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RESUMO

POTRICH, Ana Rita Vianna . Diferencas macroscoépicas e microscopicas
entre as glandulas pardtida e exorbital lacrimal em ratos 2011. 35f.
Trabalho de Concluséao de Curso (Graduacgéo) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2011.

Este trabalho teve por finalidade descrever aspectos diferenciais entre a
glandula parétida e a glandula exorbital lacrimal de roedores. Foi realizado com
o intuito de facilitar os estudos cujas as abordagens que envolvam essas
regides, uma vez que sua proximidade anatébmica, bem como as semelhancas
macro e microscopicas dificultam seu perfeito reconhecimento. A abordagem
cirdrgica foi feita em ratos machos da raca Winstar e camundongos machos
heterogénicos ambos com 60 dias de vida, sendo os acidentes anatdémicos
definidos e convenientemente fotografados para seu registro. Apds a coleta do
material, este foi fixado em Methacarn e processado histologicamente.Os
cortes de 5 um de espessura foram corados pela técnica de hematoxilina e
eosina e Tricrdmico de Mallory, e submetidos ao software Image J® para a
analise da quantidade de estroma glandular presente em cada glandula. Além
disso, foram realizadas analises observacionais através do uso de microscopia
Optica, para determinacdo das caracteristicas histomorfolégicas das
glandulas.Os resultados das analises demonstraram que as principais
diferengas microscopicas entre as glandulas referem-se aos ductos: quanto ao
namero, forma e tamanho e quanto a quantidade de estroma glandular, esta
diferenca, em particular, evidenciada pela marcagédo do corante Tricrdmico de
Mallory e quantificada pelo software Image J® . Quanto as diferencas
macroscopicas podemos dizer que suas principais diferencas sdo quanto a
forma e tamanho.

Palavras-chave: Glandula Exorbital Lacrimal, Glandula Paroétida,
Histomorfologia comparada, Anatomia do Rato.



ABSTRACT

POTRICH, Ana Rita Vianna . The macroscopic and microscopic differences
between exorbital lacrimal and parotid glands in rats 2011. 35f. Trabalho de
Concluséo de Curso (Graduacéo) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2011.

This paper aims to describe the distinguishing features between the parotid
gland and exorbital lacrimal gland in rodents. It was conducted in order to
improve studies whose approaches involving these regions, since their
anatomic proximity, as well as macro and microscopic similarities hamper your
perfect recognition. The surgical approach was performed in Winstar rats and
heterogenic mice breed male both with 60 days of life, and the anatomical
accidents defined and conveniently photographed for registration. After
collecting the material, it was fixed in Methacarn and histologically processed.
The 5 pm thick cuts were stained with hematoxylin and eosin or Mallory's
trichrome, and submitted to the Image J ® software to analyze the amount of
glandular stroma present in each gland. In addition, observational analysis were
performed by using optical microscopy to determine the morphological
characteristics of gland. Our results show that the main microscopic differences
between the glands was about the ducts: in the number, shape and size.
Another difference was the amount of glandular stroma, this difference,
particularly evidenced by the marking of Mallory's trichrome stain and quantified
by Image J ® software. The macroscopic differences can say that their main
differences are in the form and size.

Keywords: Exorbital Lacrimal gland, parotid gland, compared morphology,
Anatomy of the Rat.
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1 INTRODUCAO
Aqueles pesquisadores que se dedicam ao estudo aprofundado das

glandulas salivares, e utilizam roedores como modelos laboratoriais, enfrentam
um grande problema na caracterizacdo efetiva da glandula parotida. Isto se
deve a proximidade anatdbmica e semelhanca macro e microscopica da
glandula parétida com a glandula exorbital lacrimal no animal

A literatura disponivel sobre a descricdo anatbmica e histologica
comparativa entre as duas glandulas é muito escassa, principalmente no que
se refere a estrutura da glandula exorbital lacrimal. Sdo muito poucos os que
tratam especificamente deste aspecto comparativo. Além disso, quanto as
glandulas lacrimais de roedores, poucas séo as informacfes disponiveis. Este
conhecimento é de grande importancia, pois, segundo LEMULLOIS (1996), os
estudos dos mecanismos regulatérios das funcdes das glandulas lacrimais
usam a glandula exorbital lacrimal do rato como modelo. Quanto a estrutura
das glandulas salivares maiores, a literatura tem mostrado que existe uma
extensa variacdo entre as espécies animais e mesmo dentro da mesma
espécie, sendo a parétida a glandula que apresenta menores diferencas
(ALEXANDER et al., 1972). Estudos comparativos entre os dois 6rgdos sao
necessarios, a fim de serem estabelecidas abordagens cirlrgicas precisas e
analises microscopicas corretas, pois como se observa, as dificuldades de uma
correta identificacdo sao frequentes.

Portanto, o objetivo geral deste trabalho foi descrever aspectos
diferenciais da glandula parétida e glandula exorbital lacrimal de ratos (R.
norvegicus sp.) e de camundongos (M. musculus sp.), tanto
macroscopicamente quanto microscopicamente.

Foram nossos objetivos especificos: estabelecer pontos anatdmicos de
referéncia para que seja possivel a diferenciacdo macroscépica entre as
glandulas; descrever os aspectos microscopicos das glandulas quanto a forma
e tamanho de estruturas secretoras, a forma e tamanho de ductos e a anélise
do estroma glandular.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEP-UFRGS 2007997).



2 REVISAO DE LITERATURA

Sabe-se que a glandula parétida em humanos esta localizada abaixo do
arco zigomatico, abaixo e a frente do meato acustico externo, na frente do
processo mastoéide, sobre o musculo masseter e atras do ramo da mandibula.
Tem a forma de uma pirAmide invertida com trés faces. Esta estreitamente
relacionada com o nervo facial (VII par craniano). Seu ducto, também
denominado ducto de Stenon, emerge da face anterior e tem cerca de 5 cm de
comprimento. Localiza-se abaixo do arco zigomatico, tem um trajeto anterior
sobre o musculo masseter. Na borda anterior deste, o ducto dobra-se
medialmente quase em &angulo reto sobre o corpo adiposo da bochecha e
perfura o musculo bucinador, desembocando no vestibulo bucal, na altura do
segundo molar superior na papila parotidea (KATCHBURIAN E., ARANA,
2004). Ja nos roedores ndo € uma estrutura compacta e localiza-se bem atras
da orelha e abaixo da superficie ventro lateral do pescoco onde se localiza a
veia facial posterior e esta em contato com os linfonodos do pescoco. Sua
extremidade posterior alcanca o ombro e cobre a outra metade da clavicula
(JUNQUEIRA, 1947).

A glandula exorbital lacrimal estd muito préxima com sua borda anterior
e cobre o comeco do ducto da parétida. A glandula lacrimal no roedor difere da
glandula lacrimal no humano; o rato possui trés pares de glandulas lacrimais
maiores, a Harderiana, e dois pares de glandulas que formam uma secrecao
aguosa, a glandula exorbital e a glandula infraorbital (JUNQUEIRA, 1947).

Um pouco abaixo e bem a frente da orelha est4 a glandula exorbital
lacrimal (WALCOTT et al.,, 2005). A exorbital localiza-se lateralmente e
superficialmente ao musculo masseter e da sua borda antero-dorsal o ducto vai
em direcdo para a regido dorso-lateral do olho onde se une com o ducto da
glandula lacrimal intraorbital, antes de abrir-se na conjuntiva. A corda lacrimal é
uma estrutura fibrosa que se estende entre a exorbital lacrimal e a 6rbita. O
produto da glandula lacrimal € um fluido que hidrata e lubrifica a superficie
ocular e transporta proteinas especificas das lagrimas (JUNQUEIRA e
MARTINS, 1947).

Microscopicamente, a parétida é uma glandula cujas unidades
secretoras terminais sdo do tipo acino, constituidas por células serosas, que
apresentam contorno esférico e sao constituidos por células de forma
piramidal, citoplasma basofilo e nucleo arredondado, localizado no pélo basal.
(AVERY, 1994).



Os ductos intercalares sédo particularmente alongados e ramificados. Os
ductos estriados também sdo muito desenvolvidos, e responsaveis pela
modificacdo i6nica do fluido salivar primario sintetizado, enquanto que 0s
ductos excretores terminais transportam o fluido até a cavidade oral. O
estroma, composto por tecido conjuntivo, apresenta tecido adiposo em seu
interior, o qual aumenta com a idade (PINKSTAFF, 1980)*. Também apresenta
um ou mais linfonodos que foram incorporados durante o desenvolvimento da
glandula (AVERY, 1994). Sua exocitose € estimulada tanto por ramos de nervos
simpéticos quanto parassimpéticos do sistema autdbnomo (RIBEIRO et al.,
2001).

Em roedores, a glandula Pardétida é puramente serosa, sendo constituida
por &cinos e ductos (intercalares, estriados e excretores) que formam o
parénquima, e por um estroma constituido por tecido conjuntivo, muito

semelhante a descricdo da mesma em humanos (SUZUKI et al., 2003).

Os &cinos sao células citologicamente caracterizadas como tipicas
células serosas contendo granulos acidofilicos. Em nivel ultra-estrutural, essas
células possuem muitos granulos secretorios elétron-densos nas regides apical
e supranuclear do citoplasma, estando o complexo de Golgi situado também
nessa regido (SIMSON, 1969). O complexo de Golgi é composto por 4 ou até 7
pares de membranas cisternas empilhadas com algumas pequenas vesiculas
encontradas proximo a face interna. Observam-se pequenos segmentos,
formas vesiculares e disposicdes lamelares de reticulo endoplasmatico rugoso

extensamente distribuidos através do citoplasma.

Terminacdes nervosas sdo observadas entre as células acinares
adjacentes (REDMAN et al.,1970)2. As células epiteliais dos ductos intercalares
possuem alguns granulos elétron-densos de tamanho variado na regido apical
e supranuclear. O complexo de Golgi com vacuolos € bem desenvolvido na
regido supranuclear. Os ductos estriados sdo formados por células epiteliais
com pequenos granulos elétron-densos periféricos e alguns granulos
periféricos de alta elétron densidade nas regides apical e supranuclear. O
complexo de Golgi, com vacuolos e lamelas esta localizado na regido
supranuclear (SIMSON, 1969).

! PINKSTAFF, C.A.,The Cytology of salivary glands, Rev. Cytol.,v. 63, no. 1, p 141-261, West Virginia, 1980, Apud
RIBEIROT. C. C., 2001.

2 REDMAN, R.S.; SREEBNY, L.M.,The prenatal phase of the morphosis of the rat parotid gland. Anat. Rec., v.168, no.
2, p.127 — 137New York, 1970, Apud RIBEIRO T. C. C., 2001.
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Um fato interessante a respeito da parétida do rato e do camundongo é
sua extremamente lenta morfogénese pré-natal, que resulta numa morfologia
rudimentar da glandula ao nascimento (PINKSTAFF, 1980)%. J4 a glandula
exorbital lacrimal é uma glandula do tipo acinoso composto, seu epitélio
secretor é constituido por células piramidais, com nucleo no terco inferior da
célula, com padrdo oscilante da sua afinidade tintorial e volume. O citoplasma
tem aspecto caracteristico, pois apresenta uma regiao apical clara, cheia de
granulos finos levemente basdfilos, observando-se na sua regido basal, intensa
basofila, apresentando aspecto estriado tipico. Os ductos excretores,
inicialmente delgados e constituidos por células epiteliais achatadas, véao
confluindo e aumentando de diametro. Esses ductos mais grossos sao
revestidos internamente por um epitélio cubico ou cilindrico e externamente por
tecido conjuntivo. Relnem-se em um ducto Unico que termina apos
anastomose com ducto da glandula intraorbital, na conjuntiva (RIOS et al.,
2004).

A disposicéo anatdomica das glandulas foi descrita por BENSON (1964) e

podemos observar na figural.

Figura 1. Desenho da anatomia do rato.

Glandula Intraorbital l MenbranaNictitante
|

|

Glandula Parctida

Ducto Lacrimal

slandula Sublingual

\
\chiula Linfatico

N Glandula Exorbital Lacrimal

GlAndulaSubmandibular

Fonte: Benson, 1964.

3 PINKSTAFF, C.A.,The Cytology of salivary glands, Rev. Cytol.,v. 63, no. 1, p 141-261, West Virginia, 1980, Apud
RIBEIROT. C. C., 2001.
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3 MATERIAIS E METODOS

ANALISE MACROSCOPICA: Foram utilizados 7 ratos (R. norvegicus sp.)
machos da raca Wistar e 6 camundongos (M. musculus sp.) também machos,
conforme citado na literatura (PERINGER, 2008), obtidos das coldnias do
CREAL da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil,
com 60 dias de vida e pesando entre 300 a 400 gramas. Foi administrado
racdo comum (Nutrival, CR-1, Nutrival Nutrientes — Curitiba — Brasil) e agua ad
libitum para todos os ratos. Os animais foram acomodados em leitos
Esterilizados (Vet-Sul, Porto Alegre, Brasil) e ventilacdo adequada com
temperatura oscilando entre 20 a 22°C, em caixas plasticas estéreis, com
cobertura de metal, armazenando trés animais cada caixa. Os Ratos foram

expostos a luz apropriada e ciclo escuro (12 horas de luz e escuridao).

Os animais foram anestesiados com os seguintes anetésicos: Cloridrato
de Cetamina 10%, (Ketalar, Parke Davis, Sao Paulo, Brazil) 0,1mg /100g IM e
Xilazina 2%, (Rompum, Bayer S.A., Sdo Paulo, Brasil) 0,1mg/100g IM (Fig. 2),
a anestesia foi aplicada utilizando-se a técnica intramuscular(Fig. 3). Apés este
procedimento, os animais foram posicionados na mesa cirirgica em decubito

dorsal com extenséo cervical (Fig 3).

Antes da remocao das glandulas, foram observados pontos anatémicos
referenciais para a identificacdo da Glandula Parétida bem como para a
identificagdo da Glandula Exorbital Lacrimal. Apés a anestesia iniciou-se o
procedimento cirdrgico, a incisdo foi feita do mento até o 0sso esterno,
verticalmente na linha média e na altura do esterno foram realizadas duas
incisOes laterais horizontais (Fig. 4 e 5). A pele e o tecido celular subcutaneos
foram divulsionados de maneira a expor todas as glandulas salivares, essa
divulsdo foi prolongada até o pavilhdo auditivo de maneira a expor
perfeitamente a Glandula Exorbital Lacrimal (Fig 6). Apds a divulsédo total dos
tecidos, ja com as glandulas perfeitamente expostas, observou-se a posi¢ao
anatbmica das mesmas (Fig. 7), ja descritas na literatura (BENSON, 1964).
Uma vez removidas as glandulas, o animal foi submetido a eutanasia. Os
animais foram descartados em seu local de origem (colénias do CREAL da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil) apés a

realizacdo dos procedimentos.

ANALISE MICROSCOPICA: As pecas retidas do procedimento cirtrgico,

26 glandulas parotidas e 26 glandulas exorbitais lacrimais, foram fixadas em
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solucdo de Metacarn por um periodo de 3 horas. Apés esse periodo, as pegas
foram submetidas ao processamento de inclusdao em parafina (Biotec®, Porto
Alegre, Brasil). As pecas passaram por quatro baterias de alcool absoluto
durante 30 min cada, duas baterias de xilol durante 30 min cada e duas
baterias de parafina a 60°c durante 1 hora e 15 min cada. Apdés o
processamento as pecgas foram acondicionadas em embalagens de papel Kraft
e armazenadas sob refrigeracdo. As pecas incluidas foram submetidas a cortes
de aproximadamente 5 um cada, e separadas em laminas de vidro. Utilizou-se
a coloragdo de Hematoxilina-Eosina visando a observacao de microestruturas
do tecido e Tricromico de Mallory que é uma solucdo corante para o estudo de
tecido conjuntivo, contendo os corantes fucsina acida, azul anilina (azul de
metila), orange G e acrescido do &cido fosfotungstico em sua composicéo,
colore as fibras de colageno de azul, fibroglia, neuroglia e fibras musculares de
vermelho, e fibras de elastina de rosa ou amarelo. Também é chamado de
corante de azul anilina de Mallory ou corante de Mallory triplo. Este corante foi
utilizado com a intencdo de quantificar o estroma glandular. Além destas duas
coloracdes acima citadas, os cortes histolégicos também foram submetidos a
coloracdo histoquimica de PAS ( &cido periddico de Schiff) que é um método
de coloracéo usado para detectar glicoproteinas nos tecidos. A reacao do acido
periodico oxida seletivamente os residuos de glicose, cria aldeidos que reagem
com o reagente de Schiff e cria uma cor purpura-magenta. Os tecidos que
adquirem esta cor sdo considerados PAS positivos.

As laminas resultantes foram examinadas em microscépio de luz
binocular da marca Olympus Modelo BX41TF e foram tomadas fotomicrografias
(Unidade de Morfometria e Histostometria, projeto FAPERGS Proap n°04/2005,
processo 0410882, sob responsabilidade do Prof. Manuel Sant'Ana Filho
vinculado ao programa de Pds-Graduacdo em Odontologia da Faculdade de
Odontologia da UFRGS) das diversas estruturas com o objetivo de
interpretacdo e descricdo das mesmas. Foram analisadas trés areas diferentes
de uma mesma amostra e feita uma média destas trés areas. No total, trés
amostras de cada glandula foram analisadas, sendo que cada animal teve
ambas as glandulas, parotida e exorbital lacrimal, utilizadas para analise. Ao
todo, sete ratos e seis camundongos foram utilizados, somando um total de 72
amostras, as quais foram submetidas a analise do software. Cada glandula foi
seccionada em duas partes e um corte do centro e dois das extremidades

foram utilizados para a confeccdo das laminas. As imagens obtidas das


http://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido_conjuntivo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fucsina_%C3%A1cida
http://pt.wikipedia.org/wiki/Azul_de_metila
http://pt.wikipedia.org/wiki/Azul_de_metila
http://pt.wikipedia.org/wiki/Orange_G
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_fosfotungstico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Col%C3%A1geno
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laminas submetidas a coloracao de Tricrémico de Mallory foram adicionadas ao
softwer Image J® e analisadas pelo mesmo. Os resultados obtidos pela analise
do softwer Image J® foram submetidos a analise estatistica, calculo do teste t
de student. Considerando-se um valor de p < 0.05 como estatisticamente

significante.

Figura 2- Seringa e anestésicos Figura 3-Anestesia Intramuscular

Fonte: Do autor. Fonte: Do autor.

Figura 4- Demarcacéao das incisdes Figura 5-Incisdes laterais e Mento

Fonte: Do autor. Fonte: Do autor.

Figura 6- Divulsdo dos tecidos Figura 7- Glandulas expostas, em A glandulas
parétidas e em B glandulas exorbitais lacrimal

Fonte: Do autor. Fonte: Do autor.
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4 RESULTADOS
A analise dos resultados foi dividida em dois momentos, inicialmente foi

feita uma andlise macroscopica e posteriormente uma analise microscoépica.

4.1 Analise macroscopica

Foi observado no momento da realizacdo do acesso cirdrgico que a
glandula pardtida apresenta-se como uma estrutura difusa, com limites
anatdbmicos irregulares e com aparéncia de tecido adiposo. Além disso,
apresenta cor amarelada, também semelhante a tecido adiposo, e posicéo
posterior a glandula exorbital lacrimal, estando intimamente relacionada a ela
(Figura 8A, 9 Ae 10A).

Foi observado, no momento da realizacdo do acesso cirargico, que a
glandula lacrimal exorbital do roedor apresenta-se como uma estrutura bem
delimitada e de limites regulares, com coloragcédo diferenciada da glandula
parétida, tendendo ao pardo, e relacionando-se com o ducto da pardtida,
estando assentada sobre ele e facilmente separavel do mesmo (Figura 8B, 9B
e 10B).

Figura 8- Acesso cirtrgico expondo as glandulas Parotida (A) e Exorbital Lacrimal (B).

Fonte: Do autor.
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Figura 9- Acesso cirirgico expondo as glandulas Parétida (A) e Exorbital Lacrimal (B).

Fonte: Do autor.

Figura 10- Glandula Parétida(A) e Exorbital Lacrimal (B) apés serem removidas.

Fonte: Do autor.

4. 2 Analise Microscépica
A partir das laminas submetidas a coloracdo de Hematoxilina e Eosina,
foi possivel a caracterizagdo histomorfologica das estruturas glandulares.

Na analise das laminas obtidas a partir das amostras de glandula
parétida, retiradas através do procedimento cirdrgico, observou-se que a
glandula possui estrutura de septos conjuntivos, dividindo a glandula na
estrutura classica da parétida, ja descrita pela literatura (AVERY, 1994) de
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I6bulos; possui uma grande quantidade de ductos quando comparada a
exorbital lacrimal; seus l6bulos sdo bem marcados, os &cinos bem cromofilos
permeados por muitos ductos. Apresenta muito estroma, em forma de traves
conjuntivas que se estendem por toda a extensdo do parénquima. Enfim, tem
um contetdo predominantemente seroso (figuras 11 e 12).

Figura 11- Fotomicrografia da morfologia estrutural da glandula parétida do rato Winstar em
colorac@o de Hematoxilina-Eosina. Em aumento de 100x

Fonte: Do autor.

Figura 12 - Fotomicrografia da morfologia estrutural da glandula parétida do camundongo em
coloracéo de Hematoxilina-Eosina. Em aumento de 100x

Fonte: Do autor.
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Na analise das laminas obtidas a partir das amostras de glandula
exorbital lacrimal, retiradas através do procedimento cirurgico, observou-se que
a glandula possui uma estrutura que ndo é vinculada a septos conjuntivos
extensos nem numerosos. Possui uma quantidade de ductos muito inferior se
comparado com a parétida, apresentando cromofobia e estruturas glandulares
maiores. Os ductos possuem luz bem ampla com células cuboides no interior
de seu revestimento, as células das estruturas secretorias terminais
apresentam nucleos arredondados e se dispdem na periferia com nitida
diferenca na atividade tintorial, como podemos observar na figura 13.

Figura 13 - Fotomicrografia da morfologia estrutural da glandula lacrimal do rato Winstar em
colorac@o de Hematoxilina-Eosina. Em aumento de 100x.

Fonte: Do autor.

O parénquima glandular apresenta estruturas com diferentes momentos
secretoérios, como pode ser observado nas figuras 14 e 15, algumas estruturas
apresentam-se muito vacuolizadas enquanto que outras ndo tém presenca
nem de vacuolos nem de granulos intracelulares.

As estruturas secretorias terminais apresentam aspecto morfolgico
variados. Estas variam desde estruturas de tamanho menor, com células de
citoplasma intensamente corado e cromofilo, com nucleos arredondados na
porcdo basal, passando para uma fase intermediaria onde as estruturas
terminais sao maiores, com células menos cromdfilas, com aspecto do

citoplasma levemente granular e ndcleos basais, até um estagio final onde
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encontramos vacuolos de secrecdo intracitoplasmatico e nucleos mais

achatados na periferia .

Figura 14 - Fotomicrografia da morfologia estrutural da glandula lacrimal de camundongo em
coloracdo de Hematoxilina-Eosina. Em aumento de 400x mostrando diferentes momentos do
parénquima glandular, diferentes momentos de vacuoliza¢éo citoplasmatica.

Fonte: Do autor.

Figura 15 - Fotomicrografia da morfologia estrutural da glandula lacrimal de rato em coloragéo
de Hematoxilina-Eosina. Em aumento de 200x mostrando diferentes momentos do parénquima
glandular em uma mesma glandula, as linhas amarelas mostram os limites entre os diferentes
acinos.

Fonte: Do autor.

Para caracterizarmos o0s vacuolos e seu contedudo, com a hipétese de
que poderia ser seu contetdo glicoproteico, os cortes obtidos também foram
submetidos a coloracdo de PAS (Acido Periddico de Schiff), para evidenciar
possivel presenca de glicoproteinas. Os resultados obtidos (figuras 16 e 17)

mostraram que ndo houve marcacao nos tecidos.
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Figura 16 - Fotomicrografia da glandula Figura 17 - Fotomicrografia da glandula
parétida de rato em coloracao de PAS. Em exorbital lacrimal de rato em coloracao de
aumento de 400x. PAS. Em aumento de 400x.

Fonte: Do autor. Fonte: Do autor.

A partir das laminas submetidas a coloracéo de Tricromico de Mallory foi
possivel realizar uma anélise quantitativa do estroma glandular utilizando o
software de analise histoldgica Image J®.

Figura 18 - Fotomicrografia de Parétida de rato em coloragdo de tricrdmico de Mallory. Em
aumento de 100x.

Fonte: Do autor.

O tecido conjuntivo € marcado em azul nesta coloracdo, com o auxilio do
software foi possivel quantificar a area marcada em azul, pois o0 mesmo
reconhece a tonalidade da coloracdo e assim é possivel calcular a
porcentagem de area ocupada por tecido conjuntivo em cada amostra. Apos
ser submetido a analise do software, obtivemos uma imagem como a figura 19,
e também a porcentagem de area marcada, expressa em numeros, como

vemos nas tabelas 1, 2, 3 e 4.



Figura 19- Marcacao do estroma glandular.

Fonte: Do autor.
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Tabela 1- Porcentagem de estroma glandular marcado de trés diferentes areas de uma mesma

amostra. Glandula Parétida de ratos.

Amostra Porcentagem de area marcada
R1A 16,28%
R1B 12,77%
R1C 33,76%
R2A 34,88%
R2B 66,2%
R2C 32,01%
R3A 23,84%
R3B 21,38%
R3C 22,93%
R4A 44,27%
R4B 25,21%
R4C 34,81%
R5A 13,59%
R5B 23,14%
R5C 29,89%
R6A 39,29%
R6B 44,91%
R6C 31,5%
R7A 25,28%
R7B 27,61%
R7C 28,96%

Fonte: Do autor.
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Tabela 2- Porcentagem de estroma glandular marcado de trés diferentes areas de uma mesma
amostra.. Glandula Exorbital Lacrimal de ratos.

Amostra Porcentagem de area marcada
R1A 0,65%
R1B 10,05%
R1C 22,4%
R2A 2,28%
R2B 2,58%
R2C 2,04%
R3A 2,47%
R3B 3%
R3C 3,07%
R4A 1,54%
R4B 4,88%
R4C 8,9%
R5A 3,57%
R5B 3,52%
R5C 2,05%
R6A 5,68%
R6B 4,67%
R6C 3,97%
R7A 4,34%
R7B 3,52%
R7C 2,11%

Fonte: Do autor.

Tabela 3- Porcentagem de estroma galndular marcado de trés diferentes areas de uma mesma
amostra Glandula Parétida de camundongos.

Amostra Porcentagem de area marcada
C1A 28,47%
C1B 21,37%
Ci1cC 12,64%
C2A 20,11%
C2B 13,9%
Cc2C 28,31%
C3A 34,12%
C3B 22,25%
C3C 15,1%
C4A 15,77%
C4B 12,45%
c4aC 13,49%
C5A 10,29%
C5B 19,32%
C5C 18,49%
C6A 15,54%
C6B 24,14%
CeC 28,77%

Fonte: Do autor.
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Tabela 4 - Porcentagem de estroma glandular marcado de trés diferentes areas de uma
mesma amostra. Glandula Exorbital Lacrimal de camundongos.

Amostra Porcentagem de area marcada
C1A 8,46%
C1B 5,83%
Ci1cC 3,31%
C2A 5,98%
C2B 8,24%
c2C 7,93%
C3A 2,95%
C3B 2,41%
C3C 3,56%
C4A 5,19%
C4B 4,75%
c4C 8,08%
C5A 4,54%
C5B 4,21%
C5C 7,36%
C6A 6,09%
C6B 6,8%
Ce6C 5,72%

Fonte: Do autor.

Com o uso desta ferramenta foi possivel determinar a porcentagem de
estroma glandular presente em cada glandula e comparar, para podermos

justificar nossa hipotese observacional..

A partir dos resultados obtidos em numeros (porcentagem) , foi realizada
a analise estatistica. Foi usado um teste t de Student pareado para calcular a
significancia estatistica e o resultado foi um valor de p < 0.01 (ANEXO 3).

No Gréafico 1 podemos observar também, o resultado das analises

estatisticas.
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Gréfico 1 - Comparacéao entre a porcentagem de estroma presente nas glandulas parétida e
exorbital lacrimal, em ratos e camundongos .

40-

% Estroma Positivo

Fonte: Do autor.
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5 DISCUSSAO

Quanto as caracteristicas macroscopicas, a literatura aponta que ambas
as glandulas estdo em posicédo anatdmica muito semelhante, em intimo contato
(BENSON, 1964), o que foi constatado em nossa pesquisa. Este fato parece
ser o principal motivo das duvidas existentes por parte dos pesquisadores. Em
vista desse problema, recomendamos que o acesso cirdrgico seja feito como
descrito, obedecendo aos pontos anatdbmicos apresentados, numa correta

incisdo e divul¢cédo dos tecidos subjacentes.

As glandulas também apresentam marcante diferenca quanto a
coloracdo e formato, sendo a parotida de cor amarelada, forma indefinida e
limites irregulares e a exorbital lacrimal de cor parda, forma ovalada e limites
regulares, facilmente destacaveis das estruturas vizinhas, o que foi observado
em nosso estudo. Ressaltamos que, tomados esses cuidados, o pesquisador

nao estara sujeito a confundir as estruturas glandulares.

Quanto as caracteristicas microscopicas, observou-se que a paroétida
apresenta estrutura secretdria terminal do tipo acinar, sugerindo o seu
conteldo seroso, como relatado pela literatura disponivel. Devido as
caracteristicas dos fluidos secretérios, as células na par6tida possuem
citoplasma cromofilo. Porém, na lacrimal exorbital encontramos regides
cromoéfobas, que estdo associadas a um citoplasma granuloso ou vacuolizado
e regibes cromdfilas, que estdo associadas a um citoplasma com auséncia de
granulos e vacuolos intracelulares. Além disso, a glandula lacrimal exorbital
apresenta algumas estruturas secretérias de tamanho aparentemente maior,
provavelmente devido as alteracbes no conteudo sintetizado, o que

possivelmente é motivo de confusao entre os pesquisadores.

E importante destacar que os vacuolos ja haviam sido descritos pela
literatura (BENSON, 1964) como caracteristica do citoplasma da glandula
exorbital lacrimal, apresentando-se em diferentes tamanhos, sem informacéo
do conteddo destes vacuolos. Contudo, 20 anos depois, ROOMANS (1984),
relacionou o balango idnico de K'/Na’/ClI' com a formacdo dos vacuolos
intracelulares e acrescentando que células acinares da mesma sao ricas em
fons Ca™ que estdo localizados nos granulos de secrecdo. Tudo isso nos faz
crer, que o conteudo da glandula lacrimal exorbital do rato apresenta uma
composicao celular diferente, o que lhe confere esta caracteristica. Porém, um

ano antes, GUDMUNDSSON et al. (1985) afirmou existir um componente
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secretor nas células acinares da glandula exorbital lacrimal em roedores que é
responsavel pela formacgéo de vacuolos intra-celulares contendo fluido lacrimal

primario produzido pela glandula.

As informacfes descritas pela literatura nos apontam que a glandula
exorbital lacrimal € o tecido primario associado com o sistema de secrecéo
ocular imunologico, e responsavel pela producdo de imunoglobulinas
destinadas a composicéo lacrimal, a qual é feita exclusivamente pela glandula
lacrimal exorbital (CHEN et al,1997). No entanto, o aspecto morfolégico variado
de suas estruturas terminais e o citoplasma granuloso, que parece anteceder o
aspecto vacuolizado, e que sao encontrados em uma mesma glandula, néo foi
até o momento descrito, na literatura consultada, podendo ser estes aspectos a
grande fonte de confuséo por parte dos pesquisadores.

A partir de nossos achados, que mostraram a ndo marcacgao dos tecidos
pelo PAS, indicando a auséncia de conteddo glicoproteico, associado a
literatura disponivel (CHEN et al,1997) podemos sugerir que o contetudo
destes vacuolos € exclusivamente protéico e esta associado a secrecdo de
imunoglobulinas que estdo presentes no complexo imunologico da lagrima.
Portanto, reafirmando o conceito de que tanto a glandula parétida quanto a
exorbital lacrimal tém conteddo seroso e/ou apenas proteico, excluindo também
a ideia de que os vacuolos, presentes no citoplasma da ultima, contenham
glicoproteinas. Outra diferenca marcante € a presenca do tecido conjuntivo
abundante na parétida sob forma de traves conjuntivas que dividem o
parénquima em lobulos, enquanto que na lacrimal exorbital do rato e
camundongo ha escassez de estroma, o que foi evidenciado em nosso estudo
por meio da utilizacdo do softwer Image J® que a partir de imagens
histologicas feitas com a coloracdo de tricrbmico de Mallory, quantificou a
presenca de estroma nas duas glandulas, permitindo-nos concluir que a
parétida apresenta cerca de 25% a mais estroma glandular do que a exorbital

lacrimal.

A partir dos resultados obtidos em nameros (porcentagem), realizamos
um analise estatistica para comprovar se a diferenca entre as quantidades de
estroma presente nas amostras era significativa. Utilizamos um teste t pareado
para calcular a significancia estatistica e o resultado foi um valor de p < 0.0001,

0 gque representa uma diferenca estatisticamente significante.
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Tal conclusdo nos sugere que o aporte sanguineo para exorbital
lacrimal do roedor ndo precise ser tdo intenso quanto o da par6tida, e que a
excrecdo de seu fluido é feita de maneira mais rapida e simples do que na
glandula salivar. Além disso, a presenca de numerosas traves conjuntivas na
glandula parétida deve-se ao fato da necessidade de sustentacdo da estrutura
glandular, que, como ja foi dito, apresenta-se difusa e com limites irregulares,
ao contrario do que se observa na glandula exorbital lacrimal que apresenta

poucas traves conjuntivas e uma resistente capsula fibrosa ao seu redor.
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6 CONCLUSAO
O resultado da andlise das glandulas demonstrou que a principal

diferenca macroscopica entre elas refere-se a coloracdo, forma e tamanho.

Quanto as caracteristicas microscopicas essas diferencas séo
marcantes quando observamos o tamanho e a forma das estruturas secretorias
terminais, presenca de tecido conjuntivo e caracteristicas celulares, como
forma do nucleo e caracteristicas do citoplasma, evidenciando processos

secretorios diferentes entre as mesmas.
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ANEXO 1

Protocolos de Processamentos Histologicos de Rotina

1) Metacarn
Tempo de Fixacédo : 3 horas

Composic¢éo: 60% de Alcool metilico,30% de Cloroférmio e 10% de

Acido acético

Inclusdo das pecas fixadas:

Lavar as amostras rapidamente em alcool etilico absoluto.
Banhos:

Alcool etilico absoluto por 30 minutos.
Alcool etilico absoluto por 30 minutos.
Alcool etilico absoluto por 30 minutos.
Alcool etilico absoluto por 30 minutos.
Xilol por 15 minutos.

Xilol por 15 minutos.

Xilol por 15 minutos

Paraplast por 45 minutos.

Paraplast por 45 minutos.

Paraplast por 45 minutos

Incluséo e identificacéo

2) Coloracao de Hematoxilina e Eosina:

Xilol I por 30 minutos.

Xilol 1l por 30 minutos.

Alcool absoluto por 3 minutos.
Alcool 95% por 3 minutos.

Alcool 70% por 3 minutos.
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Agua corrente por 5 minutos.
Hematoxilina por 30 segundos.
Agua corrente por 5 minutos.

Eosina por 60 segundos.

Agua corrente por 5 segundos.
Alcool 95% por 3 segundos.

Alcool absoluto por 3 minutos.
Alcool absoluto por 3 minutos.
Alcool/xilol (50%cada) por 3 minutos.
Xilol I por 3 minutos.

Xilol 1l por 3 minutos.

3) Coloracéao por tricromico de Mallory

Xilol I por 30 minutos.

Xilol 1 por 30 minutos.

Alcool absoluto por 3 minutos.
Alcool 95% por 3 minutos.
Alcool 70% por 3 minutos.
Agua corrente por 5 minutos.
Tricrébmico de Mallory por 8 minutos.
Agua corrente por 5 minutos.
Eosina por 60 segundos.
Agua corrente por 5 segundos.
Alcool 95% por 3 segundos.
Alcool absoluto por 3 minutos.

Alcool absoluto por 3 minutos.
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Alcool/xilol (50%cada) por 3 minutos.
Xilol | por 3 minutos.

Xilol Il por 3 minutos.
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ANEXO 3

TABELA DE RESULDOS DAS ANALISES ESTATISTICAS
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Resultados

Ratos Pardétida

VS

Ratos Exorbital acrimal

paired t test

P value < 0.0001
P value summary Frk
ns signif. different? (P < 0.05) Yes
e- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=8.769 df=39

)w big is the difference?

pan = SEM of column A

30.12 + 2.630 N=21

ran + SEM of column B

4.832 +1.047 N=20

ference between means 25.29 £ 2.884
5% confidence interval 19.451t0 31.12
R squared 0,6635
2St to compare variances
F,DFn, Dfd 6.626, 20, 19
P value 0,0001
P value summary Frk
ances significantly different? Yes
Number of values 21 21
Minimum 12,77 .54
25% Percentile 23,04 328
Median 28,96 ,52
75% Percentile 34,85 828
Maximum 66,2 2,4
Mean 30,12 832
Std. Deviation 12,05 682
Std. Error 2,63 047
Lower 95% ClI 24,63 641
Upper 95% CI 35,61 023
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Camundongos Parotida

VS

Camundongos Lacrimal

paired t test

P value < 0.0001
P value summary Frx
Are means signif. different? Yes
(P <0.05)
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=8.431 df=34

How big is the difference?

Mean = SEM of column C

19.70 + 1.606 N=18

Mean + SEM of column D

5.634 + 0.4510 N=18

Difference between means 14.06 + 1.668
95% confidence interval 10.67 to 17.45
R squared 0,6764
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 12.68, 17, 17
P value < 0.0001
P value summary *kk
Are variances significantly Yes
different?
Number of values 18 18
Minimum 10,29 2,41
25% Percentile 13,8 4,048
Median 18,91 5,775
75% Percentile 25,18 7,503
Maximum 34,12 8,46
Mean 19,7 5,634
Std. Deviation 6,813 1,914
Std. Error 1,606 0,451
Lower 95% CI 16,31 4,682
Upper 95% CI 23,08 6,585




