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Resumo

O objetivo deste trabalho foi estudar a atrofia unilateral da
glandula parétida de ratos, apds a ligadura do ducto excretor,
e aregeneracao glandular, através de ligadura ductal seguida
pela remocao da obstrugdo apds sete dias, analisando as alte-
racdes morfoldgicas glandulares e o potencial proliferativo
dos ductos intercalares. Andlise morfoldgica foi também rea-
lizada na parétida contralateral. Os ratos foram sacrificados
e suas glandulas foram processadas e submetidas as colora-
¢oes histolégicas (HE e PAS) e histoquimica (AgNOR). Du-
rante a atrofia glandular, houve degeneracao e redugdo do pa-
rénquima, assim como inflamagdo e fibrose. Durante a
regeneracdo glandular, houve o restabelecimento do parén-
quima e redu¢do da inflamacao e da fibrose. Nas glandulas
contralaterais, houve desorganizacido e degeneragdo tecidu-
ais. Ndo foi observada alteracdo do potencial proliferativo
dos ductos intercalares durante o experimento.
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ABSTRACT

The purpose of this work was to study the unilateral atrophy
of rat parotid gland, after excretory duct ligature, and gland

regeneration, through duct ligature followed by removal of

the obstruction after seven days, analysing gland morpholo-
gic alterations and the proliferative potencial of intercalated
ducts. Morphologic analysis was also performed on the con-
tralateral parotid. Rats were sacrificed and their glands were
processed and submitted to histologic (HE e PAS) and histo-

chemical (AgNOR) stainings. Degeneration and reduction of

parenchyma were observed, as well as inflammation and fi-
brosis during gland atrophy. There was recovery of paren-
chyma and reduction of inflammation and fibrosis during
gland regeneration. There was disorganization and degene-
ration of tissue of contralateral glands. No alteration of the
proliferative potencial of intercalated ducts was observed
throughout the experiment.

UNITERMS
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INTRODUCAO

Os processos de atrofia das glandulas salivares
devido a sialadenites cronicas, sialolitiases, Sin-
drome de Sjogren e radioterapia sdo importantes
problemas clinicos .

Muitos sdo os trabalhos que estudam a atrofia
e regeneragdo de glandulas salivares* 1012315 gen-
do que o crescente interesse pelo assunto tem como
objetivo criar condi¢des que possibilitem o esta-
belecimento de estratégias para tratar ou reverter
os efeitos da atrofia glandular?.

Diversos estudos demonstraram alteracdes a
partir da ligadura e obstru¢ao do ducto principal
da glandula parétida, destacando-se a reducgio
gradual e acentuada das células acinares e a per-
sisténcia de estruturas ductais > ** 1215 No pro-
cesso de regeneracdo glandular, apds a remocao
da ligadura e desobstru¢ao do ducto, observa-se
aumento gradativo do nimero e tamanho dos 4ci-
nos, que se desenvolvem entre os ductos persis-
tentes > > 1215,
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O modelo experimental de atrofia e regenera-
¢do da pardtida tem sido também utilizado para a
determinacgdo da capacidade proliferativa de célu-
las glandulares > * 15, Diferentes métodos podem
ser utilizados para detectar e quantificar células em
proliferagdo. Dentre eles temos: contagem do ni-
mero de mitoses, citometria de fluxo, incorpora-
¢do de precursores do DNA (timidina tritiada,
BrdU), deteccao de antigenos associados a proli-
feracdo celular (Ki-67, PCNA) e a técnica do Ag-
NORZ®. Tal técnica consiste na visualizacio das re-
gides organizadoras nucleolares (NORs), através
do emprego do nitrato de prata para coloragdo das
proteinas associadas a essas regidoes ''. As NORs
sdo alcas de DNA que possuem os genes para a
transcricdo de RNA ribossémico, o qual é impor-
tante para a formacao de ribossomos e, conseqiien-
temente, para a sintese proteica'. Nas células em
proliferagdo, aumenta-se o nimero de NORs, tor-
nando-se possivel a relagdo entre a contagem de
NORs e a proliferacdo celular?’.

A apreciacdo da complexidade das glandulas
salivares quanto a sua capacidade regenerativa
constitui importante subsidio para compreensao dos
processos patolégicos originados nas mesmas. Di-
ante do exposto, a proposta deste trabalho foi estu-
dar a atrofia unilateral da parétida de ratos, apds a
ligadura do ducto excretor, e a regeneracdo glan-
dular, apdés a desobstru¢do do mesmo, analisando
as alteracdes morfolégicas glandulares, bem como
o potencial proliferativo dos ductos intercalares
obtido através da técnica do AgNOR. Anélise mor-
folégica foi também realizada na pardtida contra-
lateral.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados cinquenta ratos machos adul-
tos, da raca Wistar, com noventa dias de idade e peso
em torno de 250g, sendo o trabalho dividido em duas
partes. Na primeira, foram examinadas as alteragdes
celulares ocorridas na atrofia glandular e, na segun-
da, a capacidade de regeneracdo celular apds essa
atrofia, estudando também as respectivas glandulas
contralaterais durante todo o experimento.

Para arealizacdo dos procedimentos cirdrgicos,
os ratos foram pesados e anestesiados com solu-
¢ao de cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6dihidro-4H-
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1,3-tiazina (Rompum — Bayer S.A. — Saude Ani-
mal) + ketamina base (Francotar — Virbac do Bra-
sil Ind. e Com. LTDA) na propor¢do de 1:0,5, ad-
ministrando-se 0,1ml1/100g por via intramuscular.

Em um grupo de vinte ratos, foi realizada a tri-
cotomia e uma incisdo de aproximadamente 3,0cm
na pele da regido do pescog¢o do lado direito. De-
pois da divulsdo dos tecidos, o ducto excretor da
glandula parétida direita foi identificado e isolado
na superficie do miisculo masseter. Nesse ducto foi
realizada uma ligadura para se obter a obstrucdo
de sua luz, buscando-se assim a atrofia glandular.
O mecanismo de obstrucdo ductal consistiu inici-
almente na utiliza¢do de um fio de algodao n® 8.0,
o qual foi passado por trds do referido ducto. Pos-
teriormente, as duas extremidades desse fio foram
passadas pelo interior de um tubo de polietileno de
4,0mm de comprimento e 1,Imm de diAmetro, atra-
vés do uso de uma agulha. A seguir, esse tubo foi
levado até junto ao ducto excretor e entdo realiza-
do um né com as duas extremidades do fio de al-
godao, com pressdo suficiente para causar obstru-
cdo desse ducto, porém, sem lesar o mesmo. Os
tecidos foram reposicionados e a incisdo suturada.
Os animais foram sacrificados com dose excessiva
do anestésico em grupos de cinco, nos periodos de
1,5, 7 e dez dias apds a amarria. Ambas as glandu-
las parétidas foram removidas de cada animal.

Para o estudo da regeneracdo glandular, foram
utilizados outros 25 ratos, nos quais o ducto excre-
tor da glandula parétida direita foi exposto e obs-
truido como descrito anteriormente. Porém, apds
sete dias, foi realizada uma nova incisdo e a liga-
dura ductal foi removida cirurgicamente, através
do corte do tubo de polietileno com tesoura, livran-
do-se automaticamente do né realizado e desobs-
truindo-se o ducto. A partir de entdo, os animais
foram sacrificados em grupos de cinco, nos perio-
dos de 1, 3, 5, 7 e 14 dias. Ambas as glandulas
parétidas foram excisadas.

Cinco ratos ndo operados previamente foram
sacrificados e suas parétidas compuseram o grupo
do dia zero (controle) das glandulas em atrofia e
das glandulas opostas as glandulas em atrofia. Para
compor o grupo do dia zero (controle) das glandu-
las em regeneragdo, foram utilizadas as glandulas
com sete dias de atrofia. As glandulas opostas as
glandulas com 7 dias de atrofia foram utilizadas
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para compor o grupo do dia zero (controle) das
glandulas opostas as glandulas em regeneragdo.

Os espécimes foram fixados em formol a 10%
e incluidos em parafina. Foram feitos cortes de
3mm de espessura, os quais foram submetidos as
coloracdes pela hematoxilina e eosina (HE) e pelo
método do 4cido periddico de Schiff (PAS) e a re-
acdo histoquimica do AgNOR.

Na técnica histoquimica do AgNOR, apés des-
parafinizacdo e desidratacdo, os cortes histolégi-
cos seguiram os seguintes passos: imersdo em so-
lucdo de acido acético/etanol (1:3); lavagem em
etanol absoluto; imersio dos cortes em celuidina a
1%, em etanol/éter (1:1); secagem da lamina; imer-
sdo em etanol a 70%; lavagem em dgua destilada e
incubacdo com solugdo aquosa de nitrato de prata
a 50%, misturada a solugdo de gelatina em 4cido
féormico aquoso a 1%, na proporcdo de 2:1, na es-
tufa a 45°C, por 20min. A seguir, os cortes foram
lavados em 4gua destilada a 45°C, desidratados,
clareados e montados em Permount.

As coloragdes de HE e PAS foram analisadas
qualitativamente através de microscépio de luz.

Foram obtidos os indices de AgNOR apresen-
tados pelas células dos ductos intercalares nas glan-
dulas em atrofia e regeneracdo. Os pontos de NORs
distintos em cada niicleo foram contados em cem
células em cada glandula, através de microscépio
de luz (1000X). Foi realizada a média e calculado
o desvio-padriao (DP) dos niimeros de NORs/nu-
cleo obtidos nos diferentes prazos estudados. Pos-
teriormente, os indices de AgNOR foram submeti-
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FIGURA 1 - Acinos, ductos intercalares e ducto estriado no dia zero

(controle da glandula em atrofia). HE, aumento origi-
nal 630X.
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dos a Andlise de Variancia a um critério (ANOVA)
em cada situacdo proposta. O nivel de significin-
cia foi fixado em 0,05.

REsuLTADOS
ANALISE MORFOLOGICA
ATROFIA GLANDULAR

As parotidas do dia zero (controles) exibiram
parénquima constituido por 4cinos serosos e duc-
tos intercalares, estriados e excretores, além de
estroma constituido por tecido conjuntivo fibro-
so (Figura 1). Com um dia de atrofia, observa-
ram-se ductos dilatados com actimulo de secre-
¢do em sua luz, contendo células inflamatoérias,
principalmente neutréfilos. Apds esse periodo, o
estroma apresentou vasodilatacdo, congestao vas-
cular, edema e infiltrado inflamatdrio basicamen-
te mononuclear. Com cinco dias de atrofia, veri-
ficou-se a reducdo dos acinos em volume e
quantidade, estando localizados, principalmente,
na periferia dos 16bulos. Havia também discreta
vacuolizagdo tecidual e, no estroma, moderada
fibrose. Aos 7 dias, dcinos remanescentes estavam
presentes em menor quantidade, os quais, junta-
mente com os ductos, apresentavam vacuolizagdes
mais acentuadas (Figura 2). Ja aos dez dias, fo-
ram encontrados escassos acinos remanescentes,
observando-se também aumento da fibrose. Du-
rante a atrofia glandular, verificou-se redugéo
acentuada dos granulos de secrecdo PAS-positi-
vos em acinos e ductos (Figura 3).
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FIGURA 2 - Processo inflamatdrio e presenga de vacuolizagdes em

acinos e ductos na glandula com 7 dias de atrofia. HE,
aumento original 630X.
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REGENERACAO GLANDULAR

Apé6s um dia, observou-se discreto aumento
da quantidade dos acinos, os quais estavam lo-
calizados, principalmente, na periferia dos lébu-
los. A partir desse periodo, verificou-se uma di-
minui¢do na incidéncia de vacuolizagdes nas
células acinares e ductais. Com 3 dias, os ductos
estavam menos dilatados. A partir de entdo, no-
tou-se aumento da quantidade e volume dos aci-
nos, os quais, gradativamente, passaram a ocu-
par toda a extensdo lobular (Figura 4).
Finalmente aos 14 dias, observaram-se 4cinos vo-
lumosos dispostos em arranjo denso e apresen-
tando, juntamente com os ductos, aspecto de nor-
malidade. Durante a regeneracdo, houve reducao
da inflamacdo e da fibrose, sendo que, ao final
da mesma, o estroma de tecido conjuntivo for-
mava septos delicados entre os 16bulos. Obser-
vou-se também aumento gradual da quantidade
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FIGURA 4 - Acinos numerosos na glandula com 7 dias de regene-
racdo. HE, aumento original 200X.
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FIGURA 3 - Acinos residuais na periferia do 16bulo, contendo gra-
nulos de secrecdo PAS-positivos com 10 dias de atro-
fia glandular. PAS, aumento original 400X.

de grianulos PAS-positivos em acinos e ductos
intercalares (Figura 5).

GLANDULAS OPOSTAS AS GLANDULAS EM
ATROFIA

Nas glandulas do dia zero, foram observados
ductos e dcinos com aspecto de normalidade, apre-
sentando, por vezes, poucos vacuolos claros intra-
celulares. A partir do primeiro dia, verificou-se uma
desorganizacgdo arquitetural glandular, notando-se
acinos mal definidos. Com sete dias, houve um mo-
derado aumento de vacuolizacdes no interior das
células acinares, que, aos dez dias, exibiram gran-
de ndmero de vactolos claros de tamanho variado.
Notou-se também maior desorganizagio tecidual
no décimo dia, além de grande quantidade de gra-
nulos PAS-positivos nos dcinos e ductos intercala-
res (Figura 6).
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FIGURA 5- Parénquima com aspecto de normalidade e auséncia de
sinais inflamatérios na glandula com 14 dias de rege-
neragdo. PAS, aumento original 400X.
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GLANDULAS OPOSTAS AS GLANDULAS EM inpices PRoLIFERATIVOS — AGNOR

REGENERAGAO As NORs foram observadas como pontos acas-

Nas glandulas do dia zero, assim como nas glan- tanhados a negros no interior dos niucleos celulares,
dulas dos outros periodos, notaram-se areas de de- variando em nimero, forma e tamanho (Figura 7).
sorganizagdo tecidual, com acinos mal definidos,
o0s quais apresentavam moderada quantidade de va-
cuolizacdes. Granulos PAS-positivos foram obser-
vados em grande quantidade nos acinos e ductos
intercalares.

ANOVA mostrou que nao houve diferenca es-
tatisticamente significante entre os indices médios
de AgNOR apresentados pelas células dos ductos
intercalares nas glandulas em atrofia e nas glandu-
las em regeneracdo, sendo estatisticamente iguais
aos respectivos controles (p > 0,05; Tabela 1)

FIGURA 7 - Glandula com 7 dias de atrofia. AgNOR, aumento ori- FIGURA 6 - Area de desorganizacio estrutural e vacuolizacdes na
ginal 1000X. glandula oposta a glandula com 10 dias de atrofia. PAS,
aumento original 400X.

Tabela 1 — Médias (+DP) dos indices de AgNOR apresentados pelas células dos ductos intercalares nas
glandulas em atrofia (A) e nas glandulas em regeneracao (B).

Tempo AgNOR
(dias) (n° NORs / nucleo)
0 1,62 = 0,07
1,67+ 0,18
A 5 1,50 £ 0,05
7 1,51 £ 0,07
10 1,58 £ 0,03
0 1,51 £ 0,07
1 1,65+ 0,14
B 3 1,58 £ 0,04
5 1,59 £ 0,06
7 1,64 £ 0,04
14 1,66 + 0,11
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Discussio

Em nosso estudo, de modo geral, verificamos
degeneracdo, atrofia e gradual redugdo das estrutu-
ras acinares, bem como dilatacdo, degeneracdo e
persisténcia de ductos durante a atrofia da parétida.

A presenca de estruturas ductais ou ductifor-
mes durante a atrofia glandular tem sido relatada
pela maior parte dos estudos>* 1127 sendo a di-

latacdo ductal uma caracteristica bastante mencio-
nada 9,10, 12, 13, 14, 16, 17.

Quanto a capacidade proliferativa das células
ductais durante a atrofia glandular, Walker & Gobé
16 (1987) verificaram um aumento dos indices de
incorporagdo de *H-timidina pelos ductos inter-
calares e estriados, além de um maior nimero de
mitoses apresentado por esses ductos. Burford-
Mason et al.2 (1993), por sua vez, observaram que
todos os tipos de ductos, sejam intercalares, es-
triados ou excretores, apresentaram maiores indi-
ces de PCNA quando comparados com os valo-
res de controle. Segundo Takahashi et al.!’
(1998), os indices de BrdU apresentados pelas
células ductais também aumentaram durante a
atrofia glandular. No entanto, os presentes resul-
tados mostraram que nio houve diferenca esta-
tisticamente significante entre os indices médi-
os de AgNOR apresentados pelos ductos
intercalares durante os diferentes periodos de
atrofia da parétida, sendo inclusive estatistica-
mente iguais ao controle. Nao verificamos, por-
tanto, alteracdo do potencial proliferativo des-
ses ductos durante a atrofia glandular.

Os trabalhos de atrofia glandular também rela-
tam atrofia 1% 12417 ¢ degeneragdo dos acinos 4,
além de perda das células acinares >+ 7-1215-16 '3 qual
ocorre através de apoptose " '> ¢

Ha controvérsias na literatura quanto ao desa-
parecimento ou persisténcia das células acinares
durante a atrofia glandular. Trabalhos como os de
Walker & Gobé '° (1987) e Takahashi et al.'> (1998)
referem-se ao desaparecimento dessas células apds
cinco e 7 dias de ligadura ductal, respectivamente.
Esses trabalhos discordam de outros estudos, como
os de Burford-Mason et al.? (1993) e Burgess &
Dardick® (1998), que relatam a persisténcia de cé-
lulas acinares por periodos maiores. Nossos resul-
tados também mostraram a persisténcia das célu-
las acinares até 10 dias de ligadura ductal (maior
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periodo de atrofia estudado), sendo que essas cé-
lulas remanescentes foram localizadas, principal-
mente, na periferia dos 16bulos atréficos.

Segundo Takahashi et al.'”> (1998), a persisténcia
de células acinares apos a obstrug¢do ductal pode ser
conseqiiéncia de uma ligadura ductal incompleta. No
entanto, em nosso trabalho, encontramos células aci-
nares remanescentes mesmo tendo realizado uma li-
gadura completa do ducto excretor da parétida, com
pressdo suficiente para obstruir a luz desse ducto.

Quanto a presenca de granulos de secrecao du-
rante a atrofia glandular, verificamos através da
coloracdo de PAS que, de um modo geral, houve
uma redugdo desses granulos nos dcinos remanes-
centes, assim como nos ductos. Walker & Gobé !¢
(1987) observaram através de microscopia eletrd-
nica a fusao intracitoplasmatica de alguns granu-
los de secrecao nas células acinares e a liberacdo
de outros no interior dos lumens acinares. Scott et
al.'2(1999), por sua vez, verificaram também a re-
ducao desses granulos em células acinares durante
a atrofia da paroétida.

No presente trabalho, observamos que, duran-
te a regeneracao glandular, houve aumento grada-
tivo da quantidade e volume dos 4cinos, reducao
da dilatacdo ductal e diminui¢do na incidéncia de
vacuolizagdo nas células acinares e ductais, sendo
que a pardtida apresentou aspectos de normalida-
de apds 14 dias de regeneracao.

O aumento da populacdo de células acinares
durante a regeneracao glandular foi demonstrada nos
trabalhos de Burford-Mason et al.? (1993), Burgess
& Dardick? (1998) e Takahashi et al."” (1998).

Quanto a presenga de ductos durante a regenera-
c¢do da parétida, Burford-Mason et al.? (1993) e Bur-
gess & Dardick? (1998) verificaram, respectivamen-
te, que as proporcdes apresentadas pelas células dos
ductos intercalares e estriados e as areas ocupadas
por essas células retornaram aos valores de controle,
ja que haviam aumentado durante a atrofia glandular.
Scott et al.'? (1999), por sua vez, observaram ductos
dilatados até 14 dias de regeneracdo. Nesse prazo,
porém, notamos em nossos espécimes ductos com
aspecto de normalidade. Essa diferenca pode ser re-
flexo do maior prazo de desobstrucao ductal (14 dias
de atrofia) utilizado por esses autores. Em nosso tra-
balho, diferentemente, utilizamos o prazo de sete dias
de atrofia para realizar a desobstrucgao.
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Burford-Mason et al.? (1993) observaram um
modesto aumento dos indices de PCNA apresenta-
dos pelos ductos intercalares e estriados nas glan-
dulas em processo regenerativo apds desobstrucao
ductal. Takahashi et al.'” (1998), por sua vez, veri-
ficaram uma gradual reducdo dos indices de BrdU
apresentados pelas células ductais nesse processo,
j4 que esses indices eram elevados nas glandulas
em atrofia. Em nosso estudo, no entanto, ndo ob-
servamos alteracdo do potencial proliferativo dos
ductos intercalares nas glandulas em regeneragdo.

Através da coloracdo de PAS, observamos que,
durante a regeneracao glandular, houve um aumen-
to dos granulos de secrecdo nas células acinares,
sendo que, inicialmente, esses granulos apresenta-
ram distribui¢cdo mais variada, a qual se tornou mais
homogénea com a evolucdo do processo regenera-
tivo. Através da microscopia eletronica, Takahashi
et al.’® (1998) verificaram também aumento dos
granulos de secrecdo em células acinares durante
o desenvolvimento dessas células apds desobstru-
¢do ductal, concordando com os nossos resultados.

Acreditando na atividade compensatdria das
glandulas contralaterais, resolvemos estudd-las no
presente trabalho. Observamos desorganizaciao da
arquitetura glandular, havendo perda de defini¢ao
do contorno e limite dos dcinos em algumas dreas,
além de variada quantidade de vacuolizagdes, sen-
do que essas alteracdes foram encontradas tanto nas
glandulas opostas as glandulas em atrofia, quanto
nas glindulas opostas as glandulas em regenera-
cdo. Essas dreas de desorganizagdo estrutural exi-
biram, por vezes, aspecto fridvel, refletindo, tal-
vez, uma possivel hiperplasia local, tornando o
tecido mais celularizado. Quanto a presenca de va-
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