF poderia subvalorizar a avaliacdo da sensacao de incomodo (Piorr et al., 1989;
Vercammen, 1989).

Mais recentemente, a associacdo de ruido ambiental com forte componente de RBF,
como o provocado por trafego intenso ou por voos de avides de combate a baixa altitude,
a doencas cardiovasculares (Babisch, 2000; Passchier-Vermee et al., 2000), a
perturbacdes do sono (Ising et al. 2002), ou a alteragbes cognitivas (Miedema et al.,
1998) levou a que as recomendacgdes para exposi¢cao ao ruido nao se apresentassem so
em fungao dos efeitos auditivos, dBA, mas com outros filtros mais sensiveis as baixas
frequéncias, que existem em muitos destes ambientes (/sing et al., 2004).

Assim, se parece inequivoca a relacdo do ruido ambiental com varias alteragdes
patolégicas, percebe-se que o estudo aprofundado dos efeitos especificos do RBF,
componente importante do ruido ambiental sobre o corpo humano, justifica uma
avaliacdo mais rigorosa e especifica para esse mesmo RBF.

Fontes de RBF

Desde a Revolugao Industrial, no séc. XIX, com o aparecimento de motores rotativos ou
de funcao ciclica, com o desenvolvimento dos transportes e de industrias (Larsen, 1946),
o RBF esta presente, de forma mais ou menos constante, numa grande diversidade de
ambientes de ambito profissional, residencial ou de lazer.

Na aerondutica, nos téxteis, na industria da madeira, nos transportes ferroviarios,
rodoviarios (Janhunen, 1984), aéreos, maritimos, na construgao civil ou outras (Winiarski,
1983), existem fontes de RBF a que os trabalhadores estao expostos continuamente, por

vezes durante anos.

Também nos ambientes urbanos, existem numerosas fontes de RBF. Em algumas zonas
residenciais, por proximidade a aeroportos, a certos tipos de industrias, ou areas de
trafego intenso, ou mesmo pela presenca de maquinas ou sistemas de ventilagdo nas
habitacdes, pode haver contaminacao do ambiente acustico. Burt (7996) demonstrou que
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a componente de baixas frequéncias num ruido com origem num sistema de ventilagéo
pode sofrer amplificagdes numa sala fechada e com bom isolamento.

Também nas zonas de lazer, a existéncia de amplificadores de alta poténcia tem
aumentado a componente de baixas frequéncias. A percepgdo cognitiva tem nestes
ambientes implicacdes na exposicdo dos sujeitos, porque a conjugagdo de uma sensacao
agradavel proporcionada por um som musical — ou aproximadamente musical (!) — rico
em RBF, com uma intensidade de ruido ndo suficientemente alta, pode permitir um
aumento do tempo de exposi¢cdo ao agente, uma vez que nao se instala a sensacgéo de
incomodo.

26



RBF, Tecidos Bioldgicos e Doenca Vibro-Acustica (DVA)

RBF, Vibragdo e Tecidos Biologicos

“It should be noted that a large proportion of low frequency components in a noise may
increase considerably the adverse effects on health’ (Berglund et al., 2000).

A citacao transcrita, do relatério “Community Noise” da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), permite inferir que a componente de baixas frequéncias num ruido e a exposicao
ao RBF é ja hoje encarada pelos especialistas como algo de preocupante, pela
possibilidade de efeitos nocivos em vérios sistemas do organismo. O mesmo relatério
conclui, entre outros, que a evidéncia dos efeitos das baixas frequéncias no Homem é,
hoje em dia, suficientemente grande para justificar preocupagdes imediatas (Berglund et
al., 2000).

Os efeitos clinicos do RBF, no Homem, estdao descritos, desde os anos 50, por
investigadores de paises como a Rdussia, China, Checoslovaquia, entre outros. Por
razbes de ordem geopolitica grande parte dessa bibliografia é, ainda hoje, quase
inacessivel aos investigadores do “ocidente”. Ainda assim, do que se conhece dos
trabalhos dos investigadores destes paises, tém sido associadas ao RBF alteracoes
comportamentais e psiquicas, de hipertensdo ou gastricas. Mais recentemente muitos
trabalhos e descricoes clinicas, de proveniéncias variadas, tém sido apresentados.

Ja sob o ponto de vista anatomo-patoldgico, talvez seja em Portugal que melhor se
conhecem os efeitos do RBF sobre os tecidos biologicos. A fibrose dos tecidos e a
proliferacdo das matrizes extracelulares, bem como as alteragbes dos epitélios na
auséncia de processos inflamatorios, e as alteragdes celulares de tipo degenerativo, sao
os elementos mais frequentemente descritos (Alves-Pereira et al., 2007). Estas
alteragbes tém um papel fundamental na compreensdo do espectro de alteragbes
induzidas pelo RBF.

Também ha muito que se conhecem, clinicamente e sob o ponto de vista anatomo-
patologico, os efeitos nocivos da vibracdo transmitida directamente. Das propriedades
fisicas do som sabe-se que o ruido nos ambientes ricos em baixas frequéncias esta
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associado a vibragao, por fenébmenos de ressonancia, que é transmitida através de
superficies, como o solo ou uma parede, ou através do ar, pela pressdo da onda acustica
(Alves Pereira, 1999). Assim, seria expectavel, que algumas das alteracdes patoldgicas
causadas pela exposicdo a vibragdo por contacto também pudessem ocorrer na
exposicao a ambientes ricos em RBF (Castelo Branco et al., 1999a).

As lesbes vasculares sdo um exemplo que parece inscrever-se no acima referido sob o

ponto de vista anatomo-patoldgico.

Em 1984 Takeuchi et al. relataram o aparecimento de espessamento da intima, em
biépsias de pele, nos dedos de trabalhadores que usavam instrumentos vibratérios. Os
mesmos autores descreveram ainda, com protocolo semelhante, abundante
espessamento das camadas musculares das artérias e fibrose periarterial (Takeuchi et
al., 1986). Inaba et al. (1988) descreveram a ruptura da limitante elastica interna seguida
de proliferagao celular focal com formacgao regenerativa de fibras elasticas e de colagénio
na parede de artérias periféricas de ratos expostos a vibragao local de baixa frequéncia.
Também em modelo animal, exposto a vibragao directa, identificaram-se lesdes arteriais
por espessamento fibrocelular da intima com proliferacdo de células musculares lisas e
de fibras colagéneas e elasticas acompanhadas de ruptura da membrana elastica interna
(Okada et al., 1987; Okada et al., 1987a).

Em modelo animal exposto a RBF de alta intensidade, Martins dos Santos et al. (2002)
confirmaram o espessamento focal da camada intima das artérias, com ruptura da lamina
elastica interna e proliferagdo celular. Os mesmos autores descrevem ainda fibrose e
espessamento anormal na parede de vasos linfaticos, com ruptura valvular, em animais
expostos a RBF (Grande et al., 2001; Martins dos Santos et al., 2004). Castelo Branco et
al. (2004b) descreveram espessamento da intima arterial com ruptura da lamina elastica
interna e externa, também em modelo animal exposto a RBF de alta intensidade.

O denominador comum das lesdes vasculares, descritas por estes investigadores,
provocadas tanto pela vibracdo directa como pelo RBF e infrasons, corresponde a
proliferacdo anormal e excessiva de matrizes extracelulares em vasos de varios calibres,
portanto a fibrose. No entanto, o espessamento vascular descrito nos vasos expostos a
RBF nao esta relacionado com a formacao de placas ateroscleréticas, em vez disso
parece abranger o vaso na sua extensao (Martins dos Santos et al., 2005). Ja nos vasos
lesados pela vibragao directa, apesar do processo de fibrose ser transversal a parede do
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vaso, aparecem descricoes de aterosclerose ocasional nos vasos, com deposicao lipidica
na parede dos mesmos (Takeuchi et al., 1986).

Ainda que as lesbes causadas pela vibracdo ou pela exposicdo ao RBF possam ter
semelhancas, nao deixam também de apresentar diferengas, pelo que o interesse, de
observar as alteragdes provocadas pela vibracdo de contacto, reside na possivel recolha
de informacao relevante para a compreensao do fenédmeno de lesdes atribuiveis ao RBF.
Nao obstante, a proliferagdo anormal de matrizes extracelulares e de colagénio é, como
ja vimos, apontada de modo unanime como uma das marcas do RBF sobre os tecidos
biolégicos (Alves-Pereira et al., 2004).

A fibrose também foi comprovada noutros érgaos, em modelo animal, por exposicdo a um
ambiente rico em RBF de alta intensidade em condigbes controladas: fibrose focal
intersticial no parénquima pulmonar de ratos expostos a RBF (Grande et al., 1999);
lesdes idénticas, nomeadamente o espessamento por fibrose da parede alveolar nos
pulmbes de ratos expostos a RBF (Castelo Branco et al., 2004a); espessamento dos
septos interalveolares em pulmdes de ratos expostos a infrasons (Svidovyi et al., 1987);
fibrose subepitelial intensa na traqueia de ratos expostos a RBF (Sousa Pereira et al.,
1999a); espessamento da submucosa gastrica com proliferagdo fibrética em ratos
expostos a RBF (da Fonseca et al., 2006b); fibrose intensa, perilobular e
intraparenquimatosa, na glandula parétida de ratos expostos a RBF (Oliveira et al., 2007).

Também em humanos foram descritas alteracées semelhantes: proliferacdo anormal de
colagénio no pericardio e vélvulas cardiacas, em vasos sanguineos, de grande e
pequeno calibre, e linfaticos (Castelo Branco et al., 1999c; Reis Ferreira et al., 2003a). A
fibrose, no pericardio e valvulas cardiacas, de um individuo exposto cronicamente a RBF,
foi das alteragdes mais exuberantes encontradas post mortem (Castelo Branco, 1999c) e
que mais despertou a curiosidade dos investigadores no inicio do estudo dos efeitos do
RBF sobre os tecidos biolégicos. No pericardio - referéncia citada anteriormente - foi
descrito um espessamento, com desenvolvimento de uma camada significativa de tecido
conjuntivo laxo, na auséncia de sinais inflamatoérios. Este Ultimo ponto, também
sistematicamente descrito, e que torna a situagdo atipica sob o ponto de vista de
conceitos médicos convencionais (Alves-Pereira et al., 2007), podera estar relacionado
com fendmenos que acontecem a nivel ultra-estrutural, bem como com o mecanismo da
accao acustica do RBF sobre os tecidos biolégicos.
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Foram ainda descritas, em humanos, lesbes fibréticas dispersas ao longo da é&rvore
brénquica, identificadas por broncoscopia (Reis Ferreira et al., 2003a; Monteiro et al.,
2005) e fibrose no parénquima pulmonar e pleura, observadas através de tomografia
computorizada de alta resolugao (Reis Ferreira et al., 2003b).

Assim, se a fibrose na auséncia de sinais inflamatérios aparece referida sistematicamente
como consequéncia da exposicdo ao RBF, existem também referéncias a alteracdes
celulares, que poderao, alias, ser a chave para a melhor compreensao do fenémeno de
lesdo dos tecidos biolégicos. Estao descritas alteragdes celulares em inUmeros 6rgaos e
sistemas:

Respiratério - diminuigdo da densidade de células ciliadas e aumento do numero de
células serosas no epitélio traqueal de ratos expostos a RBF em simulagao de horario
laboral (Oliveira et al., 2002a); reducédo do numero de células ciliadas e cilios no epitélio
bronquiolar; aumento de pneumocitos tipo Il mostrando, alguns deles, vacuolos e corpos
lamelares no seu interior (Grande et al., 1999); aumento do niUmero de células em escova
e pneumocitos tipo Il com reducao de microvilosidades na sua superficie e diminuicao do
numero de pneumocitos tipo | (Castelo Branco et al., 2004a); hipertrofia das células tipo Il
nos alvéolos de ratos expostos a infrasons (Svidovyi et al., 1987); microvilosidades das
células em escova fundidas e desorganizadas contendo vacuolos no seu interior e corpos
multivesiculares e ainda vesiculas secretoérias desorganizadas (Castelo Branco, 2004a);
reducdo das microvilosidades no mesotélio pleural (Oliveira et al., 2003); lesdo das
células ciliadas da traqueia do rato, inclusive, no periodo intra-uterino e pds-natal
(Oliveira et al., 2002a); aumento do numero de células em escova e diminuicdo do
nimero de células ciliadas, com cilios necréticos ou fundidos e irregularmente
distribuidos no epitélio traqueal do rato (Sousa Pereira et al., 1999a);

Digestivo - distribuicao irregular das células epiteliais, com coalescéncia e fusdo das
vilosidades no duodeno de ratos (da Fonseca et al., 2006a); alteragcbes degenerativas,
picnose e morte celular, no epitélio glandular gastrico do rato (da Fonseca et al., 2005);
desorganizacgao fibroblastica do ligamento periodontal e necrose do osso alveolar do rato
(Mendes et al., 2007); deformagdo marcada do nicleo com redistribuicao cromatinica a
membrana nuclear, lesbes mitocondriais € aumento do contetdo citoplasmatico de ARN,
aparecimento de granulos lipidicos com inclusdes osmofilicas, e zonas de lise do reticulo
seguidas de formacdo de vacuUolos no citoplasma de hepatécitos de ratos expostos a
infrasons (Alekseev et al., 1987);
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Urindrio - desorganizacdo celular ao nivel da membrana basal e tumefacgcdo dos
podécitos renais em ratos (Martins dos Santos et al., 2005);

Cardiovascular — tumefacgcao e ruptura das células mesoteliais do pericardio (Castelo
Branco et al., 1999c) e morte celular no pericardio (Castelo Branco et al., 2004b);
destruicao mitocondrial em capilares sanguineos e patologia das células do miocardio em
ratos expostos a infrasons de alta intensidade (Gordelaze et al., 1986); deformagao
nuclear e alteragées mitocondriais em células do miocéardio, em condigdes semelhantes
(Alekseev et al., 1986); citblise intracelular nos cardiomiocitos de ratos expostos a
infrasons (Nekhorosshev et al., 1991); edema do citoplasma e do nlcleo dos
endoteliocitos de pequenos vasos da conjuntiva de ratos expostos a infrasons (Svidovyi
etal., 1985);

As lesdes celulares descritas nos varios estudos parecem ser de caracter degenerativo,
independentemente do sistema onde ocorrem. Apesar dos mecanismos de lesdo celular
ainda nao estarem esclarecidos - como referido acima - a associacdo da exposicao a
RBF de alta intensidade e infrasons a alteragbes genotoxicas (Silva et al., 1996, 1999a;
1999b; 2002) e teratogénicas (Castelo Branco et al., 2003a) e a alteragdes imunoldgicas
(Batanov, 1995; Aguas et al., 1999a; 1999b; Oliveira et al, 1999), em humanos e

animais, podera ajudar a compreender 0 processo.

Por outro lado, como veremos, as inUmeras descrigbes encontradas na literatura para
alteragbes morfoldgicas - mas néo histopatolégicas e funcionais, em varios sistemas, na
sequéncia da exposicao a ruido ambiental e a RBF, incluindo infrasons, em humanos e
em animais - poderao ser o reflexo das muitas referéncias histolégicas de fibrose e de
alteracdes celulares (Alves-Pereira et al., 2005).

Haskell (71975) demonstrou a diminuicdo da massa do osso alveolar em pilotos e
tripulacdes de avides. Outros autores puderam comprovar este facto, por avaliacao
radiografica do osso alveolar, neste e noutros grupos profissionais expostos a RBF de
alta intensidade (Carlson et al., 1977; Cortez Pimentel et al., 1988).

Albuquerque e Sousa et al. (1991) encontraram espessamento da carétida, por avaliagcao
angiodinografica, em individuos expostos a RBF. Também ecocardiograficamente foram
documentados espessamentos das valvulas cardiacas, do pericardio e do endocérdio
(Marciniak et al., 1999; Aradjo et al., 2005), atribuiveis a fibrose, em individuos expostos a
RBF. Davies et al. (2005) e Babisch et al. (2005) reconheceram a relacdo entre o ruido
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ambiental e o risco de enfarte do miocardio. Nekhoroshev et al. (1991) demonstraram a
existéncia de lesdes morfoldgicas e fisioldgicas no miocardio do rato exposto a infrasons.

Sao também inumeras as referéncias a alteragbes hemodinamicas em humanos e
animais expostos a RBF e infrasons. Foram referidas alteragcbes de hipertensao arterial,
sistélica e diastélica, por exposicdo ao ruido (/sing et al., 1981; Altura et al., 1992).
Alteracbes idénticas foram encontradas por Lidstrom (7978) em pilotos de avido com
longos tempos de exposicdo a infrasons. Também Danielsson et al. (1985) referiram,
noutro estudo, aumento da pressao diastélica mas com diminuicdo da pressao sistolica e
diminuigao da frequéncia cardiaca em humanos expostos a infrasons. Também Borredon
et al. (1973) referiram uma subida ligeira, contudo significativa, da pressao arterial em
individuos expostos a infrasons. Crespo et al. (1988) descreveram um aumento da
agregacao plaquetaria e uma diminuicao nos valores do factor de von Willebrand em
trabalhadores expostos a infrasons. Alteracbes semelhantes foram encontradas por
Ribeiro et al. (2005) em trabalhadores da aviagao civil e militar, e também nos tempos de
protrombina, de trombroplastina parcial e fibrindlise. Van Zeller et al. (1988; 1991)
descreveram alteracdes da circulagao coroideia e da circulacdo retiniana em estudos com
preenchimento fluorangiografico também em individuos expostos a RBF. Svidovyi et al.
(7985) descreveram constricdo em toda a vascularizagdo conjuntival de ratos por
exposi¢ao a infrasons. Krivolesova et al. (2001) verificaram a inibigdo da contractilidade
de linfaticos em modelo experimental em animais expostos ao infrasom. Nishimura (7988)
descreveu uma diminuicdo do fluxo na mucosa gastrica por acgdo adrenocortical em

ratos expostos a infrasons.

Com base nas referéncias acima descritas podemos afirmar que o RBF de alta

intensidade, incluindo infrasons, é “6rgao nao especifico”.

Castelo Branco et al. (1999b) referem que determinados tipos de frequéncias, dentro das
baixas frequéncias, podem estar associadas a um tipo particular de patologia. Esta
afirmacado podera constituir um desafio para os futuros estudos, no que diz respeito aos
efeitos biolégicos do RBF, visto nao se ter ainda associado uma dada frequéncia — A — a
uma determinada patologia, sendo no entanto certo que nao existem ambientes puros e
que sera mais provavel que as lesées encontradas nao se cinjam a um 6rgao ou sistema
(ex: ambiente rico em altas e baixas frequéncias que cause lestes auditivas e extra-
auditivas) (Castelo Branco et al., 19994).
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RBF e Doenca Vibro-acustica — Epistemologia

A Doenca Vibro-acustica (DVA) é uma patologia sistémica, causada por exposicao
prolongada ao RBF, caracterizada pela proliferagao anormal de colagénio e elastina, na
auséncia de um processo inflamatério (Alves-Pereira et al., 2007). A citagdo € a mais
recente definicdo encontrada na literatura para a DVA.

Apesar de ser, sob o ponto de vista anatomo-patolégico, uma definicdo bastante
especifica, a sua correspondéncia clinica nem sempre tem sido facil de documentar. E
hoje certo e cada vez mais unanime, na generalidade da comunidade cientifica, que a
exposigcao prolongada ao RBF provoca numerosas lesées, com o denominador comum
anatomo-patolégico de fibrose na auséncia de processo inflamatério. A descrigéo clinica
do “doente vibroacustico” ainda nao parece ser tdo clara que permita a mesma
unanimidade colegial.

No final dos anos 70, Castelo Branco observou uma prevaléncia anormal de epilepsia
desenvolvida tardiamente, em trabalhadores das Oficinas Gerais de Material Aeron4utico
(OGMA), que exerciam as suas fungcbes em testes a motores de jactos, em ambiente
muito ruidoso — de 0,2% na populacao geral para 10% nestes trabalhadores das OGMA
(Castelo Branco et al., 1984a). Este dado clinico esteve na origem do interesse de
Castelo Branco e de uma equipa de investigadores, que se reuniram sob o nome de
Grupo de Investigacdo Médica — OGMA (GIMOGMA), pela andlise das alteragdes
ocorridas em trabalhadores em ambientes ruidosos.

Da ideia inicial de que as alteragdes encontradas poderiam corresponder a uma entidade
de caracter exclusivamente neurolégico a evidéncia cientifica de lesées multi-sistémicas
(Castelo Branco et al., 1999d) decorreu o tempo suficiente para efectuar varios estudos
clinicos aprofundados aos trabalhadores das OGMA. Os trabalhadores expostos ao ruido
apresentavam manifestagbes comportamentais anormais, histéria de ansiedade e
depressao (Martinho Pimenta et al., 1988) e alteracdes psicoldgicas (Gomes et al., 1999).

Os estudos neurofisiolégicos, realizados para avaliagdo das alteragcdes encontradas
puderam comprovar défices neurologicos do tipo acidente isquémico (Pimenta et al.,
1999) acompanhados de lesdes do sistema nervoso central, em imagens de ressonancia
magnética (Cruz Mauricio et al., 1988), e ainda degeneragcdo dos potenciais cognitivos

(P300) (Moniz Botelho et al., 1988). Outros distarbios neuroldégicos de caracter
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degenerativo puderam ser comprovados em individuos expostos ao ruido, como a
existéncia do reflexo palmo-mental (Martinho Pimenta et al., 1999a), discinésia facial
induzida por estimulos auditivos (Martinho Pimenta et al., 1999d), perturbacbes do
equilibrio (Martinho Pimenta et al., 1999b) e epilepsia (Martinho Pimenta et al., 1999c).
Mais alteracbes neuroldgicas foram identificadas como a incapacidade para hiperventilar
na presenca excessiva de CO2 (Reis Ferreira et al., 2003b).

Para além destas, foram descritas alteracées em estudos clinicos, nomeadamente,
alteracdes auditivas (Castelo Branco et al., 1984b). Estudos de caracter ndo neurolégico
puderam comprovar a presenga de alteragdes das estruturas dento-alveolares (Cortez-
Pimentel et al., 1988), alteracdes da hemostase e da coagulacao (Crespo et al., 1988) e
alteracdes angiograficas da retina (Van Zeller et al., 1988).

A caracterizagao criteriosa dos ambientes acusticos, e a eliminagao de outros agentes
como causadores das alteragbes encontradas, permitiu identificar o RBF de alta
intensidade como agente responsavel pelas alteracdes encontradas (Bento Coelho et al.,
1994; 1999).

As observacdes anatomo-patolégicas descritas por Castelo Branco, na sequéncia da
autopsia a um doente exposto ao RBF (Castelo Branco, 1999b), permitiram direccionar
os estudos para a investigacdo de alteragdes por espessamento do pericardio ou das
valvulas cardiacas através de avaliacdo ecocardiografica. As avaliacdes
ecocardiograficas revelaram que todos os individuos apresentavam alteragdes (Araujo et
al., 1989). Foi também efectuada a avaliacdo de lesdes do tipo fibrético nos vasos
arteriais, tendo o resultado sido positivo (Albuquerque et al., 1991). A fibrose, no
pericardio, péde ser novamente confirmada histologicamente por Castelo Branco et al.
(7999a) na sequéncia de um “bypass” cirirgico a um doente exposto a RBF de alta
intensidade.

O resultado das observagdes anatomo-patoldgicas das lesdes encontradas nestes
ultimos estudos indicou a fibrose na auséncia de sinais inflamatérios como uma constante
das alteracdes descritas nos varios 6rgaos (Castelo Branco, 1999b). Outra caracteristica
comum aos doentes incluidos no critério de DVA é a presenca de lesbes broncoscépicas
com quantidade anormal de colagénio e neo-formacdo de leitos vasculares (Castelo
Branco et al., 2004b).
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No [l International Meeting on Biodynamic em 1992, foi proposto por J. C. Guignard a
adopgao do termo “vibroacustico”, que viria a originar “doencga vibroacustica” (DVA) para
agrupar o conjunto de alteragdes que ocorriam em sujeitos expostos ao RBF por longos
periodos de tempo. A DVA viria entao a ser, a data, a manifestagado clinica de uma
doenca sistémica, que se desenvolveria apos exposicao continua (> 10 anos) ao RBF (<
500Hz, incluindo infrasom), caracterizada pela proliferacao de matrizes extracelulares e

fibrose, bem como alteragdes dos epitélios, na auséncia de sinais inflamatérios.

Paralelamente aos estudos clinicos do GIMOGMA que mais tarde originou o Centro para
a Performance Humana, outros estudos, fundamentalmente experimentais e com o
propdsito de avaliar os efeitos do RBF sobre os tecidos bioldgicos, foram realizados pelo
grupo de Nuno Grande, do Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar, tendo
observado fibrose na traqueia, pulmodes e pleura, alteracées dos cilios da traqueia e
brénquios (Sousa Pereira et al., 1999a; 1999b; Grande et al., 1999). Nesses estudos,
conseguiram-se induzir derrames pleurais por incompeténcia morfofuncional das
microvilosidades pleurais (Sousa Pereira et al., 1999b) e por incapacidade fagocitica ao
nivel da pleura (Oliveira et al., 1999). Os investigadores deste grupo puderam ainda
comprovar a diminuigao significativa de linfécitos CD4+ e CD8+ no bago de animais
expostos a RBF de alta intensidade (Aguas et al, 1999a), e a aceleragdo de
manifestacoes de doengas autoimunes “lUpus-like”, nas mesmas condi¢des
experimentais (Aguas et al., 1999b).

Mais recentemente, investigadores do Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas
Moniz, também com estudos fundamentalmente experimentais, e com o proposito de
avaliar os efeitos do RBF sobre os tecidos biolégicos, puderam comprovar lesées no
sistema vascular, em artérias (Martins dos Santos et al., 2002) e linfaticos (Martins dos
Santos et al., 2004); e no sistema digestivo, no estdbmago (da Fonseca et al., 2006b) e no
duodeno (da Fonseca et al., 2006a). Investigadores deste grupo também estudaram o
periodonto. Mendes et al. (2007) conseguiram identificar desaparecimento do cimento
radicular, sinais de necrose do osso alveolar e deficiente ancoragem das fibras do
ligamento periodontal.
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Glandula Paroétida e RBF

Morfologia Normal da Glandula Pardtida — Anatomia do Rato Albino (Wistar)

Existem numerosas glandulas no rato Albino (Mus norvegicus albinus), linhagem Wistar —
frequentemente usado como modelo experimental (Thompson, 1933) — que excretam
saliva para a cavidade oral, a que chamamos glandulas salivares (Thompson, 1933).
Estudos comparativos entre as glandulas salivares do homem e do rato indicaram
semelhancas sob ponto de vista histolégico, fisiol6gico, sobre o tipo de acgao e secrecao
enzimatica (Cheyne, 1939).

Existem trés pares de glandulas salivares, ditas major — par6tida, submandibular e
sublingual — no rato (Suckow et al., 2006), a semelhanca do que acontece no humano
(Gray et al., 2004; Testut, 1976).

No Homem, as glandulas parétidas correspondem a uma massa amarelada, irregular,
lobulada, que se situa, na sua maior parte, abaixo e adiante do ouvido externo. A maior
parte da glandula é superficial, limitada adiante pela mandibula e atrds pelo muasculo
esternocleidomastoideu e pela apofise mastéide; em cima é mais larga e termina na
vizinhanca do arco zigomatico; o seu limite inferior projecta-se numa linha que une a
apéfise mastéide com o angulo da mandibula; possui, por regra, um prolongamento
anterior, que se projecta sobre a superficie do musculo masseter, limitado em cima pelo
arco zigomatico e em baixo pelo canal parotidiano, a parte acessoéria da glandula parétida
(Gray et al., 2004; Testut, 1976).

No rato Wistar as glandulas parétidas consistem num agrupamento de 3 a 4 lobos
serosos, alongados no sentido cranio-caudal (Cheyne, 1939), normalmente difusos e
dificeis de dissecar (Wescott et al., 1974). A glandula estende-se latero-medialmente a
partir da regiao retro-auricular no sentido ventro-craneal, acompanhando a veia facial,
para terminar na porcao ventro-lateral do pescoco (Wescott et al., 1974). No sentido
cranio-caudal estende-se da regiao massetérica a clavicula (Cheyne, 1939; Wescott et
al., 1974). A margem caudal da glandula relaciona-se com o bordo cefalico do musculo
grande peitoral (Cheyne, 1939). No rato, a glandula parétida possui uma dimensao

semelhante a glandula submandibular, situando-se por fora desta e, mais adiante, por
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fora da glandula sublingual, sendo separavel destas pelos planos fasciais (Wescott et al.,
1974). Os ganglios linfaticos desta regido podem por vezes ser confundidos com as
glandulas, particularmente um que se encontra incorporado na massa glandular
parotidiana (Suckow et al., 2006). Situada no local onde esperariamos encontrar a
parétida encontra-se a porcao extra-orbital da glandula lacrimal, cujo canal excretor cruza
o musculo temporal para terminar no canto lateral do olho (Thompson, 1933).

Sob o ponto de vista anatémico, descrevem-se na glandula parétida do rato dois lobos,
um principal, dividido em trés lobos menores; superior, médio e inferior e um acessério. A
presenca do lobo acessorio e o padrao de ramificagdo sialografico da arvore ductal varia
em funcédo da estirpe (Omon et al., 1986). Na disseccao da glandula parétida, o lobo
acessorio, uma extensdo com forma de dedo, encontra-se intimamente associado com a
glandula sublingual e com a glandula submandibular, estando no entanto separado
destas por uma capsula propria facilmente identificavel nesta zona de relacao (Wescott et
al., 1974).

Este Gltimo facto, a identidade unitaria, de cada uma das glandulas salivares, é facilmente
comprovavel histologicamente, apesar da natureza mista de uma das glandulas, a
submandibular. A parétida no rato é, entdo, uma glandula de secregao exdcrina composta
por células serosas (Wescott et al, 1974), a semelhanca do que acontece no humano
(Berkovitz et al., 2004; Katchburian et al., 2004).

Histologicamente, no humano, a parétida, a semelhanca das outras glandulas salivares, é
constituida por elementos parenquimatosos suportados por tecido conjuntivo, o estroma
(Berkovitz et al., 2004, Katchburian et al., 2004).

O parénquima, derivado da ectoderme, consiste num conjunto de unidades secretoras e
num sistema de canais. As unidades secretoras serosas dispdéem-se de forma esférica,
formando acinos, que se abrem em curtos canais intercalares, que tém continuidade com
canais estriados, que por sua vez se reinem em canais de maior calibre, excretores, dos
quais o ultimo termina na cavidade oral (Katchburian et al., 2004). No rato, o canal
parotidiano, que resulta da uniao de trés ramos principais sobre a superficie ventral,
préximo do hilo da glandula, alguns milimetros abaixo do bordo cranial (Cheyne, 1939),
cruza a superficie lateral do musculo masseter, associado a um ramo bucal e a um ramo
mandibular do nervo facial, para se abrir no vestibulo bucal, ao nivel dos dentes molares
(Cheyne, 1939; Suckow et al., 2006). O canal parotidiano encontra-se numa fase inicial
do seu trajecto por baixo da porgao extra-orbital da glandula lacrimal (Cheyne, 1939). No
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humano o canal parotidiano — de Stenon — que resulta da confluéncia de dois ramos
tributarios na parte anterior da glandula, cruza o muasculo masseter, e o seu bordo
anterior, curvando-se medialmente para terminar, na mucosa vestibular, ao nivel do
segundo molar superior, depois de atravessar o corpo adiposo e o musculo bucinador. Ao
cruzar o musculo masseter o canal parotidiano principal recebe o canal parotidiano
acessorio, situando-se nesta zona entre os ramos bucais, superior e inferior, do nervo
facial (Gray et al., 2004).

7

O tecido conjuntivo &€ composto por uma capsula e septos conjuntivos, que dividem
grupos de unidades secretoras e canais em lobos e I6bulos, contendo no seu interior
vasos sanguineos, linfaticos e nervos para a glandula e canais excretores interlobulares
(Katchburian et al., 2004). Os vasos sanguineos sao particularmente desenvolvidos em
redor dos canais estriados onde se processam modificagdes na composicao da secrecéao
(Berkovitz et al., 2004, Petersen et al., 1998). O tecido conjuntivo da glandula parétida,
apresenta fibroblastos, adip6citos e outras células, incluidas numa matriz extracelular,
principalmente constituida por fibras de colagénio tipo | e substancia fundamental,
formada por glicoproteinas e proteoglicanos (Berkovitz et al., 2004; Katchburian et al.,
2004).

Apesar de nos referirmos a glandula paré6tida como serosa, as células ndo sao serosas
puras, como acontece no pancreas, excretando, para além de ides, de agua e de
proteinas, um componente glicoproteico (Katchburian et al., 2004). As células possuem
uma forma piramidal, com o apice voltado para o lume da unidade secretora (Berkovitz et
al., 2004), o acino. O nucleo encontra-se em posicao basal e o citoplasma, baséfilo, cora
intensamente com hematoxilina. Sendo células especializadas na sintese de proteinas,
possuem um reticulo endoplasmatico rugoso desenvolvido, situado em posigao basal ao
ndcleo e também lateralmente. O complexo de Golgi esta em posicao apical ou lateral ao
ndcleo e a restante porgao do citoplasma, a porcao apical, esta normalmente preenchida
por granulos de secregdo (Berkovitz et al., 2004; Katchburian et al., 2004). Qutros
organitos celulares como ribossomas livres, mitocOndrias, lisosomas, peroxisomas,
vacuolos ou vesiculas encontram-se dispersos no citoplasma, por norma nas regioes
lateral e basal da membrana plasmatica. Na regido basal a unido a lamina basal, que
separa a célula do estroma, ou de células mioepiteliais, faz-se através de
hemidesmosomas; na regido lateral das células serosas a relacdo com as adjacentes faz-
se através de interdigitacbes e na extremidade apical através de complexos juncionais
constituidos por desmosomas e jungdes oclusivas (Berkovitz et al., 2004, Gray et al.,
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2004; Katchburian et al., 2004). Ao nivel da superficie apical estdo descritas
microvilosidades, que se projectam no lume, irregulares em nimero € em tamanho. O
lume que ocupa o centro do Aacino prolonga-se por vezes até a membrana basal
(Katchburian et al., 2004).

Efeitos do RBF na Glandula Parétida

O tecido glandular possui, como acima descrito, um importante componente de tecido
conjuntivo. Sabe-se da relagdo entre a exposigao cronica a RBF e proliferacdo excessiva
deste componente na auséncia de sinais inflamatorios (Alves-Pereira et al., 2007). Todo o
tecido glandular, como todo o organismo, é para além disso formado por células, onde
uma importante rede de fibras cruza o espaco celular, com diversas fungdes mecéanicas e
bioguimicas. Esta rede forma o citoesqueleto, que possui, entre outros constituintes,
fibras de actina e tubulina (Small et al., 1999). Existe evidéncia de que estruturas com
estes componentes sdo profundamente afectadas, como no caso de microvilosidades
presentes no parénquima pulmonar e nas vias aéreas (Grande et al., 1999; Sousa
Pereira et al., 1999a; Oliveira et al., 2003), ou nos cilios cocleares (Castelo Branco et al.,
2003b) pelo RBF.

Existem, portanto, evidéncias de alteragdes morfolégicas na matriz extracelular e nas
células.

Os resultados iniciais do nosso estudo na glandula parétida do rato Wistar, exposta ao
RBF, permitiram-nos observar alteragées morfoldégicas no estroma e nas células (Oliveira
et al., 2007). Existe, na literatura, inUmeras referéncias a alteragbes morfoldégicas nas
glandulas salivares. Condigcbes tao diferentes como as que ocorrem na sequéncia da
irradiacdo por Rx, na diabetes ou na Sindrome de Sjogren provocam lesbes com
traducdo morfolégica e repercussdes funcionais (Dodds et al., 2005), ou seja com

alteracdo da saliva total ou qualitativa da mesma.

No Homem, a saliva é uma secregdo complexa (Llena-Puy, 2006; Edgar, 1992), que
desempenha um importante papel na manutencao da homeostase oral (Mandel, 1989).
Uma diminui¢cdo do seu volume, ou uma alteragdo qualitativa, pode resultar num aumento
de susceptibilidade das estruturas orais a doencas (Humphrey et al., 2001). As doencgas
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orais como a carie dentaria, a doenca periodontal, a auséncia de dentes, as lesdes da
mucosa oral e o cancro oro-faringeo, as lesbes orais relacionadas com o virus da
imunodeficiéncia adquirida (VIH) e o trauma oro-dentario sdo considerado pela OMS
problemas de saude publica da maior importancia (Petersen et al., 2005).

A carie dentaria e a doenca periodontal sdo das diferentes doencas orais, as de maior
prevaléncia. A carie é historicamente considerada pela OMS como um importante
problema de saude nos paises industrializados, com uma prevaléncia de 60 a 90% em
criangas em idade escolar e com uma prevaléncia de quase 100% na populacdo adulta
pelo indice DMFT (“Decayed, Missing and Filled Teeth index”), ja a perda dentaria por
periodontite aguda atinge entre 5 a 20% da maioria das populagbées adultas (Petersen et
al., 2005).

A influéncia da saliva no processo de carie dentaria é fundamental (Dodds et al., 2005) e
Steinberg et al. (1992) demonstraram a relagdo entre as alteragdes na saliva e a
inflamagéo gengival. Ja Slomiany et al. (1996) relacionaram a presenga da cistatina na
saliva, produzida pela glandula parétida, apesar de em menor quantidade que noutras
glandulas salivares, com uma diminuicdo da actividade da cisteina proteinase envolvida
na patogénese da doenca periodontal. A doenca periodontal e perdas de 0sso
significativas tinham, ja no passado, sido associadas a elevados niveis de ruido, em
pilotos de jactos (Carlson et al., 1977, Haskell, 1975). Ja Santiago et al. (2004) referem
um maior nimero de obturacdes, endodontias e dentes substituidos por proéteses fixas

em pessoal de voo, exposto profissionalmente a ambientes ricos em baixas frequéncias.

Pensamos, a luz do que se conhece, e dos nossos primeiros resultados — no rato, 0s
resultados iniciais do nosso estudo puderam comprovar alteragdes morfolodgicas e
correspondéncia funcional, com diminuicdo muito significativa da quantidade de saliva e
alteracdo qualitativa da mesma (Oliveira et al., 2007) — que se justifica um estudo
aprofundado dos efeitos do RBF na glandula parétida.
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Objectivos

Este traballho tem por objectivo a caracterizacdo morfolégica dos efeitos do RBF sobre a
glandula parétida ao longo do tempo, nomeadamente:

—0O estudo microscopico e ultraestrutural das alteracdées no parénquima glandular e
nas células secretoras resultantes da exposicao ao RBF;
— A avaliagdo morfométrica das lesbes no tecido conjuntivo;

—A avaliagao de lesdes vasculares sob ponto de vista macroscépico.
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MATERIAL E METODOS
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MATERIAL E METODOS

Modelo Animal

Utilizamos 80 ratos albinos (Mus norvegicus albinus), linhagem Wistar, adultos, em
semelhante nimero de género, com idades entre oito meses e um ano, e peso médio de
364g (DP = 91g). Os animais foram adquiridos ao laboratério Charles River, Barcelona,
Espanha.

Os animais foram colocados em gaiolas, onde podiam movimentar-se livremente, em
grupos de dois ou trés, de um sé género. Foram alimentados com racao “standard” para

roedores e tiveram livre acesso a agua. Mantiveram ciclos de luz/escuro de 12h.

Na realizacdo deste estudo foram tidas em conta a directiva da Unido Europeia que
regulamenta a utilizagdo de animais para fins cientificos e experimentais (86/609/EEC) e
também a legislacdo Portuguesa para os mesmos efeitos (Decreto-Lei n® 197/96).

Protocolo Experimental

Exposicdo ao RBF

As gaiolas, com os animais, foram colocadas, em prateleiras, num compartimento,
isolado, construido para o efeito, medindo 217x211x195 cm.

Um computador (Compaq) reproduziu, em continuo, um “ruido branco”, previamente
gravado, amplificado num amplificador (QSC) de 200W, filtrado e emitido por um sub-
woofer (Magnat XTC 1200), colocado em posi¢cao frontal as gaiolas, criando um ambiente
rico em baixas frequéncias de alta intensidade, incluindo infrasons.
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O ruido foi avaliado com um analisador espectral digital (B&K 2144), que fornece

informacdes em tempo real, nos varios pontos onde os animais estavam expostos ao
RBF.

A andlise espectral revelou frequéncias concentradas nas bandas inferiores a 500Hz,
correspondendo a uma pressao sonora superior a 85dB nas bandas de frequéncia entre
0s 20Hz e os 400Hz. A média dos niveis de pressao sonora revelou-se superior a 109dB
- pressao sonora real - ou 98 dBA. A analise espectral foi sobreponivel em todas as
zonas de exposicao dos animais.

Espectrodo Ruido
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Os animais foram divididos em 6 grupos:

c grupo de controlo, 15 animais, que se mantiveram em condi¢des semelhantes aos restantes mas a parte, em
9 . .
siléncio, para efeitos de controlo;
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os restantes grupos de animais estiveram expostos ao RBF continuamente, por periodos
crescentes:

g1 grupo 1, 10 animais, 168h de exposicéo ao RBF (1 semana RBF);

g2 grupo 2, 10 animais, 504h de exposigdo ao RBF (3 semanas RBF);

g3 grupo 3, 10 animais, 840h de exposigdo ao RBF (5 semanas RBF);

g4 grupo 4, 10 animais, 1512h de exposigéo ao RBF (9 semanas RBF);

g5 grupo 5, 15 animais, 2184h de exposicéo ao RBF (13 semanas RBF).

Apods os tempos de exposicdo, os animais foram sacrificados com uma injeccao
intraperitoneal de ketamina (Ketalar, Parke-Davis Co., Barcelona, Spain; 4,0-8,0 mg/Kg
peso). A remocado cirdrgica das glandulas paroétidas foi efectuada de acordo com o
protocolo cirdrgico para dissec¢ao de estruturas cervicais (Krinke, 2000). Foi utilizado
procedimento semelhante para o grupo de controlo.

Morfologia — Microscopia Optica

Apos remogao cirlrgica, as parétidas de animais de todos os grupos foram fixadas em
formol tamponado a 10%.

Efectuamos, coloragdes com hematoxilina-eosina (HE), acido periédico de Schiff (PAS) e
tricomico de Masson.
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Morfometria — Analise Estatistica

Procedemos a uma andlise de variancia com um factor ordinal para averiguar se o tempo
de exposicdo ao RBF (horas de exposicao) tem um efeito significativo sobre a variavel
dependente por nés definida — area de tecido conjuntivo.

Efectuamos, para esse efeito, medigdes, para um valor ordinal absoluto, ao perimetro de
tecido conjuntivo perivasculo-ductal (TCPVD), para quantificacao da fibrose.

Recolha de dados e Andlise Estatistica de Resultados

As medigdes foram efectuadas com um software de andlise de imagem (OPTIMAS), em
imagens captadas com um microscopio 6ptico, com uma ampliacdo x100, em laminas

coradas com HE.

As areas foram escolhidas independentemente da forma e tendo como outros critérios os
seguintes: a presenca de vasos e tlbulos no interior do seu perimetro; e estarem
rodeadas por parénquima glandular.

As medicbes foram efectuadas em laminas de todos os grupos. Efectuamos, em cada
lamina, tantas medigcdes quanto possivel, de acordo com os critérios previamente
estabelecidos.

Grupo gC gl g2 g3 g4 g5
N2 de medicées 46 46 39 33 41 42

Para efeito de comparacbes multiplas entre grupos utilizamos uma andlise estatistica
ANOVA. A analise dos dados foi efectuada com o programa SPSS 13.0.
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Da analise estatistica consta: a verificagdo da normalidade da distribuicdo dos dados com
o teste de Shapiro-Wilk apds correcgdo da significancia de Lilliefors; a verificacdo da
homogeneidade das variancias entre grupos com o teste de Levene; aplicagdo da
ANOVA de Welch para as comparagdes mdultiplas entre os grupos com variancias
heterogéneas; a realizacdo de comparacoes miultiplas entre grupos 2 a 2, e aplicacao do
teste “post-hoc” de Tamhane, tendo em conta a heterogeneidade de variancias;
finalmente, a verificagdo da relagéo entre o valor médio da area e o nivel do factor, a
duracao da exposicao ao RBF, através da analise dos contrastes, usando um polinémio

de 19 grau para a particdo da soma dos quadrados entre grupos.

Morfologia — Imunohistoquimica

Efectuamos, ainda, em glandulas de animais dos grupos gC e g5, imunomarcacao para
os colagénios |, IV e V. A recuperagao antigénica realizou-se por digestdo enzimatica
com pepsina, com pH entre 1,5 e 2 e temperatura de 37,5°C.

Para efeitos de quantificagdo da imunomarcagao para o colagénio | utilizamos imagens
de microscopia 6ptica, captadas em ampliacdo x200, e analisadas no programa — Image
J — desenvolvido pelo National Institute of Health — NIH, que possui um co6digo fonte de
dominio publico, que permite ao utilizador criar pluggins para processamento e analise de
imagens. Utilizamos o pluggin colour deconvolution, desenvolvido por Ruifrok &
Johnston's, especificamente para avaliacdo da quantidade de coloracdo numa
determinada preparacéo histolégica. No nosso estudo utilizamos vectores pré-definidos,
pelos autores do pluggin — haematoxylin, eosin and DAB —, que permitem a separacao
dos tons castanhos numa determinada imagem e a traducdo grafica dessas mesmas
intensidades através de um histograma com uma escala de 1 a 255.

Para a andlise estatistica da imunomarcacgao para o colagénio I, a quantificagdo numérica
das intensidades de cor foi separada em trés intervalos: de 1 a 113, maior densidade de
castanhos; de 1 a 226, castanhos totais; 227 a 255, consideramos auséncia de
coloragdo. Efectuamos o quociente das somas dos valores do primeiro intervalo pelo
segundo intervalo, castanho total, permitindo, para cada imagem, determinar a

quantidade relativa de coloracdo. Os valores foram analisados sob o ponto de vista
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estatistico pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, aplicado ao nivel de 5%. A
analise estatistica foi efectuada com o programa SPSS 13.0.

Morfologia — Microscopia Electrénica de Transmissao

Fragmentos de glandulas, de todos os grupos, foram fixados de acordo com a técnica
descrita por Aguas et al. (71997), & temperatura ambiente, numa solu¢do composta por
4% formaldeido, 1,25% de gluteraldeido e 10nmol/L em 0,05 mol/L de cacodilato
tamponado, pH 7,2. Os fragmentos foram posteriormente lavados com uma solugao
tamponada e post-fixados numa solugdo composta por 1% de ferrocianato de potassio e
1% de tetréxido de ésmio em &gua destilada. As amostras foram em seguida
desidratadas em etanol de concentragdes crescentes, incluidas em Epon e cortadas com
um ultramicrétomo LKB. Os cortes foram montados em grelhas de cobre, corados com
acetato de uranilo e citrato de chumbo, e observados num microscopio electronico JEOL
100C.

Morfologia — Estudo vascular macroscopico

Estudo efectuado em 4 animais nos grupos gC e g5.

Observacao com lupa esterioscopica ap0s injecgao de contraste seguida de diafanizacao
pela técnica de Spalteholz.

A injeccdo do Micropaque foi precedida de uma cuidadosa lavagem do sistema vascular
com soro fisiol6gico aquecido a 37°C, tendo o cateter para injeccao sido introduzido na
aorta abdominal. Para a diafanizagao foi utilizada a técnica de Spalteholz que pode ser
aplicada a pecas de todas as dimensdes. Depois de dissecada, a glandula parétida foi
fixada em formol tamponado a 10%. Apds lavagem a glandula foi colocada em agua
oxigenada a 10V para branqueamento. Foi novamente lavada e desidratada em alcool de
concentragoes crescentes 50, 70, 90, 95, 99% e &lcool absoluto. Apés um banho em
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benzol puro as glandulas foram colocadas numa mistura de salicilato de metilo com
benzoato de benzilo.
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RESULTADOS

Morfologia — Microscopia Optica

A observacao em microscopia optica das glandulas paroétidas de ratos expostos ao RBF
permitiu identificar alteracbes no parénquima glandular e alteragbes no estroma,
nomeadamente no tecido conjuntivo e nos vasos. As alteragdes parecem aumentar com

o tempo de exposi¢édo ao RBF.

As laminas do grupo de controlo nao apresentam alteragées.

gC - controlo

As observagdes em microscopia 6ptica demonstram um parénquima glandular composto
por células serosas, organizadas em &cinos (Fig. 1), que marcam positivamente para
conteudo glicoproteico na coloragao &cido periédico de Schiff (PAS) (Fig. 2 e 17). O
parénquima, organizado em lébulos, estd separados por finos septos de tecido
conjuntivo, com algum contelido em fibras de colagénio na coloragdo pelo tricomico de
Masson (Fig. 23). Na Fig. 3, interpostas no parénquima, encontramos estruturas
tubulares, que compdem o sistema excretor da glandula, para além de vasos sanguineos
e nervos rodeados de tecido conjuntivo que constitui o tecido conjuntivo perivasculo-
ductal (TCPVD). As células, piramidais, possuem um nucleo basal esférico e as porcoes
apicais definem o lume acinar, central (Fig. 3 e 4).

g1 — 1 semana RBF

Na Fig. 5 sao visiveis vacuolos de tamanho variado e aspecto claro, dentro de algumas
células. Aparente hialinizagdo de tecido conjuntivo e ligeira proliferagcao endotelial.
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g2 — 3 semanas RBF

Mantém-se a vacuolizagdo, sendo mais notoria na periferia dos lébulos. Ha zonas em que
os vacuolos sdo confluentes (“aspecto de degenerescéncia gorda”). Ha hialinizagdo do
tecido conjuntivo, visivel na Fig. 6. Observam-se ainda altera¢cbes degenerativas
celulares e aspectos de tumefaccao e proliferacdo endotelial.

93 — 5 semanas RBF

Observa-se marcada vacuolizagcdo, que abrange grande parte do parénquima. Sao
também abundantes as imagens de degenerescéncia vacuolar das células acinosas, com
vacuolos coalescentes e manutencao das células tubulares. Mantém-se hialinizagéo do
tecido conjuntivo interlobular e principalmente perilobular (Fig. 7). Os vasos que rodeiam
0 parénquima estdo tumefactos, principalmente os de menor calibre e é visivel
proliferagéo endotelial.

g4 — 9 semanas RBF

Mantém-se as mesmas alteracbes que parecem intensificar-se. Na Fig. 8 observa-se a
degenerescéncia vacuolar das células acinosas, muito marcada. Os vasos apresentam
proliferagéo do endotélio e vacuolizagao.

g5 — 13 semanas RBF

O aspecto geral do parénquima glandular, mostra em todas as laminas estudadas,
marcadas alteragbes, com distorsdo da sua arquitectura e anarquia acinar, visiveis nas
Figuras 10 e 11. O parénquima da glandula apresenta sinais de necrose isolada das
células (Fig. 13 e 14) e presenca de alteracbes degenerativas vacuolares generalizadas,
de forma e tamanho irregular (Fig. 12 € 16). Os vacuolos reagiram negativamente para a
coloragao PAS (Fig. 18). Nao existem células inflamatérias no parénquima. Nas Figuras
14 e 15 observamos corpos acidéfilos de contorno arredondado e imagens de
fragmentacdo nuclear sugestivas de fendmenos apoptéticos ou de degeneracao
oncocitica. Aparecem ocasionalmente areas em que o parénquima estad, em grande
parte, substituido por tecido conjuntivo hialinizado (Fig. 9 e 10), com manutencao do
aspecto vacuolizado das células, parecendo afectar também as células tubulares do

sistema excretor.
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Quanto ao tecido conjuntivo, observa-se intensa fibrose no TCPVD (Fig. 9 e 13). O tecido
conjuntivo interlobular (Fig. 20 e 21) e principalmente o perilobular também apresenta
marcada fibrose com hialinizagdo (Fig. 19) e coloragéo intensa para fibras de colagénio
na coloragéo pelo tricomico de Masson (Fig. 22 e 24).

Os vasos sanguineos apresentam marcadas alteracées que consistem em espessamento
focal das paredes, marcadamente hialino, que, em alguns casos, invade o lume do vaso
com formagdes do tipo trombético (Fig. 25). As lesbes nos vasos de médio calibre
aparentam ter origem na camada média do vaso e protruem para o lume do vaso (Fig.
27). Nas Figuras 28 e 29 observamos que a camada média do vaso apresenta
vacuolizagdo e que em redor do vaso h& intensa fibrose de aspecto concéntrico e
fortemente hialinizada, rica em fibras de colagénio. Observa-se nestes mesmos vasos
ruptura da intima (Fig. 28). Nos pequenos vasos da glandula o lume do vaso esta por

vezes obstruido com uma massa fibrética eosinofilica e hialinizada (Fig. 26 e 30).
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Fig. 1 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (HE x100). Observa-se o parénquima glandular, com arquitectura bem
definida, composto por células serosas, organizadas em &cinos. Os lébulos, separados por finos septos de tecido conjuntivo fibroso, rico
em fibras de colagénio. Observa-se ainda a estrutura tubular do sistema excretor da glandula (1).

ao contetido glicoproteico identifica-se a coloragdo avermelhada de um PAS+ (1).
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Fig. 3 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (HE x400). As células, piramidais, possuem um nucleo esférico de
localizagdo basal. As células formam &cinos no centro dos quais podemos observar, o lume contendo o produto de secregdo (7).

Podemos ainda observar ducto intercalares (11) e ductos estriados (111), rodeados por tecido conjuntivo contendo pequenos vasos (*).

Fig. 4 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (HE x1000). Pormenor de parénquima onde se identifica melhor a
disposigdo das células acinares (1) e o tecido conjuntivo interlobular (11) com amplo espago intersticial.
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Fig. 5 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g1 (HE x100). Parénquima com arquitectura mantida, apesar de se notar alguma
vacuolizagéo celular (intra-citoplasmatica).

Fig. 6 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g2 (HE x200). Ligeira distorcdo da arquitectura normal do parénquima glandular
acompanhada de vacuolizagéo (7). Discreta hialinizagdo do TCPVD (11).
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Fig. 7 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g3 (HE x200). Vacuolizagdo celular mais acentuada e desorganizagéo do parénquima
glandular (1). Discreto espessamento dos “espagos interlobulares” a custa do tecido conjuntivo hialinizado (11).

Fig. 8 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g4 (HE x400). Presenca de vacuolos intracelulares (1) com alteragdo da morfologia
normal das células.
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Fig. 9 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (HE x40). Desorganizagdo, identificando-se alguma redugdo do parénquima
glandular. Células com numerosos vacuolos. Proliferagao desordenada de tecido conjuntivo perivasculo-ductal, TCPVD (1) e “interlobular”
com marcada hialinizag&o.

Fig. 10 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (HE x40). Distorgao da arquitecura normal do parénquima glandular acompanhada
de substituicdo parcial por tecido conjuntivo fibroso.
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Fig. 11 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (HE x100). Desorganizagéo acinosa do parénquima, com perda da arquitectura
normal, vacuolizagao celular e fibrose peri-lobular.

Fig. 12 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (HE x200). Intensa vacuolizagdo celular do parénquima glandular e forte
hialinizagdo do TCPVD (7).



Fig. 13 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (HE x400). Anarquia do parénquima glandular acompanhada de vacuolizagéo.
Note-se a heterocromasia nuclear. Proliferagdo do TCPVD com forte hialinizag&o.

'0;,‘-__ ;}F ; t "'. . \

Fig. 14 — Gléndula parétida de rato Wistar do grupo g5 (HE x400). Desorganizagdo do parénquima, com vacuolos que coalescem em
algumas zonas (1). Presenga de ncleos hipercrométicos de aspecto picnético ou fragmentado (11).
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Fig. 15 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (HE x400). Destruicdo do parénquima glandular com aparente substituicdo por
tecido de aspecto indiferenciado. Aspectos sugestivos de fragmentagéo nuclear (1).
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Fig. 16 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (HE x400). Intensa vacuolizagdo celular, com perda da anatomia normal. Os

vactolos parecem, em algumas zonas, causar empurramento do nlcleo (1), sugerindo grandes &reas do citoplasma preenchidas por
esses mesmos vaclolos.



Fig. 17 - Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (PAS x400). Parénquima de aspecto normal com alguma marcagéo
glicoproteica (1).
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Fig. 18 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (PAS x400). Parénquima desorganizado e células intensamente vacuolizadas.
Auséncia de marcagéo para contetido glicoproteico.
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perilobular (11). Discreta infiltragao por grupos de células de tecido adiposo unilocular.
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Fig. 20 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (HE x200). Espessamento interlobular & custa de tecido conjuntivo fibroso,
acompanhado de desorganizagdo parenquimatosa.



Fig. 21 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (HE x200). Na regido interlobular observa-se abundante tecido conjuntivo denso. O
corte longitudinal permite observar melhor a densidade das fibras colagéneas.

Fig. 22 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (tricrémico de Masson x200). Aspecto do septo interlobular, fortemente corado de
azul-esverdeado, cor habitualmente observada nesta coloragéo para o colagénio.
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Fig. 23 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (tricrémico de Masson x400). Delgado septo de tecido conjuntivo
interlobular, com escassos feixes de fibras colagéneas.

Fig. 24 - Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (tricromico de Masson x400). Abundéncia de tecido conjuntivo rico em fibras de
colagénio.



Fig. 25 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (HE x40). Les&o vascular de tipo trombético (1) em vaso de médio calibre,
associada a uma proliferagéo fibrosa da intima que abrange a média, diminuindo substancialmente o lume vascular.

Fig. 26 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (HE x100). Lesao vascular (1) constituida por tecido conjuntivo hialinizado, que
parece ocluir quase totalmente o lume (11). Identifica-se também alguma vacuolizagdo celular e desorganizagao parenquimatosa.
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Fig. 27 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (HE x100). Vaso de médio calibre identificando-se areas de vacuolizagao da média
e proliferagdo de uma massa eosinofila com raras estruturas nucleares, que se desenvolve de modo a obstruir parcialmente o lume
vascular (1). Este vaso esta rodeado por feixes de fibras colagéneas, dispostas concentricamente. Na parte superior da imagem
parénquima de aspecto desorganizado e aparentemente substituido por tecido conjuntivo fibroso.

Fig. 28 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (HE x100). Les@o em vaso de médio calibre com ruptura da intima (1) e importante
espessamento da camada média com areas vacuolizadas. Fibrose perivascular de aspecto concéntrico.
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Fig. 29 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (Tricomico de Masson x200). Les&o vascular com vacuolizagéo e ruptura parcial da
camada muscular. Abundante tecido conjuntivo fibroso de disposicéo concéntrica.

B

Fig. 30 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (HE x400). Les&o vascular parcialmente oclusiva (1),que preenche o lume na sua
quase totalidade. Marcada vacuolizagdo do parénquima e aspectos sugestivos de morte celular (11). Fibrose com forte hialinizagdo do
TCPVD.
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Morfometria — Analise Estatistica

Para quantificacdo da fibrose, efectuamos medicdes, para um valor ordinal absoluto, ao
perimetro de tecido conjuntivo perivasculo-ductal (TCPVD).

Grupo Exposicéo ao RBF N° de medigdes Média das areas Desvio Padrdo
gC ] 46 3,5335 2,49288
g1 1 semana 46 5,1433 3,94804
g2 3 semanas 39 6,7938 4,32579
g3 5 semanas 33 6,4015 3,23013
g4 9 semanas 41 8,8795 7,46172
g5 13 semanas 42 14,3486 11,65720

Quadro | - Variagéo da média das &reas de TCPVD com o tempo de exposi¢éo ao RBF

Os resultados foram avaliados por grupos (Quadro ).

As areas de TCPVD apresentam uma variacao crescente até ao g2, 3% semana,
diminuindo ligeiramente no grupo g3, 52 semana, para voltarem a crescer até ao g5, 13
semanas (Grafico 1).
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Grafico 1 — evolugéo das médias de TCPVD com o tempo de exposigéo ao RBF

Os pressupostos de normalidade e homocedasticidade de variancia dos resultados sao
claramente violados, contudo, tal ndo é impeditivo desta analise porquanto nao se
verificam assimetrias de sinal contrario nem grandes assimetrias na dimensdo dos

grupos.

Confirmamos a normalidade da distribuicdo dos dados com o teste de Shapiro-Wilk apés
correcgao da significancia de Lilliefors (Quadro ).
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Kolmogorov-Smimova Shapiro-Wilk
Grupo

Statistic Df Sig. Statistic df Sig
gC .206 46 .000 720 46 .000
g1 .204 46 .000 .768 46 .000
g2 217 39 .000 829 39 .000
g3 154 33 .046 953 33 .158
g4 .209 41 .000 652 41 .000
g5 178 42 .002 .867 42 .000
g6 .264 36 .000 644 36 .000

Quadro Il - Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

Verificou-se a homogeneidade das variancias entre grupos com o teste de Levene
(Quadro ).

Levene
Grupo df1 df2 Sig.
Statistic
Area
Based on Mean 13.961 6 276 .000
Based on Median 7.163 6 276 .000
Based on Median and with adjusted df 7.163 6 86.503 .000
Based on timmed mean 10.645 6 276 .000

Quadro IIl - Teste de homogeneidade das variéncias (Levene)
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Tendo em conta a heterogeneidade das variancias aplicou-se a ANOVA de Welch para
as comparagdes multiplas entre os grupos. Os resultados obtidos monstram-se no quadro
seguinte (Quadro 1V) e revelam a existéncia de diferencas significativas nas areas médias
de TCPVD, entre grupos, com p<0,001.

Robust Tests of Equality of Means

Area

Statistica df1 df2 Sig.

Welch 12.308 6 116.544 .000

a.  Asymptotically F distributed.
Quadro IV - Teste de Welch

Para comparagbes multiplas entre grupos dois a dois, e tendo em conta a
heterogeneidade de variancas, aplicou-se o teste “post-hoc” de Tamhane ao nivel de
significancia de 5%, com os resultados que constam no quadro seguinte (Quadro V), no
qual as comparagdes assinaladas com (*) denotam a existéncia de uma diferenca
significativa entre as médias dos grupos considerados.

Verificou-se que o grupo de controlo possui diferencas significativas para os outros
grupos, portanto, o RBF produz lesdes com efeitos significativos a partir da primeira
semana de exposicdo. Pudémos também verificar que ha diferengas significativas nos
grupos expostos ao RBF, com excepcao do g4, 9 semanas de exposicao ao ruido, que s6
apresenta diferenca significativa para o grupo de controlo. O g5, 13 semanas de
exposicao ao RBF é o que apresenta mais diferencas para 0s outros grupos expostos ao
RBF, parecendo indicar uma tendéncia de maior aumento das areas de TCPVD com a
maior exposicao ao RBF. Do grupo g2, 32 semana de exposi¢cao ao RBF para o grupo g3,
52 semana de exposicdo ao RBF ha uma estabilizagdo na média das areas de TCPVD
(p=1,000).
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(1) Grupo (J) Grupo Mean Difference | Std. Error Sig. 95% Confidence interval
) Lower bound Upper Bound
controlo 1 semana -1.60978 68844 373 -3.7684 5488
3 semanas -3.26037" 78416 .002 -5.7447 -.7761
5 semanas - 2.86804" 67177 .002 -4.9976 -.7385
9 semanas -5.34603 1.22192 .001 -9.2560 -1.4360
13 semanas -10.81509 1.83591 .000 -16.7157 -4.9145
1 semana controlo 1.60978 68844 373 -.5488 3.7684
3 semanas - 1.65059 .90480 792 -4.4852 1.1841
5 semanas -1.25825 80933 938 -3.7964 1.2799
9 semanas -3.73625 1.30262 113 -7.8610 .3885
13 semanas -9.20531" 1.89059 .000 - 15.2441 -3.1665
3 semanas controlo 3.26037 .78416 .002 7761 5.7447
1 semana 1.65059 .90480 792 -1.1841 4.4852
5 semanas .39233 89218 1.000 -2.4149 3.1995
9 semanas -2.08567 1.35565 945 -6.3619 2.1905
13 semanas -7.55473" 1.92751 .005 -13.6911 -1.4184
5 semanas controlo 2.86804 67177 .002 .7385 4.9976
1 semana 1.25825 .80933 792 - 1.2799 3.7964
3 semanas .39233 89218 1.000 -3.1995 24149
9 semanas -2.47800 1.29389 730 -6.5823 1.6263
13 semanas -7.94706" 1.88458 .002 -13.9715 -1.9226
9 semanas controlo 5.34603" 1.22192 .001 1.4360 9.2560
1 semana 3.73625 1.30262 A13 -.3885 7.8610
3 semanas 2.08567 1.35565 945 -2.1905 6.3619
5 semanas 247800 1.29389 730 -1.6263 6.5823
13 semanas -5.46906 2.14324 239 -12.2090 1.2709
13 semanas controlo 10.81509 1.83591 .000 4.9145 16.7157
1 semana 9.20531" 1.89059 .000 3.1665 15.2441
3 semanas 7.55473 1.92751 .005 1.4184 13.6911
5 semanas 7.94706" 1.88458 .002 1.9226 13.9715
9 semanas 5.46906 2.14324 239 -1.2709 12.2090
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Finalmente, para verificar se existia uma relagdo entre o valor médio da &rea e o nivel do
factor, ou seja, a duracdo da exposicao ao ruido, procedeu-se a andlise dos contrastes
usando um polinémio de 12 grau para a particdo da soma dos quadrados entre grupos
(Quadro VI).

ANOVA
Area
Sum of df Mean F Sig.
Squares Square
Between (Combined) 4542.024 6 757.004 10.238 .000
Groups Linear Term  Weighted | 4320.384 1 4320384 | 58.428 000
Deviation 221.640 5 44,328 599 .700
Within Groups 20408408 | 276 73.944
Total 24950432 | 282

Quadro VI - ANOVA (anélise dos contrastes)

Os resultados que constam no ultimo quadro demonstram que a tendéncia global para as
areas de TCPVD é de aumento, e que a area média de TCPVD cresce linearmente e de
forma significativa com o tempo de exposicado ao RBF, com p<0,001.
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Morfologia — Imunohistoquimica

gC - controlo

Pudémos identificar no grupo de controlo, imunomarcacao para colagénio | no TCPVD
(Fig. 31 e 32) e ainda nos septos interlobulares (Fig. 33). Ao nivel do colagénio V ha
marcagao nos septos de tecido conjuntivo (Fig. 34) mas é negativa no TCPVD (Fig. 35).
Pudémos ainda observar discreta marcacao para o colagénio IV nas membranas basais
dos pequenos vasos da glandula e nos colectores do sistema excretor (Fig. 36 e 37).

g5 — 13 semanas RBF

Neste grupo, ha um aumento da intensidade da marcacao para o colagénio | nos septos
interlobulares (Fig. 40 e 41) bem como no TCPVD (Fig. 37, 38 e 39). Ha também um
aparente aumento das areas de TCPVD (Fig. 36) que, em conjunto com os dados
estatisticos da analise morfométrica, nos permitem afirmar que parte desse aumento se
deve, em parte, a proliferagao de colagénio |.

Histograma da imunomarcagao para o colageénio |
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30000 Hg5- 13 semanas
20000 | gC- controlo

Imunomarcagéo- quantidade
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0
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Imunomarcagao-tom de castanho

Grafico 2 — Histograma das médias da marcagéo para o colagénio | no gC e o g5. O g5 apresenta mais quantidade e maior
densidade de marcagao, (tons de castanho: n® menores — mais marcagao.
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No que diz respeito a andlise estatistica da quantificagdo numérica das intensidades de
cbr na imunomarcacao para o colagénio |, o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
identificou uma diferencga significativa (U=10; p<0,001) entre a razdo dos castanhos mais
intensos e os castanhos totais do grupo de controlo para o grupo exposto a 13 semanas
de RBF (Quadros VIl e VIII).

Ranks
code N Mean Rank Sum of ranks

Imunomarcagéo colagénio |  controlo 11 6.91 76.00

13 semanas RBF 11 16.09 177.00

Total 22

Quadro VIl - MANN-WHITNEY - imunomarcagéo
Test Statistic®
Imunomarcagao colagénio |
Mann-Whitney U 10.000
Wilcoxon W 76.000
YA -3.316
Asymp. Sig. (2-tailed) .001
Exact Sig. [2" (1-tailed Sig.)] .0002
a. Not corrected for ties. Quadro VIII - MANN-WHITNEY - imunomarcagao.

b. Grouping Variable: code

Ao nivel do colagénio V ha um aumento de imunomarcagdo nos septos interlobulares
(Fig. 45) e auséncia de marcacao no TCPVD (Fig. 42, 43 e 44).
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No colagénio 1V ndo se verificou alteragdo na imunomarcagao do grupo de controlo para
o g5 mantendo-se a marcacao nos colectores do sistema excretor (Fig 48 e 49) e nas
membranas basais dos pequenos vasos da glandula (Fig. 50 e 51).
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Fig. 31 - Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (Imunomarcagéo para colagénio | x200). Marcag&o para colagénio | no

TCPVD.
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Fig. 32 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (Imunomarcagdo para colagénio | x200). Observa-se marcagao para
colagénio | no TCPVD.



Fig. 33 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (Imunomarcagdo para colagénio | x400). Marcagao para colagénio | nos
septos de tecido conjuntivo interlobular.
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Fig. 34 - Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (Imunomarcagéo para colagénio V x200). Marcagdo para colagénio V nos
finos septos de tecido conjuntivo interlobular.

Fig. 35 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (Imunomarcagéo para colagénio V x200). Observa-se marcagéo discreta
para o colagénio V (1) e auséncia de marcagéo no TCPVD.



Fig. 36 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (Imunomarcagao para colagénio IV x200). Discreta marcagéo para colagénio
IV nos vasos e nos colectores do TCPVD.

Fig. 37 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (Imunomarcagéo para colagénio IV x400). Marcagéo para colagénio IV num
vaso de médio calibre.
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Fig. 38 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (|
TCPVD.




Fig. 40 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (Imunomarcagao para colagénio | x200). Aumento da marcagao para colagénio | no
TCPVD.
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Fig. 41 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (Imunomarcagéo para colagénio | x400). Observa-se aumento da marcagéo para
colagénio | no TCPVD.
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Fig. 42 - Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (Imunomarcagéo para colagénio | x400). Observa-se aumento da marcagéo para o
colagénio I.

Fig. 43 - Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (Imunomarcagéo para colagénio | x400). Observa-se aumento da marcagéo para o
colagénio | nos septos interlobulares.
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Fig. 44 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (Imunomarcagéo para colagénio V x100). Note-se 0 aumento de marcagéo ao nivel
dos septos mas n&o ao nivel do TCPVD.

Fig. 45 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (Imunomarcagéo para colagénio V x100). Aumento da marcagdo nos septos €, a
nivel periférico, nas “ilhas” de TCPVD.
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ao nivel do septo mas ndo do TCPVD.
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Fig. 47 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5
septos de tecido conjuntivo.

(

Imunomarcagao para colagénio V x200). Observa-se aumento da marcagao nos



Fig. 48 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (Imunomarcagéo para colagénio IV x200). Discreta marcagéo para colagénio IV nos
vasos e nos colectores.
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Fig. 49 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (Imunomarcagéo para colagénio IV x200). Marcagéo para colagénio IV nos vasos e
colectores do TCPVD.
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Fig. 50 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (Imunomarcagéo para colagénio IV x400). Marcagao para colagénio IV num vaso
peri-lobular.
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Fig. 51 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (Imunomarcagéo para colagénio IV x400). Discreta marcagéo para colagénio IV num
vaso do TCPVD.
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Morfologia — Microscopia Electrénica de Transmissao

De uma forma geral, as alteragbes citopatolégicas encontradas nas células secretoras
sugerem sofrimento celular, podendo, algumas das células, estar a entrar em apoptose
(Fig. 60 e 61). Nos vérios grupos observa-se: vacuolizagdo — ha um incremento
progressivo do nimero de grandes vesiculas citoplasmaticas delimitadas por membrana.
Nos tempos mais precoces parece que a vacuolizacdo deriva de dilatacdo focal e
desorganizacao do reticulo endoplasmico; autofagia — iniciada pela delimitacdo de area
de citoplasma por membranas concéntricas que levam depois a digestao destas regides
do citoplasma, a sua fusao com vesiculas lisosomaticas, seguida de digestao e formacgao
de corpos residuais escuros, cheios de pigmento, por vezes com lipofuscina, e com
cristaloides (Fig. 68 e 71). Também se encontram inclusdes paracristalinas no citoplasma
(Fig. 65); observa-se uma acumulacdo de gotas lipidicas citoplasmaticas, de grau
variavel, que sao raras nos grupos de controlo, e que sugerem esteatose (Fig. 64 e 69).
Ha um aumento da heterogeneidade dos granulos de zimogénio.

gC - controlo

Nao apresenta alteracbes de caracter citopatolégico(Fig. 52 e 54). As células secretoras
com a tipica forma triangular (Fig. 53). Citoplasma de aspecto uniforme e ndcleo em
posicao basal e secregdo com direccao apical (Fig. 55, 56 e 57).

g1 — 1 semana RBF
Observa-se vacuolizagao do citoplasma das células glandulares.
g2 — 3 semanas RBF

Vacuolizagdo e presenga de inclusdes lipidicas no citoplasma das células. Em relagéo ao
grupo anterior, os vacuolos sdo maiores € menos numerosos, ocupando Mmenos espacgo
citoplasmatico.
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93 — 5 semanas RBF

Observa-se alteracdo do contetdo dos granulos de zimogénio das células glandulares,
visto que esses granulos aparecem, frequentemente, com contetdo de electrodensidade
heterogénea. As goticulas lipidicas parecem ser menos frequentes do que no g2.
Aumento de vesiculas lisosomais intracelulares, assim como algumas células

apresentando dilatacao das cisternas do reticulo endoplasmatico.
g4 — 9 semanas RBF

Alguns corpos residuais de natureza lipidica e heterogeneidade dos granulos de
zimogénio. Algumas células parecem estar em sofrimento celular (Fig. 58 e 59), expresso
por dilatacdo das cisternas de reticulo endoplasmico e acumulacao de corpos residuais.

g5 — 13 semanas RBF

Presenga, no citoplasma, de vacuolos de grandes dimensodes (Fig. 63, 65, 69). Observa-
se um numero elevado de gotas lipidicas e corpos residuais, com dilatagcdo do reticulo
(Fig. 62) e formacao de vesiculas autofagicas (Fig. 68). Algumas células possuem
inclusdes paracristalinas no citoplasma e imagens em bastdo que parecem ser inclusées
de lipofuscina (corpos residuais de lisosomas terciarios) (Fig. 62, 66, 67, 70 e 72);
existem também inclusdes de lipofuscina sem arranjo paracristalino (Fig. 65) e partes do
citoplasma com numerosas mitocondrias, sugerindo transformagdo oncocitica (Fig. 71).
Ao nivel do nucleo observam-se alteragbes do contorno nuclear e aumento da
heterocromatina (Fig. 63). Observam-se algumas células com alteracbes que sugerem
entrada em apoptose (Fig.60 e 61).
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Fig. 52 - Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (TEM x2800). Observam-se 4 nlcleos correspondendo a 4 células de um
acino com o lume em posicao central e secregdo em sentido apical (1).

Fig. 53 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (TEM x2800). Aspecto de uma célula secretora, com a tipica forma
triangular, nicleo em posigdo basal e secrecdo com direcgao apical.
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Fig. 54 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (TEM x2800). Parte de um &cino com a secregdo concentrada a nivel do
lume (1).

" :
Fig. 55 - Glandula pardtida de rato Wistar do grupo de controlo (TEM x2800). Acino com secregdo de direcgdo apical (1).
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Fig. 57 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (TEM x4000). Aspecto de normalidade do citoplasma das células.

Fig. 56 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo de controlo (TEM x4000). Observam-se abundantes vesiculas contendo secregéo.
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Fig. 58 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g4 (TEM x4000). Vacuolizagdo do citoplasma, dilatagéo das cisteras de reticulo
endoplasmico e alteragdo do contorno do nicleo.
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Fig. 59 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g4 (TEM x4000). Observa-se alguma vacuolizagao do citoplasma.



células apresentam um aspecto heterogéneo e desorganizado. Presenga de grandes vacuolos intracelulares (1) e inclusdes lipidicas no
citoplasma (11). O material nuclear possui uma distribuicdo heterogénea nas varias células. Observam-se inclusdes paracristalinas no
citoplasma (lipofuscina 111).

o

Fig. 61 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (TEM x2000). Observa-se na porgdo central da imagem um &cino que parece em
parte destruido, substituido por um grande vactolo (imagem de necrose celular).
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Fig. 62 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (TEM x2000). Vacuolizagao intracelular. Presenga de inclusdes lipidicas e de
inclusdes paracristalinas no citoplasma (lipofuscina) (1). Observa-se um célula mioepitelial (11).

Fig. 63 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (TEM x2800). Observa-se um grande vacuolo citoplasmatico que parece causar
empurramento do nucleo.



Fig. 64 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (TEM x2800). Dilatagdo do reticulo (1) e abundancia de inclusdes lipidicas no
citoplasma (11).

1 T ; e ‘_ . . e LNy _r
Fig. 65 — Glandula parotida de rato Wistar do grupo g5 (TEM x2800). Presenca de grandes vaclolos intracelulres e inclusdes de lipofuscina
sem arranjo paracristalino (1). Abundancia de colagénio, visivel na parte superior da imagem.
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intracelulares e presenca de inclusdes paracristalinas (lipofuscina) (1).

Fig. 67 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (TEM x2800). Desorganizagdo do citoplasma das células, heterogeneinade do
material nuclear e presenga de inclusdes paracristalinas (lipofuscina) (1). Observa-se colagénio entre as células (11).
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Fig. 68 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (TEM x2800). Observam-se corpos residuais (1), dilatagdo do reticulo (11) e
formag&o de vesiculas autofagicas (111).

Fig. 69 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (TEM x2800). Observa-se presenga de vaclolos nas células e grande inclusao
lipidica (1).
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Fig. 70 — Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (TEM x5300). Observa-se dilatagdo do reticulo (1) e presenga de inclusdes de
lipofuscina.

Fig. 71 - Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (TEM x8000). Observam-se numerosas mitocondrias no citoplasma (*), que sugerem
transformag&o oncocitica.
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Fig. 72 - Glandula parétida de rato Wistar do grupo g5 (TEM x10000). Pormenor de inclusdes de lipofuscina (corpos residuais de lisosomas
terciarios) (1).
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Morfologia — Estudo Vascular Macroscépico

gC - controlo

Nao se observaram alteragdes no preenchimento vascular pelo micropaque no grupo de
controlo (Fig. 73)

g5 — 13 semanas RBF

Observamos alteracdes de tipo obstrutivo (Fig. 75, 76 e 77) que poderdo corresponder a
tradugcdo macroscépica das claras lesdes microscopicas que encontramos. Encontramos
ainda imagens de vasos sanguineos que pensamos poderem ter-se reaberto em
consequéncia da diminuicao do fluxo (Fig. 74), com obstrugdo a montante.

Fig. 73 - Glandula parétida, diafanizada, de rato Wistar do grupo de controlo (injecgdo vascular com micropaque x25). Imagem de
preenchimento vascular de um lobo da glandula
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Fig. 74 - Glandula parétida, diafanizada, de rato Wistar do grupo g5 (injecgao vascular com micropaque x40). Vaso tortuoso (1) e imagem
de subtragdo num vaso (11).

Fig. 75 — Glandula parotida, diafanizada, de rato Wistar do grupo g5 (injecgao vascular com micropaque x40). Observa-se imagem de lesdo
obstrutiva (1).
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Fig. 76 — Glandula parotida, diafanizada, de rato Wistar do grupo g5 (injecgao vascular com micropaque x40). Observa-se uma auséncia de
preenchimento com contraste (1).

Fig. 77 — Glandula parétida, diafanizada, de rato Wistar do grupo g5 (injecgao vascular com micropaque x40). Observa-se uma imagem de
lesdo obstrutiva (1).
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DISCUSSAO
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DISCUSSAO

As referéncias encontradas na literatura relacionadas com as glandulas salivares, ou com
a saliva, em individuos expostos a RBF, sdo de caracter funcional, ndo sendo do nosso
conhecimento a realizagao de estudos sobre a morfologia da glandula parétida exposta a
RBF. As descrigoes encontradas correspondem, por um lado, a utilizagdo da saliva como
veiculo para determinar a concentragédo de cortisol livre para avaliacdo do stress ou para
avaliar a susceptibilidade individual as baixas frequéncias de alta intensidade (Persson-
Waye et al., 2002; Ising et al., 2004) e, por outro, encontramos a descricdo de uma
sensacao inespecifica de boca seca (Castelo Branco, 1999c), também de caracter
funcional. Se o primeiro estudo avalia a composicdo da saliva, a segunda referéncia
corresponderia a expressao da diminuicdo da saliva total excretada.

No nosso estudo, pudémos comprovar histologicamente, nos animais expostos ao RBF,
um processo destrutivo do parénquima glandular acompanhado de fibrose que aumenta
linearmente com o tempo de exposicao. As alteragdes encontradas tém uma repercussao
funcional clara, com diminuicdo qualitativa e quantitativa da saliva excretada (Oliveira et
al., 2007).

Existem muitas condigcbes patologicas que provocam alteracbes na morfologia da
glandula parétida com repercussbes na saliva total. Contudo, um diagnéstico de
hipofuncéo ou hipoptialismo baseado apenas num sintoma, sensa¢éo de boca seca, seria
incorrecto, pois cerca de 30% da populacdo refere algum grau de secura de boca
(Humphrey et al., 2001). O registo individual do fluxo salivar basal (sialometria
quantitativa), o estudo imagiolégico por ressonancia magnética (RM) ou o estudo
histologico pds-bidpsia, sdo por vezes necessarios para um diagnostico correcto e para a
determinagao etiolégica das causas de hipofuncao das glandulas salivares (Llena-Puy,
2006). Assim, e porque é uma ocorréncia relativamente comum na generalidade da
populagao, dificilmente poderemos vir a utilizar o sintoma de boca seca, isoladamente,

como sinalizador de uma accao do RBF sobre a glandula parétida.

O estudo histolégico apresenta-se, entdo, como uma boa alternativa para avaliarmos as
alteracdes identificadas na glandula parétida na sequéncia da exposi¢cdo ao RBF. Ja a
avaliacao funcional da glandula, através do seu produto de secrecao, a saliva, apesar de
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nao ser o ambito deste texto, demonstrou que a secregao basal de amilase, em animais
expostos ao RBF, esta significativamente diminuida comparativamente com os ratos de
controlo, sugerindo que o RBF induz modificagbes funcionais na glandula paroétida
(Oliveira et al., 2007). Llena-Puy (2006) refere, numa revisao sobre o papel da saliva, que
esta pode servir como meio auxiliar de diagnéstico, como meio de monitorizar a evolugao
de certas doengas, ou ainda para verificar dosagens de farmacos. No caso concreto dos
efeitos do RBF poder-se-ao levantar problemas praticos para a aplicacdo de avaliacdes
funcionais. Em patologias que tém como consequéncia histolégica major uma destruicao
do parénquima, como se verifica nos nossos resultados, ou como acontece na sindrome
de Sjogren (Tishler et al., 1999), o estudo da saliva podera ser aceite, mas como auxiliar
no diagnéstico. Na sindrome de Sjogren, por exemplo, ha um aumento das
concentracoes salivares de mediadores da inflamacao e autoanticorpos, conjuntamente
com a diminuicao do fluxo salivar (Tishler et al., 1999), devendo estes sinais ser
considerados. No entanto, o estudo histolégico continua a ser encarado como o meio de
diagnéstico par excellence, quando este é feito através das glandulas salivares (Kassan
et al., 2004).

A luz dos nossos resultados, a destruicdo observada na glandula parétida ocorre por trés
vias que procuraremos analisar: i) a lesdo do parénquima glandular e das células
secretoras; ii) a proliferagdo desordenada do tecido conjuntivo; iii) o compromisso

vascular.

i) No que diz respeito as lesdes observadas no parénquima, a que mais precocemente se
observa, e talvez a mais 6bvia numa fase inicial, € a degenerescéncia vacuolar. A
vacuolizagao do parénquima é referida frequentemente na literatura, e por norma tida
como um sinal de atrofia glandular (Hall et al., 1964; Sreebny et al., 1971, Hand et al.,
1981), sendo observada nos regimes de dieta liquida (Coelho Leal et al., 2003), na
degenerescéncia etandlica (Maier et al., 1990; Banderas et al., 1992; Carda et al., 2004),
na irradiacdo com Rx (Coppes et al., 2001; Gazda et al., 1992) ou até no envelhecimento
normal (Faustino et al., 2003).

Em animais mantidos em regime de dieta liquida esta descrita vacuolizacao intensa do
parénquima, sugerindo que alimentos que ndo requerem esforco mastigatorio
consideravel, podem reduzir o fluxo e alterar a composicao salivar através de um reflexo
local (Coelho Leal et al., 2003). Ha também referéncias a relacao entre stress emocional
e aumento da quantidade de liquidos na dieta de ratos de laboratério (Suckow et al.,
2006). Existem muitos factores que podem causar stress em animais de laboratério: do
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acasalamento a idade e até ao simples facto de estarem num espago restricto (Barrett et
al., 1963). Sendo também conhecida a relagao entre ruido de alta intensidade e stress
(Pawfaczyk-Luszczynska et al, 2003), ndao podemos deixar de equacionar a
possibillidade de que o RBF possa causar aumento da ingestao de liquidos na dieta, por
stress, ainda que nenhum estudo, por nds conhecido, tenha associado o stress
emocional a um dos outros resultados no nosso estudo: a existéncia fibrose na auséncia
de sinais inflamatérios. Ainda assim, e apesar de ndo esperarmos que 0S mecanismos
neuro-endocrinos sejam, por si sO, responsaveis pelo aparecimento das lesdes
encontradas, pensamos a luz do que se conhece da relacdo RBF - stress, que estes
podem ter um papel ndo negligenciavel na génese de algumas das alteragdes
encontradas, por exemplo, na vacuolizagdo. Esse efeito sera, no entanto, limitado pois
lesdes semelhantes foram identificadas por Grande et al. (1999) e por Castelo Branco et
al. (2003a), no parénquima pulmonar e no epitélio respiratério, respectivamente, nao
tendo essas alteracdes sido relacionadas, de nenhum modo, com acg¢des neuro-
enddcrinas, pelos respectivos autores, antes foram atribuidas a accao directa do RBF
sobre essas estruturas. Também Nakamura et al. (1992) puderam verificar que o
bloqueio farmacolégico dos mediadores neuro-endécrinos do stress, em ratos sujeitos a
imersdes forcadas, ndo eliminava o aparecimento de Ulceras em estdbmagos de ratos

expostos a vibragao.

Varios estudos distinguem claramente o stress por exposicdo a um estimulo agudo ou
crénico em animais de laboratério. Se no caso de um estimulo aplicado de modo agudo
da lugar a inumeras alteracoes fisiolégicas, com uma dramatica alteracdo do eixo
hipotalamo-hipofise-suprarenal (Jones et al., 1988), no caso da exposicdo crénica e
continua, o agente de stress evoca, com o tempo uma resposta neuro-hormonal cada vez
mais discreta (Pitman et al., 1988). A exposicdo continua ao agente de stress, em
animais de laboratério, pode conduzir a fendmenos de adaptagao e habituagao (Jones et
al., 1988; Pitman et al., 1988). Kant et al. (1987) referem que animais expostos, de modo
continuo, a choques eléctricos nos pés mantém os comportamentos de fuga, de
alimentagao, aumentam de peso e acasalam. O nosso protocolo experimental expds os
animais a RBF de modo continuo. Pomos assim a hipotese que o RBF possa ter tido uma
accao como agente de stress mas limitada a um periodo inicial. Kui-Cheng et al. (2007)
estudaram a resposta da fungdo imune e do status oxidativo induzido por stress sonoro
em ratos, de modo agudo e crénico. Os autores puderam comprovar alteragdes
linfoproliferativas nos animais expostos de modo agudo e diminuicdo das células
esplénicas CD4+ e da IgG sérica, nos animais expostos ao ruido de modo crénico. Estes
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estudos contrastam com os de Castro et al. (1999) e de Aguas et al. (1999a) em que se
verifica um aumento dos linfécitos CD8+ e CD4+ e aceleragdo da expressao de doencgas
autoimunes em individuos e animais expostos cronicamente ao RBF. Estes resultados,
conjuntamente com o0s nossos, permitem-nos atribuir responsabilidade ao RBF pelo
aparecimento de lesdes nos corpos biolégicos, e ndo sé ao stress ou outros mecanismos
neuro-endocrinos, quando estes estdo expostos de modo crénico. A acrescentar a estes
dados, e partindo do principio que o stress podera contribuir para a vacuolizacdo do
parénquima - e apesar de derivar de uma observagao subjectiva, portanto de nédo estar
quantificado - constatdmos o facto de nos nossos resultados termos registado um
aparente aumento da quantidade de vacuolos, no parénquima glandular, com o tempo de
exposi¢ao ao RBF, o que ndo seria de esperar se o Unico agente nocivo fosse o stress.

Nos regimes de dieta liquida, a semelhanca do nosso estudo, a coloracdo para PAS, é
negativa (Coelho Leal et al., 2003), demonstrando que os vacuUolos ndo continham
glicoproteinas e que esse mesmo contelddo, provavelmente agua ou lipidos,
desapareceria com o processamento. Hand ef al. (1981) referiram como habitual em
glandulas atréficas a presenca de lipidos nas células acinares. Apesar de nao termos
efectuado coloracbes especificas para a deteccdo de lipidos, e ndo termos podido
verificar se esse seria 0 contelido os vacuolos encontrados no parénquima a nivel da
microscopia éptica, pudémos identificar ultraestruturalmente a presenga de inclusdes
lipidicas no citoplasma das células secretoras.

Esta e outras alteragbes ultraestruturais sdo semelhantes as que ocorrem na
degenerescéncia etandlica. A presenca de corpos lisossomicos heterogéneos, de nucleos
de contorno irregular € com varios graus de cromasia, ou a presenca de inclusdes
lipidicas em regibes distintas do citoplasma, nao visiveis no grupo de controlo, sugerem
de algum modo um processo de caracter degenerativo, a semelhanca do que acontece
na sialose parotidea alcoodlica (Banderas et al., 1992; Carda et al., 2004), ainda que na
parétida do doente cirrético se observe, a nivel histolégico, uma boa organizacio e
conservacgao da estrutura glandular (Carda et al., 2004), o que nao acontece nas nossas
observacoes. A justificacdo para esta diferenga podera advir do facto de no caso da
degenerescéncia etanolica, estarmos perante um estimulo fundamentalmente quimico, e
na exposi¢cao ao RBF estamos um estimulo de caracter fisico o responsavel pelas lesdes
encontradas. Por outro lado, ndo podemos deixar de considerar, para justificar algumas
semelhancas nos dois processos, a possivel accao sistémica dos mesmos, por exemplo,
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relacionada com as fungdes endocrina e nervosa ou, no limite, a tradugao bioquimica que
0s agentes fisicos terdo, sob ponto de vista ultraestrutural, nas células.

Outra situacao onde é frequente ocorrer degenerescéncia gorda, e ha muito conhecida,
esta associada a senescéncia glandular (Andrew, 1949). Ultraestruturalmente, foram
descritas no citoplasma das células acinares de ratos idosos, inclusdes lipidicas e
estruturas contendo lipidos, os granulos de lipofuscina. As primeiras sdo encontradas, por
vezes, sob a forma de grandes gotas lipidicas, que ocupam grande parte do citoplasma,
em ratos considerados idosos, com 36 meses (Kim, 1984; Faustino et al., 2003),
ocorrendo também nas glandula parétidas de animais expostos a RBF. Os granulos de
lipofuscina sdo estruturas com membrana, consistindo de lipidos, resultantes de uma
digestao lisossémica, de materiais granulares electrodensos e de uma matriz de suporte
(Kim, 1984). Estes granulos poderao estar associados a presenca de fosfatase acida,
relacionada com as estruturas lisossomais, e poderdo eles mesmos corresponder a
estruturas lisossomais ou representar residuos devidos a essa digestdo lisossomal
(Brunk et al., 1972; Skepper et al., 1987). Estes pigmentos estdo ainda associados a
lesdes por radicais livres e peroxidagao lipidica — natural no envelhecimento — sendo
mais frequentes em tecidos com baixo indice de renovacéo celular, como o cerebral.
Havendo maior susceptibilidade a oxidagdo celular, parece-nos que, na sequéncia de
uma possivel intervencao farmacolégica ja referida por outros autores (Alves Pereira et
al., 2007), contra os efeitos do RBF, pode vir a ser interessante, investigar a possibilidade
de mecanismos, ou moléculas, anti-oxidantes conferirem alguma proteccao aos tecidos
expostos a baixas frequéncias. Freitas et al. (2004) determinaram a reducao da presenca
deste pigmento — lipofuscina — em cérebros de ratos submetidos a alcoolismo crénico
apés tratamento com agentes antioxidantes. Em todo o caso, a presenca destas
estruturas, associadas a processos de senescéncia celular, nas nossas observacgoes,
sugerem, mais uma vez, podermos estar perante um processo de caracter degenerativo

na glandula parétida provocado pela accao do RBF.

Existem, nas alteragdes relacionadas com a idade, outras altera¢des a nivel dos varios
elementos estruturais das glandulas salivares (Kim, 1984) que sado comparaveis as que
acontecem nas glandulas parétidas expostas ao RBF. Estdo descritas, também, no
envelhecimento glandular, oncocitose acinar, poliploidismo e hipercromatismo nuclear
(Faustino et al., 2003). Os oncécitos sdo células com marcada acidofilia citoplasmatica,
que estao presentes nos acinos e nos ductos excretores. Estas células tém a sua origem
num processo de transformacao sequencial de células epiteliais normais (Tandler, 1966),
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cujas alteragdes mitocondriais sdo profundas. Loreti et al., (2002) propdem que estas
células possam ser bioquimicamente deficientes. Nos nossos resultados pudémos
observar presencga de corpos aciddéfilos, relacionaveis com a transformagdo oncocitica e
morte celular, que pode corresponder a fenédmenos de apoptose. A apoptose de células
epiteliais da traqueia ja foi descrita anteriormente e associada ao RBF em doentes
referidos com o diagnéstico de doenga vibroacustica (Reis Ferreira et al., 2006). Também
da Fonseca et al. (2006a; 2006b) descreveram, picnose, uma alteracdo indicativa de
apoptose, na mucosa do estdbmago e do duodeno, de ratos Wistar, na sequéncia da
exposicao a RBF.

Na irradiagdo da glandula parétida com Rx ocorrem descricdes de morte celular por
apoptose (Gazda et al., 1992, Stephens et al., 1991). As lesdes na glandula parétida
resultantes de irradiacdo, incluindo as Ultimas que sao referidas, ocorrem sobre trés
linhagens de células, que ndo estdo completamente estabelecidas. Serdo as células com
“alguma” capacidade de divisdo, primarias, as células de fim de estégio, secundarias
(Dardick, 1998), e as derivadas de divisdo das células dos ductos intercalares, terciarias
(Denny et al., 1997). O interesse de podermos vir a estudar ou determinar os efeitos do
RBF sobre cada uma destas linhagens celulares reside na possibilidade de, tendo
capacidades secretérias diversas (Dardick, 1998) podermos compreender melhor o
fendmeno de lesdo e de, na sequéncia do que ja referimos anteriormente, podermos vir a
actuar farmacologicamente em diferentes fases do processo de lesdo. Num estudo
realizado por Coppes et al. (2001) com irradiagao por Rx de glandulas paroétidas de ratos,
conseguiram determinar algum grau de proteccao celular por estimulacdo combinada de
receptores muscarinicos de acetilcolina com metacolina e dos a-adrenoreceptores com
fenilepinefrina. Apesar de os autores reconhecerem nao poder aplicar as concentracoes
necessarias para uso clinico, foi possivel compreender que algumas das alteracoes
ocorridas nas células eram devidas a lesdo nas vias de sinalizagao celular mediadas por

estes receptores.

A aplicacdo destes conhecimentos ao nosso estudo, ao leque de alteragbes celulares
descritas e encontradas nas nossas observacdes, remete-nos para a tentativa de
compreender o mecanismo de lesdo ultraestrutural dos tecidos biolégicos pelo RBF,
nomeadamente na estrutura membranar da célula, altamente organizada, e do seu

aparelho genético.

As células possuem uma organizacao morfo-funcional fortemente desenvolvida que tem
um papel vital na actividade metabélica normal e também na doenca (Ingber, 2003b).
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Este aparelho celular forma um sistema de transdugdo quimico-mecanico capaz de
interpretar forgas externas e de interferir nas vias de actividade intracelular (/ngber, 2004,
Wang et al., 1993). O citoesqueleto tem a este nivel, um importante papel, e forcas
geradas no citoesqueleto estao envolvidas no transporte citoplasmatico de organelos (por
exemplo mitocdndrias) ou na movimentagdo de cromossomas durante a mitose (/ngber,
2003b). O citoesqueleto forma uma rede, que se encontra ancorada a matriz extracelular
através de proteinas transmembranares, as integrinas (/Ingber, 2003a). Verificou-se que
forcas mecanicas aplicadas directamente ao nivel destes complexos transmembranares
alteram as células sob ponto de vista bioquimico, alteram a expressdo de genes — e 0
padrdo de proteinas sintetizadas (Lafrenie et al., 1998) — de uma maneira proporcional a
essas forgcas (Ingber, 2004, Ingber, 2003a; Wang et al., 1993). Relativamente aos efeitos
genotoxicos do ruido e da vibracdo, que sdo estimulos de caracter mecanico, estao
documentados em trabalhadores e também em modelo animal (Silva, 2002; 1999a;
1999b). Este processo de sinalizagdo transmembranar pode ainda mediar a organizacao
de estruturas do citoesqueleto (Lafrenie et al., 1998), que possui, entre outros
constituintes, fibras de actina e tubulina (Small et al., 1999). Existe evidéncia de que
estruturas contendo nucleos de actina, as microvilosidades, ao nivel dos microfilamentos
e contendo tubulina, os cilios, ao nivel dos microtubulos, sdo especialmente lesadas pelo
RBF — acg¢édo do RBF sobre microvilosidades: Sousa Pereira et al., 1999; Castelo Branco
et al 2003a, 2004a; da Fonseca et al., 2006a, 2006b; accao do RBF ac¢do do RBF sobre
cilios: Sousa Pereira et al., 1999; Grande et al., 1999.

Assim, propomos que, directamente, ou através da matriz extracelular, possa existir uma
accao negativa do RBF sobre as células, possivelmente através das vias de sinalizagéo
intracelular (a semelhanga do que se propde para o estudo com agentes antioxidantes,
também a estimulacao de estruturas de membrana, como receptores, podera vir a ser
estudada). A hip6tese de poder haver leséo nas vias de sinalizagao intracelular, causada
por fendbmenos mecanicos aplicados a matriz, remete-nos para o segundo ponto que nos
propusémos analisar ao nivel dos resultados: os efeitos sobre a matriz extracelular e a
proliferacdo desordenada do tecido conjuntivo.

i) A proliferacdo anormal de tecido conjuntivo tem sido apontada como uma das
principais consequéncias do RBF sobre os tecidos biol6gicos (Alves Pereira et al., 2007,
2004; Castelo Branco et al., 2004a).

Como esperado, encontramos proliferacdo de tecido conjuntivo no estroma da glandula

parétida. Este aumento é generalizado, ocorrendo no tecido conjuntivo perilobular, nos
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septos interlobulares e no tecido conjuntivo perivasculo-ductal (TCPVD). Através da
analise morfométrica, pudémos comprovar, que a média das areas de TCPVD avaliadas
cresce linearmente e de forma significativa (p<0,001) com o tempo de exposicédo ao RBF,
com excepgao do intervalo correspondente aos grupos g2 e g3, entre a 32 e a 52
semanas de exposi¢do. Este fenomeno proliferativo é do tipo fibrético. Assim, revela-se
essencial entender este processo para compreender as lesées provocadas pelo RBF no
estroma da glandula parétida.

Os processos fibroticos sao fendmenos complexos que se caracterizam por uma
deposi¢do anormal e abundante de componentes da matriz extracelular (Verrecchia et al.,
2004). Possuem um caracter multifactorial e resultam de uma activagao de longo-prazo
dos fibroblastos nos érgaos afectados (Verrecchia et al., 2002) em resposta a estimulos
cronicos ou inflamatérios (Samuel, 2005), ocorrendo também na senescéncia, na
sequéncia de isquémia tecidular ou em alteragdes neuro-endécrinas (Swynghedauw,
1999). A disfuncdo organica é uma consequéncia frequente, por vezes incapacitante, e
esta extensamente descrita na literatura (Tian et al., 2003).

Os processos fisiopatologicos subjacentes, nos varios 6rgaos, parecem ser semelhantes,
o que tem importantes implicacées para compreender globalmente o fenémeno (Samuel,
2005). Do esquema da Fig. 78, adaptado de Samuel (2005), vemos que a inflamacao tem
um importante papel na génese das lesdes.
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Fig. 78 - Adaptado de Samuel CS. Relaxin: antifibrotic properties and effects

in models of disease. Clin Med Res. 2005 Nov;3(4):241-9.
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No caso da proliferagao fibrética, atribuida ao RBF, as descricées encontradas tém como
denominador comum a auséncia de sinais inflamatérios (Alves Pereira et al., 2007).
Também no estudo da glandula parétida exposta ao RBF nao indentificamos células do
processo inflamatério. Ja na literatura com descricbes de fibrose da glandula parétida,
com origem noutros estimulos que ndo o RBF, é constante a presenca de sinais
inflamatorios associados. Seja na irradiacao pés-operatéria com Rx (Coppes et al., 2001),
em areas submetidas a cirurgia (Som et al., 1989) ou na sequéncia de trauma local
(Mukunyadzi et al., 2000), associado ao consumo de alcool (Banderas et al., 1992) ou
relacionado com farmacos (Mourouzis et al., 2003), em patologias quisticas
esclerosantes (Imamura et al., 2004), em doengas autoimunes como a Sindrome de
Sjégren (Takashima et al., 1991) ou em doencas tumorais (Minami et al., 1993), esta

associado um processo inflamatorio.

O contraste entre a quantidade de situagdes acima referidas e as lesdes provocadas pelo
RBF, semelhantes nas consequéncias, sob o ponto de vista anatémico, mas tao grande
diferenca fisiopatolégica, num dos mecanismos de lesao, ajuda a perceber o porqué de
nao ser uma tarefa simples explicar o fendbmeno de fibrose relacionado com o RBF. A
auséncia de sinais inflamatorios torna a situacao atipica sob o ponto de vista de conceitos
médicos convencionais (Alves-Pereira et al., 2007). Ainda assim, existem na literatura
descrigbes clinicas de processos fibroticos na auséncia de sinais inflamatérios. A fibrose
pulmonar idiopatica € um exemplo em que ha proliferacao fibroblastica e remodelacao da
matriz extracelular que conduz a uma distor¢édo irreversivel da arquitectura do pulmao
(Selman et al., 2001).

Por comparagdo com o diagrama que apresentamos anteriormente, levantam-se, a nosso
ver, os seguintes desafios na compreensao das vias de lesdo pelo RBF no estroma da
glandula parétida (Fig. 79): qual ou quais os estimulos que activam a producao de matriz
extracelular?; como se processa o balango producdo/degradacdao de componentes da
matriz que conduz a fibrose?; qual o papel, se houver algum, de factores de crescimento
e citoquinas que é sabido regularem a sintese de componentes da matriz extracelular a
nivel transcricional? (Verrecchia et al., 2007; Ghosh, 2002).
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Fig. 79 — Diagrama representativo das questdes levantadas nas vias de

lesao relacionadas com o fenémeno de fibrose associado ao RBF.

Tentaremos, tanto quanto é razoavel esperar do nosso trabalho, responder a algumas
das questdes levantadas pelo diagrama da Fig. 79.

A acumulacgéao de tecido fibrético é o resultado do balango entre o aumento da producgao e
deposicao, e ndo degradacao dos componentes da matriz extracelular (Verrecchia et al.,
2007). A matriz extracelular € composta por proteinas fibrosas, como colagénios ou
elastina; por proteoglicanos, como a decorina e a fibromodulina; por moléculas
relacionadas com adesdo, como a fibronectina e laminina; e diferentes tipos de
metaloproteinases (Ghosh, 2002). Os colagénios sdo, dos componentes da matriz
extracelular, os que aparecem em maior proporcao nos processos fibréticos (Verrecchia
et al., 2007).

As moléculas de colagénio sdo constituidas por trés cadeias polipeptidicas, as cadeias
alfa (a), e formam uma familia de proteinas que se estende a todo o organismo (van der
Rest et al., 1991). Possuem fungdes variadas e estdo envolvidas em varios processos
que vao desde o suporte dos tecidos, a adesao celular, a angiogénese, a morfogénese
tecidular, a oncogénese, a migracao celular ou a reparagao tecidular. Até a data foram
identificados 28 tipos de colagénio (Kadler et al., 2007), contudo os tipos I, II, lll, V e X
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(colagénios fibrilhares), constituem 90% dos colagénios do organismo (Rhodes et al.,
2007).

O colagénio tipo | € o maior componente da matriz extracelular, sendo composto por duas
cadeias al(l) e por uma a2(l) que sao o produto de dois genes 0 COL1A1 e o COL1A2
(Verrecchia et al., 2007). O colagénio IV é o maior componente das membranas basais
sendo composto por duas cadeias al1(lV) e por uma a2(1V), produtos dos genes COL4A1
e o COL4A2. As membranas basais sao estruturas especializadas do tecido conjuntivo
que subjazem os epitélios e os endotélios possuindo inUmeras atribuicbes estruturais e
funcionais (Kadler et al., 2007). A localizagéo celular dos genes da matriz extracelular na
glandula parétida identificou o gene COL1A1 (colagénio I) no estroma que rodeia as
células, e o gene COL4A1 (colagénio IV) na membrana basal das células acinares e das
células ductais (Lazowski et al., 1994). Na glandula, a expressao temporal dos genes dos
colagénios | e IV vai diminuindo do nascimento até a idade adulta apesar de se manterem
nas mesmas localizagbes. As grandes quantidades iniciais destes colagénios
correspondem as alteragbes morfologicas e proliferativas que ocorrem nas células
durante o seu desenvolvimento (Lazowski et al., 1994). Depois de transcritas e
processadas, as moléculas de colagénio agregam-se para formar colagénios maiores.
Um evento anormal em qualquer passo da producao dos colagénios pode resultar num
aumento da sintese, que por seu lado causa fibrose tecidular (Verrecchia et al., 2007). O
colagénio V, fibrilhar, € um componente menor, quando comparado com o colagénio |,
das matrizes extracelulares. A isoforma mais abundante é a a1(V).a2(V) que deriva dos
genes COL5A1 e COL5A2 (Wenstrup et al., 2004a). Por norma, a um aumento do
colagénio | corresponde um aumento do colagénio V, que parece ter um papel central na
incorporagdo das moléculas de colagénio | em fibrilhas de colagénio (Wenstrup et al.,
2004a). Alias, a sua auséncia ou deficiéncia leva a deficiente formagao de colagénio |
como acontece na sindrome de Ehlers-Danlos, tipo classico (Wenstrup et al., 2004b). No
nosso estudo ha aumento destes dois tipos de colagénio, com a exposigdo ao RBF,
mantendo as suas localizacdes relativas do grupo de controlo para o g5, 13 semanas de
RBF.

A produgao de colagénios pode ter trés origens: os fibroblastos ou as células fibroblasto-
like, a transigdo epitélio-mesénquima, ou recrutamento de fibrécitos da medula éssea
(Kisseleva et al., 2008). Nas glandulas exécrinas e também na glandula parétida existem
duas populacdes de colagénios fibrilhares, associadas a fibroblastos e ao epitélio. Na
glandula parétida ndo existe diferenca significativa na espessura dos dois tipos de
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colagénio, sendo que se encontram separados por um delgado agregado de fibras
elasticas compostas por elastina e microfibrilhas (Hosoyamada et al., 2003). Segundo
estes autores, a localizagao das fibras colagénias na laminae densae da membrana basal
indica que as células epiteliais sintetizam e segregam fibrilhas de colagénio
(Hosoyamada et al., 2003), a semelhanga do que acontece na tunica fibrosa do figado -
folheto de Glisson - (Hosoyamada et al., 2000), ou na capsula glomerular - de Bowman -
(Mbassa et al., 1988). A producao de fibras formadoras de colagénios fibrilhares tipo I, IlI
e V, foi alias detectada em varios tipos de epitélios em modelos experimentais de fibrose
(Hosoyamada et al., 2003). O TCPVD na glandula parétida contém ambas as populacoes
de colagénio fibrilhares, associado a fibroblastos e ao epitélio de ductos excretores e de
vasos sanguineos (Hosoyamada et al., 2003).

No nosso estudo verificamos um aumento progressivo e significativo de colagénio | do
grupo de controlo para o grupo exposto ao RBF por 13 semanas. Idéntico comportamento
foi verificado no colagénio V. O aumento no colagénio | verifica-se no tecido conjuntivo
perilobular, interlobular e no TCPVD. Sendo o colagénio | 0 maior componente da matriz
extracelular (Verrecchia et al., 2007) e estando a proliferagdo da matriz extracelular
associada a exposicdo cronica ao RBF podemos afirmar que este resultado era
esperado, se partirmos do principio que nao ha alteragdes estruturais no colagénio e na

imunomarcacao.

Também a irradiacdo com Rx leva a fibrose e a perda de fungdo. Em glandulas salivares
irradiadas comprovou-se imunoreacgao para colagénio I, na area dos ductos excretores,
e nos septos interlobulares (Friedrich et al., 2003), num padrdo de distribuicdo
semelhante ao encontrado por nés na glandula exposta ao RBF. Esta acumulacdo de
proteinas — colagénio | — pode estar relacionada com apoptose e ainda condicionar um
ambiente hipéxico que dé origem a transformagdo celular (Friedrich et al., 2002). Na
glandula parétida ha, como ja vimos, um importante aumento de colagénio |, dai que
pomos a hipétese que algumas das alteragdes celulares que encontramos no parénquima
glandular possam estar relacionadas com a fibrose de modo semelhante ao descrito para
a irradiacao.

Em patologias como a esclerodermia ou na osteogénese imperfecta, o nivel elevado de
colagénio tipo | tem como causa primaria 0 aumento da taxa de transcrigdo das
moléculas de colagénio, que é regulada por inumeros mecanismos, nomeadamente
factores de crescimento e citoquinas (Verrecchia et al., 2007; Ghosh, 2002). O
transforming growth factor-3 (TGF-B), de origem plaquetaria mas também mesenquimal
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ou epitelial (Verrecchia et al., 2002), esta relacionado com a producao fibroblastica de
connective tissue growth factor (CTGF) que promove a acumulagao de matriz extracelular
(colagénio I) (Chaqgour et al., 2006), principal marca das doencas fibréticas (Ghosh,
2002). Também na fibrose pulmonar idiopatica, processo ainda nao totalmente
compreendido, se cré que a proliferacao fibrética esta relacionada com a proliferacao
fibroblastica/miofibroblastica, diminuicdo da apoptose miofibroblastica e aumento da
actividade e da resposta a citoquinas fibrogénicas como TGF-B, platelet derived growth
factor — PDGF, insulin growth factor — IGF ou tumor necrosis factor-a — TNF-a (Selman et
al., 2001).

No processo fibrético intestinal, associado a irradiagcdo, a expressdo de CTGF esta
aumentada (Vozenin-Brotons et al., 2003) e no isolamento in vitro de células musculares
intestinais também expostas a irradiacdo, Bourgier et al. (2005) comprovaram uma
concentragdo constitutiva de CTGF elevada e uma capacidade secretéria de colagénio
aumentada. Os mesmos autores puderam verificar que a via Rho/Rho kinase esta
relacionada com a activagdo da CTGF, e que o seu bloqueio diminuia a diferenciagéo
fibrogénica (Bourgier et al., 2005).

A este propésito, os importantes progressos na area de engenharia tecidular podem
ajudar a compreender os mecanismos de lesao atribuidos ao RBF, e formas possiveis de
diminuir os seus efeitos, na medida em que o stress mecénico tem sido estudado como
estimulo para a diferenciacado celular e para a estimulagdo de células produtoras de
componentes da matriz extracelular, nomeadamente colagénio (Altman et al., 2001). As
matrizes tridimensonais de colagénio | sdo, neste campo, um modelo comum para
investigar a influéncia do stress mecéanico sobre os fibroblastos (Grinnell, 2003). As
experiéncias in vitro com stress mecanico ajudam a perceber como é que, por exemplo,
forcas que sdo impostas exteriormente a célula levam a alteragdes na sua expressao

genética (Chaqour et al., 2006).

Nao tendo, no nosso trabalho, a pretensao de justificar a regulacdo da hiper-expresséo
genética de moléculas como os colagénios, nao podemos deixar de focar um ponto que
nos despertou curiosidade e que diz respeito as referéncias encontradas a propdsito do
estudo da activacdo destes genes, nomeadamente através de factores de crescimento,
em patologias relacionadas com stress mecanico, que resultam de um aumento de forgas
externas aplicadas aos tecidos, e que se traduzem em alteragbes mecanicas no
citoesqueleto de actina das células. Estas forcas estdo significativamente aumentadas

em situagoes tdo diversas como a hipertensdo, a obstrugdo organica ou a sobrecarga
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hemodinamica (Chagqour et al., 2006). Nestas patologias os componentes celulares dos
orgaos, particularmente fibroblastos, células endoteliais e células musculares lisas ficam
submetidas a um input mecanico que vai além do que seria aceitavel em condigdes
normais (Hill et al., 2006). A transferéncia deste tipo de forgcas as células causa, em
6rgaos como 0s vasos, uma producdo de factores de crescimento, citoquinas ou
hormonas que levam ao aparecimento de respostas hipertroficas, hiperproliferativas ou
fibroticas (Hill et al., 2006).

De algum modo, o impacto mecanico causado pelo RBF ou pela vibragao directa poderao
ter pontos comuns, sob ponto de vista fisico, com os que acontecem em algumas destas
patologias em que estimulos mecanicos anormais sdo aplicados aos tecidos de forma
ciclica. Consistente com estas consideragbes — que admitimos terem algum caracter
especulativo — é o facto de estudos in vitro demonstrarem que forgcas mecanicas
aplicadas as células resultam em profundas alteragdes histomorfométricas, fenotipicas e
funcionais (Ingber, 2002; Silver et al., 2003; Janmey et al., 2004). Na glandula parétida
exposta ao RBF pudémos comprovar alteragbes morfométricas. Oliveira et al. (2007)
comprovaram a existéncia de alteracbes funcionais, com diminuicdo da saliva total e

ainda alteragdo qualitativa.

Os modelos — in vitro — poderao vir a ser importantes para compreender, por exemplo,
porque € que encontramos uma aparente estabilizacdo do processo de fibrose provocado
pelo RBF do g2 para o g3, ou seja da 32 para a 5% semana de exposicdo. Em
experiéncias realizadas in vitro, em células submetidas a stress mecénico, a expressao
de CTGF decai para valores basais apds o estimulo mecanico se tornar o ambiente de
normalidade em que a célula se encontra. Este facto pode ser indicativo de um
mecanismo adaptativo em que vias sinalizadoras compensatérias sdo activadas para
permitir que a transcricdo genética volte a niveis normais (Abdel et al., 2004).

No mesmo sentido vem a afirmagé@o de Reis Ferreira et al. (2006) que referem que ao
contrario da proliferagdo fibrética em resposta a um estimulo inflamatério, nos tecidos
expostos ao RBF, nomeadamente nas vias aéreas, o fenédmeno, parece corresponder a
um reforgo estrutural com o objectivo de assimilar o stress vibratério anormal. Este
reforco estrutural seria conseguido pela produgdo macica de colagénio (Reis Ferreira et
al., 2006). No pericardio de doentes expostos cronicamente a RBF foi identificado o
desenvolvimento anormal de duas camadas de tecido conjuntivo que dariam ao
pericardio uma maior eficiéncia energética na absorcao de forcas mecanicas externas
(Castelo Branco, 1999a; Alves-Pereira et al., 2007). Na glandula parotida esse reforco
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estrutural seria conseguido a custa do aumento do TCPVD. O TCPVD acompanha as
artérias, as veias e a arvore ductal e pensa-se que possa ter funcbes ao nivel da
estabilizacdo mecénica do tecido glandular (Hosoyamada et al., 2003).

Verrecchia et al. (2007) referem que nos processos de fibrose provocados por estimulos
cronicos, a lesdo tecidular e a tentativa de um processo de regeneragao estdo implicitos.
Assim, na glandula parétida exposta ao RBF poderia haver, da 32 para a 52 semanas de
exposicdo ao RBF, uma resposta de recuperagcdo, no estroma, que tenderia para o
desiquilibrio com a continuagao da aplicagao do estimulo mecanico. Também Kisseleva
et al. (2008) referem que, apesar da fibrogénese ser um mecanismo reparador, tende
para o desiquilibrio, com extensa deposicao de proteinas da matriz e fibrose, com a
cronicidade do estimulo lesivo sobre o tecidos.

Parece-nos importante nesta fase, na continuagdo da linha que vinhamos seguindo, para
interpretar os mecanimos que levam a fibrose encontrada na glandula e provocada pelo
RBF, tentar compreender a transmissdo de forgcas a célula, assunto que ja afloramos
atras, e o conceito de mecanotransducgao, que ja foi associado a doenca vibroacustica e
aos efeitos bioldgicos do RBF como a via pela qual a pressdo sonora lesa as células e os
tecidos (Alves-Pereira et al., 2007).

Um ponto de partida para a interpretacdo deste recente conceito na area da biologia
celular e que podera ter aplicacdo na area dos efeitos biolégicos do RBF é uma
interessante experiéncia de Naruse et al. (2003) que utilizaram ultrasons pulséateis de
baixa intensidade, que sdo uma forma de energia mecanica, para acelerar a reparacao
de fracturas e a distraccdo osteogénica. Os autores atribuem ao estimulo mecénico a
diferenciacao osteoblastica, referindo ainda que diversas forgas fisicas podem ter reflexos
no micro-ambiente de cada célula. Os autores sugerem ainda o envolvimento das
integrinas neste processo, ao nivel das adesdes focais, que ja vimos serem um ponto de
ligacdo entre a matriz e as células (Ingber, 2003a). As integrinas parecem constituir a via
priméria para a transmissao de forcas para dentro da célula e sdo vistas como candidatas
a iniciadoras dos eventos mecano-sensiveis (Huang et al., 2004). Munger et al. (1999)
demonstraram que a bleomicina, um conhecido agente fibrético (Thrall et al., 1979), nao
provocava fibrose pulmonar em ratos deficientes em integrina avp6, apesar de ser
detectada intensa inflamagéo.

A mecanotransducio é o processo que converte estimulos fisicos em sinais bioquimicos
e integra esses sinais nas respostas celulares a nivel molecular (Ingber, 2004). Apesar de
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ndo se saber o suficiente acerca da mecanotransdugado para prever respostas celulares,
podemos presumir que as células em tecidos intactos reajam aos estimulos mecanicos
com respostas moleculares que tém por objectivo proteger a integridade do tecido. A
nivel experimental, as forcas sobre as células podem ser exercidas de inUmeros modos e
todos eles, se de suficiente magnitude, sdo capazes de provocar uma resposta bioldgica
na célula (Huang et al., 2004). Neste campo, a resposta das células endoteliais ao stress
mecanico provocado por fluidos (Malek et al., 1995) é das mais estudadas. Sabe-se do
contributo deste tipo de estimulo mecénico na indugao de proliferagéo celular endotelial
(White et al., 2001), como também se conhece que o nivel critico de forca para iniciar
varias respostas biologicas nas células é de aproximadamente 1 Pascal (Helmke et al.,
2001).

Nao querendo fazer uma comparacao directa entre os mecanismos, que contribuem, por
exemplo, para o processo aterosclerético, ou até para as doencgas relacionadas com a
vibragdo, ou outros, com aqueles que sao provocados pelo RBF de alta intensidade nao
podemos deixar de dar eco a afirmagao de Huang et al. (2004), que nos parece aplicavel
aos efeitos do RBF sobre os tecidos biologicos: apesar da aparente complexidade — do

processo de mecanotransdugdo celular — é provavel que células estimuladas de

diferentes formas possam ser activadas por mecanismos similares a nivel molecular.

Assim, pensamos, em resposta as questdes que colocamos, que podemos propor O
seguinte esquema (Fig. 80) para o aparecimento da fibrose provocada pelo RBF, num
contexto mais amplo, mas que abre portas ao estudo dos mecanismos celulares de lesdo
pelo RBF.
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Fig. 80 — Diagrama proposto para as vias conducentes ao processo fibrético

associado a RBF.

iii) Os vasos sao estruturas muito afectadas pelo RBF (Castelo Branco et al., 1999a),
assim, o interesse de dedicarmos nesta discussdo um capitulo aos vasos, quando os
mesmos fazem parte do estroma, ja discutido anteriormente, reside no facto de
querermos tentar perceber até que ponto existe um compromisso vascular na glandula
que possa contribuir e justificar algumas das lesées encontradas.

No nosso estudo identificamos proliferagao endotelial nos vasos, com espessamento da
parede e esboco de formagdes trombéticas que chegam em alguns casos a ocluir quase
na totalidade o lume do vaso. As lesdes que encontramos sdo semelhantes as descritas
na literatura, e associadas ao RBF, que se caracterizam por espessamento focal da
intima com ruptura da lamina elastica interna e proliferagao celular (Martins dos Santos et
al. 2002; Castelo Branco et al., 2004b). O espessamento vascular descrito parece
abranger o vaso em toda a sua extensao (Martins dos Santos et al., 2005), o que esta de
acordo com facto de o RBF atingir os corpos biologicos por inteiro, e com o facto de o
mesmo ter um importante componente de matriz extracelular. Por este facto ndo nos

surpreendem as lesdes vasculares na glandula paroétida.
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As lesdes vasculares que encontramos sdo semelhantes as descritas por da Fonseca,
que efectuou uma analise quantitativa as artérias da parede gastrica, em animais
expostos ao RBF, podendo comprovar um aumento do racio parede/lume, com
significancia estatistica, ao longo do tempo de exposicdo ao RBF (da Fonseca, 2006c).
Esse aumento resultaria de proliferagdo celular na parede do vaso. Curiosamente os
resultados obtidos por da Fonseca na avaliacdo das artérias, traduzem-se num grafico
que é de algum modo comparavel ao obtido na glandula parétida na avaliacdo do
TCPVD, na medida em que ha um aparente periodo de estabilizagdo no processo de
lesdo. Nos vasos da parede gastrica da 52 para a 92 semana de exposicao ao RBF e no
TCPVD da glandula paroétida da 32 para a 52 semana de exposicao (Grafico 3 e 4).
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Gréfico 3 — adaptado de da Fonseca (2006c). Gréfico 4 — evolugéo do TCPVD na gléndula parétida

Tanto nas artérias como no TCPVD ha um importante componente de matriz extracelular.
A limitacdo da realizagdo de um estudo como 0 nosso, com um intervalo de tempo tao
grande entre a recolha de informagéao, podera justificar, em parte, o facto de um possivel
periodo de estabilizacdo das lesbes aparecer em fases diferentes da exposicao ao RBF.
Por outro lado, ndo deverdo ser estranhas a esta diferenca nos resultados, as
propriedades biol6gicas dos 6rgaos comparados. O facto de um érgao onde se realizou o
estudo ser oco, o estbmago, e o outro poder ser considerado macico, a glandula parétida,
e ainda o facto de um estar localizado na cabeca e o outro no abdémen, podera ser razao
suficiente para justificar a diferenga, em virtude das propriedades fisicas do agente
agressor, o RBF.

127



Ainda assim, nos processos fibréticos a expressdo de componentes da matriz
extracelular, como colagénios, nos diferentes 6rgdos, ndo € necessariamente
concomitante. Tome-se a exemplo o estudo de Teles-Grilo et al. (2005) com inducao de
fibrose pulmonar por bleomicina, um conhecido agente inflamatério, que estabelece
periodos de expressdao temporal diferentes para o aparecimento de dois tipos de
colagénio, o | e o IV. O aparecimento inicial, significativo, do COL4A2, gene que marca a
expressao de colagénio IV, que faz parte da membrana basal e é abundante nos vasos,
precede o de colagénio |, parecendo indicar que o processo angiogénico é fundamental
para a patogénese das doencas inflamatérias no pulmao ( Teles-Grilo et al., 2005).

Na glandula parétida encontramos colagénio IV localizado nas membranas basais de
vasos e colectores. Este colagénio mantém-se estavel na sua expressao com o tempo de

exposicao ao RBF.

Este resultado é, a primeira vista, desconcertante, conhecida que é a associagao do
processo de fibrose a angiogénese (Jackson et al., 1997). No entanto, podera nao ser, se
partirmos do principio que o processo fibrético associado ao RBF nao é, em absoluto,
igual a fibrose associada a um processo inflamatério. O mesmo pressuposto € usado por
Selman et al. (2001) para justificar a surpreendente auséncia de evidéncias de processo
inflamatorio na patogénese da fibrose pulmonar idiopatica.

A luz deste resultado ha dois pontos que nos parece essencial tentar esclarecer: a
proliferagédo tecidular e de colagénio |, que cria condigbes para um ambiente hipdxico,
nao seria s6 por si um estimulo para desenvolvimento de novos vasos?; havendo
referéncias que relacionam o estimulo mecanico com a angiogénese (Suhr et al., 2004)

porgue é que nao aumenta a expressao de colagénio IV na membrana basal?

A angiogénese é um processo muito complexo — ainda mais que a fibrose — que nao
pretendemos justificar com o nosso trabalho. Parece-nos no entanto essencial fazer um
esforco para, pelo menos, tentar compreender o comportamento dos vasos da glandula
parétida exposta ao RBF.

O processo de formacédo de um novo vaso é frequentemente referido como angiogénese
(Simons, 2005). Nos vasos, o revestimento interior, € composto por células endoteliais,
que formam o endotélio, e o exterior esta revestido com uma membrana especializada de
tecido conjuntivo, a membrana basal. O colagénio IV é o componente mais abundante da
membrana basal (Kadler et al., 2007), que também possui na sua constituicdo laminina,
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proteoglicanos e entactinas (Miner et al., 2004). Ambos os revestimentos tém um papel
fundamental em processos relacionados com a angiogénese (Jakobsson et al., 2007).
Este termo — angiogénese — torna-se no entanto insuficiente se quisermos explorar todo o
espectro de acontecimentos que envolvem o desenvolvimento de novos vasos. Os
conceitos actuais dizem-nos que a neovascularizacao pode resultar de varios processos
incluindo a angiogénese, a arteriogénese e a vasculogénese (Simons, 2005). O termo
angiogénese € referido, essencialmente para descrever o desenvolvimento de novos
capilares a partir de vénulas p6s-capilares, e em adultos é estimulado fundamentalmente
pela hipoxia tecidular por activacdo da expressdo do hypoxia-inducible factor — HIF
(Carmeliet, 2003). Em contraste, o termo arteriogénese refere-se ao processo de
maturacao (remodelacdo ou alargamento de canais vasculares pré-existentes) de canais
laterais (Gimbrone et al., 1999). J4 o termo vasculogénese corresponde ao processo de
formagéo in situ de vasos sanguineos a partir de células-mae endoteliais e de células-
mé&e vasculares (Rhodes et al., 2007).

De todos estes processos, aquele que pensamos ser mais provavel acontecer nos vasos
da glandula parotida exposta ao RBF é a arteriogénese. Utilizamos como suporte para
esta suposicao os varios exemplos, que documentamos, de lesdes do tipo tromboético que
protruem para o interior do vaso quase que obstruindo por completo o seu lume e a

auséncia de aumento de colagénio tipo IV.

O colagénio IV é essencial para a manutencdo da integridade estrutural da matriz
extracelular ao nivel das membranas basais, mas nao é critico para o desenvolvimento
dessas matrizes (Pdschl et al., 2004). As lamininas parecem, a esse nivel, ter um papel
preponderante (Smyth et al., 1999). Em modelo embrionario — onde a expressao de
colagénio IV se faz na auséncia de processo inflamatério — a deficiéncia de colagénio IV
nao afecta o desenvolvimento do sistema vascular, apesar de causar uma organizagao
capilar aberrante (Pdschl et al., 2004). Assim, pensamos, que a reorganizagao vascular
associada ao RBF na glandula parétida possa acontecer com manutencao do nivel inicial
de colagénio IV. O nosso resultado ndo é neste ponto coincidente com o de da Fonseca
que, com um protocolo semelhante, obteve aumento desse mesmo colagénio associado
aos vasos no duodeno. O facto de o tubo digestivo ser mais exposto a agressdes
exteriores e de o autor ter constatado a presencga de um ligeiro infiltrado inflamatério (da
Fonseca et al., 2006a) podera justificar esta diferenca, sabendo-se da potente
capacidade de inducdo que estimulos inflamatérios tém na angiogénese e
consequentemente sobre a expressao do colagénio IV (Jackson et al., 1997).
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No estudo macroscopico vascular pudémos encontrar imagens que acreditamos
corresponderem a vascularizacdo compensatoria, através da recanalizacdo de vasos pré-
existentes, que se desenvolveriam a juzante da lesdo de tipo oclusivo. A evidéncia sobre
os estimulos que conduzem a recanalizacdo de vasos pré-existentes em humanos é
ainda pouco clara e objecto de controvérsia (Simons, 2005). J& em animais, os modelos
demonstram claramente a remodelacdo de vasos pré-existentes em resposta a lesées
oclusivas (Pipp et al., 2004; Simons, 2005). O aumento de stress mecénico, em
consequéncia da redistribuicdo do fluxo sanguineo (Bergmann et al., 2006) é, por si s0,
um estimulo suficiente para o desenvolvimento de circulagao colateral arterial apés uma
leséo oclusiva (Pipp et al., 2004; Helisch et al., 2003).

Os vasos sanguineos sao essenciais para fazer chegar oxigénio e nutrientes aos tecidos
(Jakobsson et al., 2007) e a hipoxia & um forte estimulo para a expressao de factores
com influéncia no crescimento de capilares sanguineos, que tem normalmente origem em
estimulos inflamatérios associados a lesao tecidular focal isquémica (Schaper et al.,
2003). Apesar de termos encontrado, principalmente no grupo mais exposto ao RBF,
lesdes de necrose celular, e de haver uma forte hialinizagdo do conjuntivo, indicativa de
trauma tecidular, ndo encontramos areas de necrose lobular, que pudéssemos atribuir a
enfarte do lébulo, e que criaria condicdes para o desenvolvimento da angiogénese.
Outros dados que nos permitem reforcar esta linha de pensamento sdo: a auséncia de
células do processo inflamatério no parénquima e o facto de a arteriogénese ter uma
capacidade 5 a 10 vezes superior a angiogénese para repor o fluxo saguineo e de ser
efectivamente capaz de compensar uma oclusao vascular, 0 que nao acontece com a

angiogénese (Schaper et al., 2003).

Em todos estes processos ha, no entanto, um facto que ndo conseguimos justificar. Na
literatura que consultdmos ha constantes referéncia ao importante papel que os
mondcitos sanguineos tém na arteriogénese (Bergmann et al., 2006). A activagao
monocitaria conduz, normalmente a acumulagdo de macroéfagos tecidulares. Nao
encontramos estas células nas nossas observagdes apesar de Grande et al. (1999) terem
descrito uma forma semelhante a um macréfago no parénquima do pulmao e Alves-
Pereira et al. (2007) referirem um aumento destas células no pericardio de doentes

expostos ao RBF.

A accdo do RBF sobre a componente vascular da glandula parétida talvez seja dos trés
pontos que nos propusémos analisar — alteragdes do parénquima e celulares, do estroma

e vascular — aquele que nos levantou mais dificuldades. Alias, o estudo de alguns
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conceitos que aqui apresentamos sao recentes — até a data encontramos 118 referéncias
de revisao para arteriogénese e 8040 relativas a angiogénese.

As lesdes celulares no parénquima da glandula parétida exposta ao RBF sao anteriores
as lesdes vasculares. As primeiras tém expressao a partir do primeiro grupo exposto ao
RBF e as segundas sdo mais 6bvias a partir do segundo grupo exposto ao RBF. E-nos
dificil afirmar com convicgao qual o contributo das lesdes vasculares, que observamos no
intersticio da glandula, para as alteragbes encontradas na glandula parétida e atribuidas
ao RBF. Acreditamos que, em virtude de ser um érgao muito vascularizado possa haver
lugar a circulacdo lateral compensatéria, e revascularizagcdo que corresponderia as

imagens que observamos no estudo vascular macroscopico.

Gostariamos ao terminar, de deixar uma nota que respeita a fungao da glandula paroétida.
Oliveira et al. (2007) puderam constatar uma diminui¢gdo significativa da secregcao de
amilase basal em ratos expostos ao RBF, sugerindo que as alteragdes morfoldgicas que
encontramos possuem uma clara correspondéncia funcional. Os mesmos autores
utilizaram ainda a estimulacdo de campo eléctrico para verificar a secregcdo mediada por
nervos na glandula parétida exposta ao RBF. Puderam verificar uma diminuigdo da
secregao por este método, que seria atribuivel a lesdao dos nervos intrinsecos da glandula
ou, em Ultima andlise, as células, o que se verifica no nosso estudo microscépico e
ultraestrutural. Nos dados funcionais obtidos por Oliveira et al. (2007), os autores
puderam ainda verificar, através da imersdo de células num meio rico em acetilcolina
(ACh), um indutor da actividade salivar, que a secrecdo mediada por ACh estava
significativamente diminuida, indicando disfuncdo das células acinares, o que também
esta de acordo com as observagbes e com as consideragdes que efectuamos quanto a
glandula parétida exposta ao RBF.
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CONCLUSOES

O nosso estudo propOs-se observar as alteracées induzidas pelo RBF na glandula
parétida em trés pontos distintos: as lesbes do parénquima glandular e das células
secretoras; a proliferacdo desordenada do tecido conjuntivo; o compromisso vascular.

Pudémos observar, na andlise ultraestrutural, lesdes de caracter degenerativo, que
conduzem a morte celular, em que as células secretoras de saliva estdo profundamente
afectadas na sua estrutura. As lesbes ultraestruturais séo coincidentes com as
observacbes em microscopia Optica, que também permitiu identificar alteragbes de
caracter degenerativo no parénquima e nas células. Estas lesées sdo mais exuberantes
nos grupos mais expostos e parecem aumentar com o tempo de exposicao ao RBF.

Também no estroma encontramos lesdes de caracter fibrético que aumentam com o
tempo de exposigdo ao RBF. Esse aumento é linear e significativo (p<0,001) no TCPVD
parecendo indicar que o tecido conjuntivo neoformado tem origem ndo sé nos fibroblastos
mas também nos epitélios. O estimulo mecanico provocado pelo RBF sera suficiente
para aumentar a produgdo de matrizes extracelulares, por activagdo directa das células
que sintetizam esses componentes ou por activacdo das mesmas na interface matriz-
célula. Estes estimulos mecanicos parecem ser comparaveis a outros que alteram a
actividade das células nos seus mecanismos de regulagéo interna, indicando que para
estimulos de natureza variada as células poderao ter respostas semelhantes.

As lesbes vasculares identificaveis em microscopia Optica parecem ter traducgao
macroscopica, parecendo, também, originar fendmenos de revascularizagdo nos
pequenos vasos que permitem a manutencdo de suprimento sanguineo aos lébulos da
glandula. Este Ultimo ponto podera corresponder a arteriogénese. Ndo pudémos
comprovar até que ponto o compromisso vascular podera contribuir para as lesdes
encontradas, ainda que a exuberancia das alteragbes que descrevemos, de tipo
obstrutivo, permita sup6r de um subsidio significativo da componente vascular para as
alteracdes degenerativas do parénquima e do estroma.
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Outros estudos, relativos a secrecao salivar, exposta ao RBF, comprovaram alteragdes
funcionais na glandula parétida. Assim, as alteragdes morfolégicas descritas tém uma

correspondéncia funcional.

Podemos, com estes dados, e particularmente com o nosso estudo, concluir que a
glandula parétida € um alvo para o RBF e que o RBF provoca alteragdes de caracter
degenerativo na glandula parétida.
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RESUMO

O ruido é um importante problema ambiental para o homem e, por norma, indesejado.

Em Portugal, no final dos anos 70, varios sintomas, despertaram a atencdo de um grupo
de médicos e investigadores das Oficinas Gerais de Material Aeronautico. A realizacao
de numerosos estudos fez crescer a conviccao de que os efeitos extra-auditivos do ruido
poderiam constituir uma parte ndo negligenciavel dos efeitos nocivos dos fenémenos
acusticos. A caracterizagdo dos ambientes sonoros em que estas alteragdes ocorriam
permitiu a percepgao de que os individuos estariam expostos a ruido de baixa frequéncia
(RBF) de alta intensidade. O aprofundamento do estudo das varias alteragbes
encontradas levou a definicdo da doenca vibroacustica como resultado da exposicao
crénica a ambientes acusticos ricos em RBF.

O som e o ruido séo, sob ponto de vista fisico, a mesma entidade, uma onda acustica. O
ruido de baixa frequéncia (RBF) corresponde a um espectro de frequéncias que se
estende até aos 500Hz. O comportamento fisico das baixas frequéncias faz com que
estas frequentemente se associem a vibragdes através de fenédmenos de ressonancia.
No caso das vibragoes originadas por ruido de baixa frequéncia através de fenémenos de
ressonancia a estimulagdo é aplicada sobre toda a superficie corporal (“whole body
exposure”).

A maioria dos equipamentos utilizados para avaliagdo do ruido ambiental incorporam
filtros de ponderagao que procuram imitar a resposta do ouvido humano, de modo a que
o nivel sonoro medido corresponda ao nivel de som ouvido, ou seja com mais
sensibilidade para sons cujas frequéncias se encontrem entre os 1.000Hz e os 4.000Hz.
Um dos filtros mais utilizados nas avaliacbes de ruido é o “A weighting filter’, que
apresenta os resultados em dB (A) ou dBA. Se para o estudo dos efeitos auditivos do
ruido, a avaliagdo com o filiro dBA estd adequada e é aceite pela comunidade cientifica,
para as baixas frequéncias uma medicdo em dBA torna-se, para além de inexacta,
insuficiente. Assim, um estudo aprofundado dos efeitos especificos do RBF, componente
importante do ruido ambiental, sobre o corpo humano justifica uma avaliacdo mais

rigorosa e especifica para o RBF.

Nao existem ambientes puros no que diz respeito a ruido. “Annoyance” — incémodo em
traducao literal — tem sido sistematicamente associado ao ruido ambiental. Apesar de
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limitado sob ponto de vista clinico, este conceito teve importancia vital, na mudancga de
mentalidades relativamente ao ruido ambiental e suas consequéncias no Homem.

Os efeitos clinicos do RBF, no Homem, estdo descritos, desde os anos 50. Sobre o ponto
de vista anatomo-patoldgico talvez seja em Portugal que melhor se conhecem os efeitos
do RBF sobre os tecidos biol6gicos. A fibrose dos tecidos e a proliferagdo das matrizes
extracelulares, bem como as alteracdes dos epitélios na auséncia de processos
inflamatérios, e as alteracdes celulares de tipo degenerativo, sdo os elementos mais
frequentemente descritos.

Este traballho tem por objectivo a caracterizacdo morfolégica dos efeitos do RBF sobre a
glandula parétida nos seguintes pontos: estudo microscépico e ultraestrutural das lesées
resultantes da exposicdo ao RBF na glandula paroétida; caracterizagdo imunohistoquimica
das lesbes microscopicas com o tempo exposicdo ao RBF; avaliagdo de lesdes
vasculares sob ponto de vista macroscopico; avaliagdo morfométrica das lesdes de
fibrose ao longo do tempo de exposicao ao RBF.

Utilizamos 80 ratos albinos (Mus norvegicus albinus), linhagem Wistar, divididos em 6

grupos:

c grupo de controlo, 15 animais, que se mantiveram em condi¢des semelhantes aos restantes mas a
g ia .
parte, em siléncio, para efeitos de controlo;

os restantes grupos de animais estiveram expostos ao RBF continuamente, por periodos

crescentes:

g1 grupo 1, 10 animais, 168h de exposi¢do ao RBF (1 semana RBF);

g2 grupo 2, 10 animais, 504h de exposi¢do ao RBF (3 semanas RBF);

g3 grupo 3, 10 animais, 840h de exposi¢do ao RBF (5 semanas RBF);

g4 | grupo 4, 10 animais, 1512h de exposicdo ao RBF (9 semanas RBF);

g5 grupo 5, 15 animais, 2184h de exposi¢ao ao RBF (13 semanas RBF).

Apos remocgao cirlrgica, uma das parétidas dos animais foi fixada em formol tamponado
a 10%. Efectuamos, coloragées com hematoxilina-eosina (HE), acido peridédico de Schiff
(PAS) e tricromico de Masson. Efectuamos, ainda, em glandulas de animais dos grupos
gC e g5, imunomarcacao para os colagénios |, IV e V. A outra glandula foi fixada em
gluteraldeido e preparada para observacao em microscopia eletrénica de transmissao.
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Procedemos ainda, em alguns animais, a injeccdo com contraste e ap6s remocao das
glandulas paroétidas, que diafanizamos pela técnica de Spalteholz, estudamos a arvore

vascular.

Para o estudo morfométrico procedemos a uma andlise de variancia com um factor
ordinal para averiguar se o tempo de exposicdo ao RBF (horas de exposicdo) teria um
efeito significativo sobre a variavel dependente — area de tecido conjuntivo. Efectuamos,
para esse efeito, medi¢des, para um valor ordinal absoluto, ao perimetro de tecido
conjuntivo perivasculo-ductal (TCPVD), para quantificagao da fibrose. As medicdes foram
efectuadas com um software de andlise de imagem (OPTIMAS).

Pudémos constatar em microscopia 6ptica que o aspecto geral do parénquima glandular,
apresentava, em todas as laminas estudadas, marcadas alteragbes, com distorcdo da
arquitectura e anarquia acinar. VerificAmos sinais de necrose isolada das células e
presenca de alteragbes degenerativas vacuolares generalizadas, de forma e tamanho
irregular. Os vacuolos reagiram negativamente para a coloragdo PAS. Nao encontramos
células inflamatérias no parénquima. Ainda no parénquima, observamos corpos aciddéfilos
de contorno arredondado e imagens de fragmentagédo nuclear, sugestivas de fenébmenos
apoptoticos ou de degeneracao oncocitica e ocasionalmente areas em que o parénquima
esta em grande parte substituido por tecido conjuntivo hialinizado perilobular. No tecido
conjuntivo observa-se intensa fibrose no tecido conjuntivo peri-vasculo-ductal (TCPVD).
O tecido conjuntivo interlobular e principalmente o perilobular também apresenta marcada
fibrose com hialinizagdo. Encontramos alteragdes nos vasos sanguineos que consistem
em espessamento focal das paredes, marcadamente hialino, que, em alguns casos,

invade o lume do vaso com formagdes do tipo trombético.

Em microscopia electronica de transmissdo pudémos observar autofagia iniciada pela
delimitacdo de area de citoplasma por membranas concéntricas € formagédo de corpos
residuais escuros (cheios de pigmento, por vezes com lipofuscina, e com cristaléides);
vacuolizagdo com um incremento progressivo do numero de grandes vesiculas
citoplasmaticas delimitadas por membrana que parece, nos tempos mais precoces,
derivar de dilatacdo focal do reticulo endoplasmico; esteatose, acumulagdo de gotas
lipidicas citoplasmaticas que sao raras nos grupos de controlo.

Na observagdo macroscopica observamos o que podemos supér ser uma interrupgéo do
fluxo de vasos, lesbes de tipo obstrutivo que poderdo corresponder a tradugao

macroscopica das claras lesbes microscopicas que encontramos. Encontramos ainda
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imagens de vasos que pensamos poderem ter reaberto em consequéncia da diminuicao
do fluxo, com obstru¢édo a montante.

Na analise morfométrica pudémos verificar que as areas de TCPVD apresentam uma
variagdo crescente até ao g2, 32 semana, diminuindo ligeiramente no grupo g3, 52
semana, para voltarem a crescer até ao g5, 13 semanas. Verificou-se que o grupo gC, de
controlo, possui diferencas significativas para os outros grupos, portanto o RBF produz
lesbes com efeitos significativos a partir da primeira semana de exposi¢cdo. Pudémos
também verificar diferengas significativas nos grupos expostos ao RBF, com excepgao do
g4, 9 semanas de exposicao ao ruido, que s6 apresenta diferencga significativa para o gC,
grupo de controlo. O g5, 13 semanas de exposicao ao RBF, é o que apresenta mais
diferencas para os outros grupos expostos ao RBF, parecendo indicar uma tendéncia de
maior aumento da area de TCPVD com a maior exposicdo ao RBF. Do grupo g2, 32
semana de exposicdo ao RBF para o grupo g3, 52 semana de exposi¢cao ao RBF, ha uma
estabilizacdo na média das areas de TCPVD (p=1,000). Os resultados demonstram que a
tendéncia global das areas de TCPVD é de aumento, e que a area média de TCPVD
cresce linearmente e de forma significativa com o tempo de exposicdo ao RBF, com
p<0,001.

No nosso estudo, pudémos comprovar um processo destrutivo do parénquima glandular,
acompanhado de fibrose que aumenta linearmente com o tempo de exposicao.
Pensamos, a luz do que se conhece da relacao RBF - stress, que este pode ter um papel
nao negligenciavel na génese de algumas das alteragbes encontradas, p. e., na
vacuolizagdo. O nosso protocolo experimental expbs os animais a RBF de modo
continuo. Pomos assim a hipotese que o RBF possa ter tido uma acgdo como agente de
stress mas limitada a um periodo inicial. Pudémos identificar ultraestruturalmente a
presenca de inclusdes lipidicas no citoplasma das células secretoras. Esta e outras
alteracdes ultraestruturais, como os granulos de lipofuscina que também estdo
associados a processos de senescéncia celular, sugerem podermos estar perante um
processo de caracter degenerativo da glandula parétida provocado pela acgdo do RBF.
As células possuem uma organizacdo morfo-funcional altamente desenvolvida que tem
um papel vital na actividade metabdlica normal e também na doenca. Este aparelho
celular forma um sistema de transducdo quimico-mecanico capaz de interpretar forgas
externas e de interferir nas vias de actividade intracelular. Assim, directamente, ou
através da matriz extracelular, pensamos que possa existir uma acgao negativa do RBF

sobre as células, possivelmente através das vias de sinalizagao intracelular.
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Encontramos proliferagdo de tecido conjuntivo no estroma da glandula parétida. Através
da analise morfométrica, pudémos comprovar, que a média das areas de TCPVD
avaliadas cresce linearmente e de forma significativa (p<0,001) com o tempo de
exposicao ao RBF, com excepc¢ao do intervalo correspondente aos grupos g2 e g3, entre
a 32 e a 5% semanas de exposicdo. Este fenédmeno proliferativo é do tipo fibrético. Os
processos fisiopatoldgicos subjacentes a fibrose , nos varios 6rgaos, parecem ser
semelhantes, o que tem importantes implicacbes para compreender globalmente o
fendmeno. No caso da proliferacgao fibrética, atribuida ao RBF, as descricdes encontradas
tém como denominador comum a auséncia de sinais inflamatérios. Também no estudo da
glandula parétida exposta ao RBF nao indentificamos células do processo inflamatério.
No nosso estudo pudémos verificar um aumento progressivo e significativo de colagénio |
e V do grupo de controlo para os grupos expostos ao RBF. Sendo o colagénio | o maior
componente da matriz extracelular e estando a proliferagdo da matriz extracelular
associada a exposicdo cronica ao RBF podemos afirmar que este resultado era
esperado, se nao houve alteragdo estrutural do colagénio. Na glandula parétida, a
producdo macica de colagénios podera corresponder a um reforgo estrutural com o
objectivo de assimilar o stress vibratério anormal que seria conseguido a custa do
aumento do TCPVD. O TCPVD acompanha as artérias, as veias e a arvore ductal e
pensa-se que possa ter fungdes ao nivel da estabilizacdo mecanica do tecido glandular.
O stress mecanico tem sido estudado como estimulo para a diferenciagédo celular e para
a estimulacdo de células produtoras de componentes da matriz extracelular,
nomeadamente colagénio. De algum modo o impacto mecénico causado pelo RBF ou
pela vibragdo directa poderao ter pontos comuns, sob ponto de vista fisico, com os que
acontecem em algumas destas patologias em que estimulos mecanicos anormais sao
aplicados aos tecidos de forma ciclica. Assim, é provavel que células estimuladas de

diferentes formas possam ser activadas por mecanismos similares a nivel molecular.

Na sequéncia do exposto, podemos apresentar o seguinte esquema como provavel para
o aparecimento da fibrose provocada pelo RBF:
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Pudémos identificar proliferacdo endotelial nos vasos, com espessamento da parede e

esboco de formacdes tromboéticas que chegam em alguns casos a ocluir quase na
totalidade o lume do vaso. As lesbes sdo semelhantes as descritas na literatura, e
associadas ao RBF, que se caracterizam por espessamento focal da intima com ruptura
da lamina eléstica interna e proliferagéo celular. Na glandula encontramos colagénio IV
localizado nas membranas basais de vasos e colectores. Este colagénio mantém-se
estavel na sua expressdao com o tempo de exposicdo ao RBF. Pensamos que pode
ocorrer arteriogénese nos vasos da glandula parétida exposta ao RBF. Utilizamos como
suporte para esta suposicdo os varios exemplos, que documentamos, de lesées do tipo
trombético que protruem para o interior do vaso quase que obstruindo por completo o seu
lume e a auséncia de aumento de colagénio tipo 1V. As lesdes celulares no parénquima
da glandula parotida exposta ao RBF sao anteriores as lesdes vasculares. As primeiras
tém expressao a partir do primeiro grupo exposto ao RBF e as segundas sdo mais ébvias
a partir do segundo grupo exposto ao RBF. E-nos dificil afirmar com convicgdo qual o
contributo das lesdes vasculares, que observamos no intersticio da glandula, para as
alteragcdes encontradas na glandula parétida e atribuidas ao RBF. Acreditamos que, em
virtude de ser um 6rgdo muito vascularizado possa haver lugar a circulagdo lateral
compensatoria, e revascularizacdo que corresponderia as imagens que observamos no

estudo vascular macroscopico.
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ABSTRACT

Noise is an important environmental issue, usually unwanted.

In the late 70s in Portugal, several symptoms in workers of the Oficinas Gerais de Material
Aerondutico drew the attention of doctors and investigators. After a great number of
experiments it was accepted that non auditory effects of noise could not be neglected as
noxious effects of the acoustic phenomena. The characterization of noisy environments in
which these changes occurred allowed them to understand that the workers were
exposed to high intensity low frequency noise (LFN). Further studies led to the definition
of vibroacoustic disease, as the result of chronic exposure to acoustic environments rich
in LFN.

Sound and noise are the same entity — an acoustic wave. Low frequency noise (LFN)
frequencies go up to 500Hz. Low frequencies are frequently associated with vibration. In
the case of LFN and its associated vibration we can speak of “whole body exposure’.

Most of the measuring noise equipments incorporate a weighting filter that reproduces the
human hearing. The measurements correspond to the level of sound heard with higher
sensitivity to frequencies from 1.000Hz to 4.000Hz. The “A weighting filter’ is one of the
most commonly used filters and its results are presented in dB (A) or dBA. In studies
concerning hearing effects of noise an evaluation with the dBA filter is scientifically
accepted. That does not happen in measurements of LFN to which dBA insufficient.
Further studies made on the specific effects of LFN on the human body justify an accurate
a specific evaluation for LFN.

There are no “pure” environments in what concerns noise. “Annoyance” has been
associated to environmental noise. Despite its limited clinical importance this concept was

vital in understanding environmental noise and its consequences.

LFN’s clinical effects have been documented since the 50’s. In pathology terms Portugal
is one of the countries where LFN effects on biological tissues are best known. Some of
the most frequently described lesions are fibrosis, proliferation of extracellular matrix,
epithelial changes in the absence of inflammatory process and degenerative cellular
changes.
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The goal of our work was the morphological characterization of LFN effects on the parotid
gland: microscopic and ultrastructural study of LFN exposure lesions on the parotid gland,
macroscopic vascular lesions evaluation and the morphometric evaluation of fibrosis
lesions related to time of exposure to LFN.

We used 80 Wistar rats (Mus norvegicus albinus) divided into 6 groups:

c Control group, 15 animals, kept in similar conditions as the others but in silence, for control
g purposes

the remaining groups were exposed to LFN continuously and for growing periods:

g1 group 1, 10 animals, 168h of exposition to LFN (1 week LFN);

g2 group 2, 10 animals, 504h of exposition to LFN (3 weeks LFN);

g3 group 3, 10 animals, 840h of exposition to LFN (5 weeks LFN);

g4 | group 4, 10 animals, 1512h of exposition to LFN (9 weeks LFN);

g5 | grupo 5, 15 animals, 2184h of exposition to LFN (13 weeks LFN).

After surgical removal, one of the parotid gland was fixated in formalin. Sections were
stained with hematoxylin-eosin (HE), Periodic acid-Schiff (PAS) and Masson’s trichrome.
In some sections of groups gC and g5 was used an imunomarker for collagen I, IV and V.
The other gland was fixated in glutharaldehyde and prepared for observation with
transmission electron microscope (TEM).

In order to study the vascular tree we injected, in some animals, a contrast medium and

diaphanized by the Spalteholz technic.

To proceed to the morphometric study we analysed the variance with an ordinal factor in
order to evaluate whether the time of exposure (hours of exposure) would have a
significative effect on the dependent variable — connective tissue area. We measured the
perivasculo-ductal connective tissue (PVDCT) to obtain an absolute ordinal value. This
measurements were made with the support of an image analisis software (OPTIMAS).

With optic microscopy we observed several changes in the general aspect of the
glandular parenchyma, marked alterations in the architecture and acinar anarchy. We
observed signs of isolated necrosis and generalized degenerative vacuolar changes with
irregular shape and size. Vacuoles were negative to PAS stain. We did not find
inflammatory cells in the parenchyma. We also observed several round shaped acidophilic
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bodies and nuclear fragmentation suggesting apoptosis or oncocytic degeneration in the
parenchyma. We also found areas in which te parenchyma was replaced by perilobular
hyalinized connective tissue. There was intense fibrosis of the PVDCT. Also interlobular
connective tissue and mainly the perilobular presented fibrosis with hyalinization. We
found changes in blood vessels such as focal thickening of walls, hyalinized and
sometimes protruding into the lumen in trombotic like lesions.

With transmission electron microscopy we were able to observe autophagy starting with
surrounding of a cytoplasmatic area by concentric membranes, dark residual bodies (full
of pigment, lipofucsin or cristaloids) and vacuolization with an increasing number of
cytoplasmatic vesicules that appear to drift from the endoplasmic reticulum. We also
found steatosis, an accumulation of cytoplasmatic lipidic drops which were rare in control
groups.

In macroscopical observation we found images of obstructive like lesions that might match
the microscopic lesions found. We also found images of tortuous vessels that may have
reopened following a flow reduction.

The morphometric analysis sugest that PVDCT areas increase until g2, 3" week, those
areas then decrease in group g3, 5" week to increase again until g5, 13" week. We also
observed that our control group, gC presented significant diferences when compared to
the other groups therefore LFN causes lesions from the first week of exposition. Exposed
groups also showed significant differences whith an exception to g4, 9 weeks of exposure
to LFN wich only presents significative changes towards our control group. 13 weeks of
exposure to LFN group, presents the most differences towards the other groups, what
seems to indicate an increase of the perimeter of the PVDCT area with a growing time of
exposure to LFN. Comparing groups g2, 3 weeks of exposure to LFN and g3, 5 weeks of
exposure to LFN we can see that the average of the PVDCT area stabilizes (p=1,000).
Our results show that the areas of PVDCT tend to increase and that the PVDCT areas
average grows linearly with the time of exposure to LFN, with p<0,001.

In our study we were able to prove that the fibrotic destructive process of the glandular
parenchyma increases linearly with time of exposure to LFN. Based on previous studies
relating LFN with stress we believe that stress migt have a non negligible role in the
genesis of some of the changes we found, namely vacuolization. Our experimental
protocol submitted the animals to LFN continuously. We cannot exclude the hypothesis
that LFN might have acted as a stress agent even though for a limited period of time. We

146



identified ultra structural changes such as lipid inclusions in the cytoplasm of secretory
cells and lipofuchsin granules which are generally associated to cellular senescence.
These findings sugest that there may be a degenerative process of the parotid gland
caused by exposure to LFN. Cells have a highly developed morphofunctional organization
that plays a vital role in its metabolic activity as well as in sickness. This cellular apparatus
forms a chemical-mechanical transduction sistem capable of interpreting external forces
and interfering with intracellular activity. We believe that a negative action might act
directly or through the extracellular matrix on these cells, possibly through intracellular
signaling pathways.

We found connective tissue proliferation in the stroma of the parotid gland. With
morphometric analysis we were able to verify that the average of the studied PVDCT
areas studied increases linearly and significantly (p<0,001) with the time of exposure to
LFN. The one exception is interval correspondent to groups g2 and g3 between 3™ and 5"
weeks of exposure to LFN. This is a fibrotic proliferative phenomena. The pathophysiology
of fibrosis seems to be similar in different organs. This fact is very important in
understanding these phenomena. Fibrotic proliferation caused by exposure to LFN has
been described with a common denominator, absence of inflammatory process. In our
study of the parotid gland we did not find inflammatory cells. We observed a progressive
and significant increase of collagen | and V from the control group to all the other groups
exposed to LFN. This result was not surprising as collagen | is the major component of
extracellular matrix and extracellular matrix’s proliferation is associated with chronic
exposure to LFN. In the parotid gland this massive production of collagen might be
understood as a structural strengthening to cope with an abnormal vibrational stress by
increasing PVDCT. PVDCT surrounds arteries, veins and the ductal tree. It is thought to
be a mechanical stabilizer in the glandular tissue. Mechanical stress has been studied as
a stimulus to cell differentiation and stimulation of extracellular matrix synthetizing cells. In
some ways the mechanical impact caused by LFN or direct vibration may have some
common points in a physics point of view with what happens in several diseases caused
by cyclic mechanical stimulus to tissues. It is likely that cells stimulated in different ways

may be activated by similar molecular mechanisms.

As a result of the above, we present the following scheme as the most likely for the onset
of fibrosis as a result of LFN.
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In what concerns vascular lesions we were able to identify endotelial proliferation in

vessels as well as thickening of the walls and thrombotic formations protruding into the
lumen, that in some cases leads to occlusion of the vessel. Lesions are similar to the ones
described as associated to LFN and are characterized by focal thickening of the intima
with rupture of the internal elastic lamina and cellular proliferation. In the parotid gland
vessels we found collagen IV in basal membrane of vessels and collectors. This collagen
remains stable in its expression with time of exposure to LFN. We believe that
arteriogenesis might occur in vessels in the parotid gland exposed to LFN. We supported
our assumptions in the trombotic like lesions observed in microscopy and the absense of
increase of collagen IV.

When exposed to LFN, cellular lesions in the parotid gland parenchyma come prior to
vascular lesions. Cellular lesions are expressed as early as the first exposed group.
Vascular lesions are obvious from the second group on. We can not clearly say to which
extent the vascular lesions contribute to the lesions found in the parotid gland.

As the parotid gland is a higly vascularized organ, we believe that compensatory lateral
circulation is possible as well as revascularization which could corespond to our
macroscopical vasculary study images.
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RESUME

Le bruit est un important probleme environnemental pour 'homme et, d’une fagon

générale, il est indésirable.

Au Portugal, a la fin des années 70, plusieurs symptdmes ont attiré I'attention d’un groupe
de médecins et chercheurs des «Oficinas Gerais de Material Aerondutico». La réalisation
de nombreuses études a renforcé la conviction selon laquelle les effets extra-auditifs du
bruit constitueraient une partie non négligeable des effets nocifs des phénoménes
acoustiques. La caractérisation des environnements sonores dans lesquelles avaient lieu
ces altérations a permis la perception selon laquelle les individus seraient exposés a un
bruit de basse fréquence (BBF) de haute densité. L'étude approfondie sur le des
différentes altérations vérifiées a abouti a la définition de la maladie vibro-acoustique,
comme le résultat de I'exposition chronique a des environnements acoustiques riches en
BBF.

Le son et le bruit sont, selon le point de vue physique, la méme entité, une vague
acoustique. Le bruit de basse fréquence (BBF) correspond a un spectre de fréquences
qui s’étend jusqu’aux 500Hz. Le comportement physique des basses fréquences fait que
celles-ci s’associent trés souvent a des vibrations a travers des phénomeénes de
résonance. Dans le cas des vibrations provoquées par le bruit de basse fréquence a
travers des phénomeénes de résonance, la stimulation est appliquée sur toute la superficie
corporelle («whole body exposure»)

La majorité des équipements utilisés pour I'évaluation du bruit environnemental incorpore
des filtres de pondération qui cherchent a imiter la réponse de I'oreille humaine, de fagon
a ce que le niveau sonore mesuré corresponde au niveau de son écouté, c'est-a-dire avec
plus de sensibilité pour les sons dont les fréquences se trouvent entre les 1.000Hz et les
4.000Hz. Un des filtres le plus utilisé dans les évaluations de bruit est le «A weighting
filter» qui présente des résultats en dB (A) ou dBA. Si pour 'étude des effets auditifs du
bruit, I'évaluation avec le filtre dBA est adéquate et acceptée par la communauté
scientifique, pour les basses fréquences une médiation en dBA devient, non seulement
inexacte mais aussi insuffisante. Ainsi, une étude approfondie des effets spécifiques du
BBF, composante importante du bruit environnemental sur le corps humain, justifie une
évaluation plus rigoureuse et spécifique pour le BBF.
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Il n’existe pas des environnements purs en ce qui concerne le bruit. L’ « annoyance » -
niveau acoustique de géne — a été systématiquement associé au bruit environnemental.
Malgré qu'il soit limité du point de vue clinique, ce concept revét une importance vitale
dans le changement des mentalités liées au bruit environnemental et ses conséquences
sur '’Homme.

Les effets cliniques du BBF, sur 'lHomme, sont décrits depuis les années 50. Du point de
vue anatomo-pathologique, c’est peut-étre au Portugal qu’on connait mieux les effets du
BBF sur les tissus biologiques. La fibrose des tissus et la prolifération des matrices
extracellulaires ainsi que les altérations des épithéliums en absence de processus
inflammatoires et les altérations cellulaires de type dégénératif sont les éléments le plus
fréquemment décrits.

Ce travail a pour objectif la caractérisation morphologique des effets du BBF sur la
glandule parotide dans les points suivants: étude microscopique et ultra structurel des
lésions dues a l'exposition au BBF sur la glandule parotide; caractérisation immuno-
histochimique des Iésions microscopiques avec la durée d’exposition au BBF; évaluation
des lésions vasculaires du point de vue macroscopique; évaluation morfométrique des
Iésions de fibrose dans la durée d’exposition au BBF.

Nous avons effectué une expérience sur 80 rats albains (Mus norvegicus albinus), lignage
Wistar, divisés en 6 groupes:

gC Groupe de contréle, 15 animaux, maintenus dans des conditions semblables aux autres mis

a part, en silence, aux fins de controle.

Les autres groupes d’animaux ont été exposés au BBF en continu, durant des périodes
croissantes:

g1 Groupe 1, 10 animaux, 168h d’exposition au BBF (1 semaine BBF) ;
92 Groupe 2, 10 animaux, 504h d’exposition au BBF (3 semaines BBF) ;
g3 Groupe 3, 10 animaux, 840h d’exposition au BBF (5 semaines BBF) ;
g4 Groupe 4, 10 animaux, 1512h d'exposition au BBF(9 semaines BBF) ;
g5 Groupe 5, 15 animaux,2184h d’exposition au BBF (13semaines BBF) ;

Aprés excision chirurgicale, une des parotides des animaux a été fixée au formol
tamponné a 10%. Nous avons effectué des colorations avec hématoxyline-éosine (HE) et

acide périodique de Schiff (PAS). Nous avons effectué, aussi, sur les glandules d’animaux
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des groupes gC et g5, 'immuno-marquage pour les collagenes I, IV e V. L’autre glandule
a été fixée en glutéraldéide et préparée pour observation en microscopie électronique de

transmission.

Nous avons aussi effectué, sur d’autres animaux, linjection avec contraste et aprées
excision des glandules parotides que nous avons diaphanéisé selon la technique de
Spalteholz, nous avons étudié I'arbre vasculaire de la glandule.

Pour I'étude morpho métrique nous avons effectué une analyse de variance avec un
facteur ordinal afin de vérifier si la durée d’exposition au BBF (heures d’exposition) avait
un effet significatif sur la variante dépendante — la zone du tissus conjonctif. A cet effet,
nous avons effectué des mesures, pour une valeur ordinale absolue, au périmétre du
tissu conjonctif périvasculaire- ductal (TCPVD), afin de quantifier la fibrose. Les mesures
ont été faites avec un software d’analyse d’image (OPTIMAS).

Nous avons pu constater en microscopie optique, que I'aspect général du parenchyme
glandulaire présentait, dans toutes les lames étudiées, des altérations remarquables,
avec distorsion de l'architecture et anarchie acinar. Nous avons constaté des signes de
nécrose isolée des cellules et une présence d'altérations dégénératives vacuolaires
généralisées, de forme et de taille irréguliéres. Les vacuoles ont réagi négativement a la
coloration PAS. Nous n’avons pas trouvé des cellules inflammatoires au parenchyme.
Toujours au parenchyme nous avons observé des corps acidophiles avec des contours
arrondis et des images de fragmentation nucléaire suggestives de phénoménes
apoptopiques ou de dégénération oncocytique et par endroits, des zones dans lesquelles
le parenchyme est en grande partie remplacé par tissu conjonctif hyalinizé. Dans le tissu
conjonctif on peut observer une fibrose intense au niveau du tissu conjonctif peri-
vasculaire-ductal (TCPVD). Le tissu conjonctif inter lobulaire et principalement le péri
lobulaire présente aussi une fibrose remarquable avec hyalinization. Nous avons relevé
des altérations importantes dans les vaisseaux sanguins caractérisées par un
épaississement focal des murs, notamment hyalin, lequel, dans quelques cas, envahit le
lumen du vaisseau avec des formations de type thrombotique. Nous avons aussi observé
des aspects de tuméfaction et de prolifération endothéliale.

En microscopie électronique de transmission nous avons pu observer une autophagie
initiée par la délimitation de la zone du cytoplasme par des membranes concentriques et
la formation de corps résiduels foncés (plein de pigments, parfois avec lipofucsine et avec

des cristalloides); une vacuolisation avec une croissance progressive du nombre de
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grandes vésicules cytoplasmiques délimitées par une membrane qui semble, pour le
moment, dériver de la dilatation focale du réticule endoplasmique ; une stéatose,
cumulation de gouttes lipidiques cytoplasmiques qui sont rares dans les groupes de

controle.

Dans I'observation macroscopique nous avons remarqué ce que nous supposons étre
des lésions de type obstructif qui pourraient correspondre a la traduction macroscopique
des lésions évidentes microscopiques que nous avons trouvé. Nous avons observé aussi
des images de vaisseaux qui seraient dus, en conséquence a la diminution du flux, avec
obstruction en amont.

Dans l'analyse morphométrique, nous avons remarqué que les zones de TCPVD
présentent une variation croissante jusqu’au au g2, 3°™ semaine, en légére baisse dans
le groupe g3, 5éme semaine, et en augmentation jusqu’au g5, 13 semaines. On a
remarqué que le groupe gC de contrble, posséde des changements significatifs pour les
autres groupes, donc, le BBF produit des Iésions avec des effets significatifs a partir de la
premiére semaine d’exposition. Nous avons pu également constater des différences
significatives dans les groupes exposés au BBF, a I'exception du g4, 9 semaines
d’exposition au bruit, qui ne présente qu’une différence significative pour le gC, groupe de
contréle. Le g5, 13 semaines d’exposition au BBF est celui qui présente le plus de
différences par rapport aux autres groupes exposés au BBF, ce qui semble indiquer une
tendance a une augmentation plus importante du périmétre de la zone de TCPVD avec
une plus grande exposition au BBF. Du groupe g2, 3°™ semaine d’exposition au BBF
pour le groupe g3, 5°™ semaine d’exposition au BBF, on peut vérifier une stabilisation
dans la moyenne des zones de TCPVD (p=1,000). Les résultats démontrent que la
tendance globale pour le périmétre des zones de TCPVD est en augmentation et que la
zone moyenne de TCPVD augmente linéairement de fagon significative avec la durée

d’exposition au BBF, avec p<0,001.

Dans notre étude, nous avons pu prouver un processus destructif du parenchyme
glandulaire, accompagné de fibrose en augmentation linéaire avec la durée d’exposition.
Nous estimons, a la lumiére de ce qu’on connait de la relation BBF-stress, que celui-ci
peut jouer un réle non négligeable dans la genése de certaines des altérations trouvées,
par exemple, dans la vacuolisation. Notre protocole expérimental au cours duquel nous
avons exposé les animaux au BBF d’'une fagon continue, a conduit a des phénoménes

d’adaptation des mécanismes régulateurs neuroendocrines. Nous considérons ainsi
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'hypotheése selon laquelle le BBF aurait pu avoir une action en tant qu’agent de stress,
mais limitée a une période initiale.

Nous avons pu identifier ultra structurellement la présence d’inclusions lipidiques dans le
cytoplasme des cellules sécrétrices. Celles-ci ainsi que d'autres altérations ultra
structurelles, comme les granulations de lipofucsine qui sont également associées a des
processus de sénescence cellulaire, suggérent que nous serions devant un processus de
caractéere dégénératif dans la glandule parotide provoqué par I'action du BBF.

Les cellules ont une organisation morpho-fonctionnelle hautement développée qui jouent
un réle vital dans l'activité métabolique normale et aussi dans la maladie. Cet appareil
cellulaire forme un systeme de transduction chimique-mécanique capable d'interpréter
des forces extérieures et d’interférer sur les voies d’activité intracellulaire. A cet effet,
directement ou a travers la matrice extracellulaire, nous pensons qu’il peut exister une
action négative du BBF, une stimulation mécanique sur les cellules, probablement a
travers les voies de signalisation intracellulaire. Nous avons trouvé une prolifération du
tissu conjonctif dans le stroma de la glandule parotide. A travers [l'analyse
morphométrique, nous avons constaté que la moyenne des zones de TCPVD évaluées,
augmente linéairement et de fagon significative (p<0,001) avec la durée d’exposition au
BBf, & I'exception de l'intervalle correspondant aux groupes g2 et g3, entre la 3°™ et la
5°Mesemaines d’exposition. Ce phénoméne prolifératif est du type fibroptique.

Les processus physiopathologiques sous-jacents a la fibrose, dans les différents organes,
semblent similaires, d’'ou des implications importantes pour comprendre globalement le
phénoméne. Dans le cas de la prolifération fibroptique, attribuée au BBF, les descriptions
trouvées ont pour dénominateur commun I'absence de signes inflammatoires. Aussi, dans
I'étude de la glandule parotide exposée au BBF nous n’avons pas identifié la présence de
cellules du processus inflammatoire. Dans notre étude nous avons observé une
augmentation progressive et significative de collagene | et V du groupe de contr6le par
rapport aux groupes exposés au BBF. Puisque le collagéne | est la plus grande
composante de la matrice extracellulaire et puisque la prolifération de la matrice
extracellulaire est associée a I'exposition chronique du BBF, nous pouvons affirmer que
ce résultat était attendu. Dans la glandule parotide la production massive de collagénes
peut correspondre a un renforcement structurel avec l'objectif d’assimiler le stress
vibratoire anormal qui serait fait aux dépens de I'augmentation du TCPVD. Le TCPVD
accompagne les artéres, les vaisseaux et I'arbre ductal et I'on croit qu’il pourrait avoir
d’autres fonctions au niveau de la stabilisation mécanique du tissu glandulaire.
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Le stress mécanique a été étudié comme stimulation pour la différenciation cellulaire et
pour la stimulation de cellules productrices des composantes de la matrice extracellulaire,
notamment le collagene. De toute fagon, 'impact mécanique provoqué par le BBF ou par
la vibration directe pourrait avoir des liens communs, du point de vue physique, comme
on peut le vérifier dans certaines pathologies ou des stimulations mécaniques anormales
sont appliqguées aux tissus de fagon cyclique. Ainsi, il est probable que des cellules
stimulées de différentes facons puissent étre activées par des mécanismes similaires au

niveau moléculaire.

Face a cet exposé, nous estimons pouvoir présenter le schéma suivant comme probable

dans 'apparition de la fibrose provoquée par le BBF.

BBF (haute intensité)

L2siontissulairz prograssiva tlatrice axtraczliulaive | —= | Stimulationint2ifacs

\ miattice/ callule

> [Fibroblaste fépithélium | «

|

Diminution d=1a avgmentation d2 lasynthese
degradation d2 la matrice delamatrice s 2xtracellulaire

l

Processus fibroptique

Factewrs d= croissancs
2t atoquines

Nous avons identifié une prolifération endothéliale dans les vaisseaux, avec
épaississement du mur et un ébauche de formations thrombotiques qui, dans certains
cas, pourrait mener a l'occlusion presque totale du lumen du vaisseau. Les lésions sont
semblables a celles décrites dans la littérature et associées au BBF, qui se caractérisent
par I'épaississement focal de l'intima avec rupture de la lame élastique intérieure et la
prolifération cellulaire. Dans les vaisseaux de la glandule parotide nous avons localisé du
collagéne IV localisé dans les membranes basales des vaisseaux et des collecteurs. Ce
collagéne se maintient stable dans son expression pendant la durée d’exposition au BBF.
Nous estimons qu'il peut y avoir une artériogenése dans les vaisseaux de la glandule
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parotide exposée au BBF. Nous avons utilisé comme support pour aboutir a cette
conclusion, les différents exemples, que nous avons exposé, de lésions de type
thrombotique qui vont vers l'intérieur du vaisseau provoquant une quasi totale obstruction
de son lumen et une absence d’augmentation du collagéne type IV.

Les lésions cellulaires dans le parenchyme de la glandule parotide exposée au BBF sont
antérieures aux lésions vasculaires. Les premieres sont visibles a partir dans le premier
groupe exposé au BBF et les deuxiemes sont plus évidentes a dans le deuxieme groupe
exposé au BBF. Il nous est difficile d’affirmer avec conviction comment Iésions vasculaires
que nous avons observé au niveau de linterstice de la glandule ont contribué aux
altérations observées dans la glandule parotide et attribuées au BBF.

Vu qu’il s’agit d’'un organe trés vascularisé, nous estimons qu’il pourrait exister une
circulation latérale compensatoire et une revascularisation qui correspondent aux images

observées dans I'étude vasculaire macroscopique.
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