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Resumo

Manter uma boa satde depende, entre outros fatores, de
um fluxo salivar adequado'. Os danos causados por obstru-
¢a0, traumas ou remog¢ao cirdrgica das glandulas salivares po-
derdo acarretar alteracio na producio salivar. Qualquer dimi-
nuicio no fluxo salivar trard consequéncias danosas ao organis-
mo. Desenvolveu-se este trabalho com o objetivo de aprofundar
o conhecimento nos mecanismos que envolvem a regenera-
¢ao da Glandula Submandibular (GSM) de ratos submetida a
excisao parcial de um de seus lobos. Forma de estudo: Ex-
perimental. Material e Método: Foram utilizadas 1aminas re-
ferentes ao desenvolvimento glandular de ratos aos 15, 16, 17,
18 e 19 dias de vida fetal, e 20 ratos machos de 30 ou 60 dias.
Ap6s conveniente anestesia foi removido o terco inferior do
lobo esquerdo da GSM de cada animal. ApSs a remocao, foram
deixados a se recuperar por 2, 3, 7 e 15 dias. Nestes tempos
determinados foram eutanaziados, as glindulas removidas, fi-
xadas em Methacarn, incluidas em parafina, e cortes de 5 Y4m
efetuados. Foi realizada coloracao ou com hematoxilina/eosina
ou com 4cido Periédico Reativo de Schiff (PAS). Resultados:
Observou-se que o processo regenerativo se instalou preco-
cemente e em todos os espécimes estudados. Foi semelhante
ao aspecto verificado no desenvolvimento glandular normal e
mais acentuado no rato de 30 dias. A citodiferenciacio repre-
sentada pela marcacio das mucinas neutras pelo PAS foi dis-
creta inicialmente, logo ap6s atingindo sua produ¢iao maxima,
entio finalmente reduzindo a expressdo, sendo mudada a sua
localizacao inicial. Conclusio: Baseados nos resultados obti-
dos, concluiu-se que o processo regenerativo da GSM de ratos
excisada é estavel, permanente e gradual, seguindo etapas
definidas.
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Summary

Maintaining good health depends on, amongst other
factors, of an adequate salivary flow"*?. Damage caused by
obstruction, trauma or surgical removal of the salivary glands
may lead to alterations in the saliva production. Any reduction
in the salivary flow may result in harmful consequences to
the living organism. This project was developed in order to
enlighten the knowledge about the mechanisms that involve
the regeneration of the rat submandibular gland (SMG)
submitted to a partial lobe excision. Study design:
Experimental. Material and Method: Archived sections of
rat submandibular glands of 15, 16, 17, 18 and 19 days of
fetal life, and twenty male rats aging 30 or 60 days were
utilized. Following anesthesia, the inferior third of the left
lobe of the SMG of each animal was removed. Each animal
was then left for recovery during 2, 3, 7 or 15 days, when
were euthanazied and the glands removed, fixed in
Methacarn solution, parafinated, and with sections of 5 “4m
under microtomy. Staining was either done by hematoxilin/
eosin or by Periodic Schiff Acid (PAS). Results: It was
observed that the regenerative process occurred early and
in all the specimens studied. It was similar to the aspect
verified in the normal glandular development, and more
pronounced at the 30-day rat. The cytodifferentiation
represented by the neutral mucin labeling by the PAS, initially
discrete, later on reaching its highest peak, and finally
reducing its expression, having its place of initial
establishment being changed. Conclusion: Based on the
results, it was possible to conclude that the regenerative
process of the rat excised SMG is stable, permanent and
gradual, following determined stages.
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INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

Manter uma boa satide bucal depende, entre outros
fatores, de um fluxo salivar adequado. A saliva é um fluido
produzido pelas glandulas salivares e composta de restos
celulares, bactérias, proteinas e restos alimentares. Gracas
as suas propriedades de interferir na cicatrizac¢io tecidual,
atuar no tamponamento 4cido, atuar nos processos de
desmineralizacio e remineralizacio dental, ser bactericida e
bacteriostatica, ser fonte de fatores de crescimento, é que
podemos ter equilibrio e satide na cavidade bucal'*3.

A perda de alguma por¢ao de glandula salivar, por
obstrucio, por traumas, remocio de tecido tumoral ou outra
alteracao patologica, podera acarretar em prejuizo do fluxo
salivar, trazendo conseqiiéncias danosas ao organismo. Por-
tanto, o conhecimento mais profundo de todos os proces-
sos envolvidos na recuperacio do 6rgao afetado se torna
fundamental.

O desenvolvimento de todas as glandulas salivares é
semelhante. Na submandibular (GSM) de ratos, que € um ex-
celente modelo experimental para estudo dos processos que
envolvem a organogénese, o desenvolvimento glandular ini-
cia-se aos 14 dias de vida intra-uterina e completa-se com a
diferenciacio de seu compartimento acinar por volta da 42 se-
mana apos o nascimento®’. No desenvolvimento glandular, o
qual influencia tanto a morfogénese (arquitetura ramificada)
como a citodiferenciaciao (amplificacao da capacidade secretora
das células), estio bem estabelecidas as interacdes que ocor-
rem entre o ectomesénquima e as células epiteliais®’.

No entanto, existem poucas referéncias na literatura
a respeito de processos regenerativos de glaindulas salivares
submetidas a danos mecinicos ou que tenham parte de sua
estrutura excisada.

Baseados nesses fatos, o objetivo deste estudo foi a
compreensao melhor do processo de regeneracio da GSM
de ratos submetida a excisao parcial de um de seus lobos.

Foi utilizada a técnica de coloracio de hematoxilina e
eosina para a comparac¢do morfologica do processo
regenerativo com o desenvolvimento normal glandular vis-
to por Fossati (2000)°. Para verificar a diferenciacio celular
(aqui entendida como a capacidade de formacao/secrecao
de produtos celulares) foi empregada a técnica histoquimica
do Acido Peri6dico Reativo de Schiff (PAS), que é capaz de
evidenciar a formacao de mucinas e carboidratos, que sao
componentes do fluido salivar primario®?.

MATERIAL E METODO

Este estudo foi submetido a apreciacio e aprovado
pela Comissao Cientifica e Comissio de Pesquisa e Etica em
Saude do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Projeto n®
01-048.

Em complementacio ao material utilizado na pesqui-
sa, foram analisadas 1aminas de arquivo representativas do

desenvolvimento embriondrio da GSM de ratos aos 15, 16,
17, 18 e 19 dias de vida fetal. Esse material fez parte do
estudo desenvolvido na Tese de Doutorado de Fossati
(2000)°.

Animais

Foram utilizados no experimento 20 ratos Wistar
machos de 30 (jovens) ou 60 (adultos) dias de idade, consi-
derados um excelente modelo animal no estudo da GSM.

Técnica Cirirgica

Os animais foram anestesiados com as drogas
Vetanarcol e Rompum na proporcao 1:1 e na dose de 0,2ml
para cada 100 gramas de peso corporal, aplicada
intramuscularmente.

Realizada a tricotomia da regiao média do pescoco, a
GSM foi exposta e os lobos glandulares medidos por meio
de um compasso e de uma régua milimetrada.

O lobo esquerdo teve seu terco inferior removido,
tendo-se o cuidado de nio lesar nenhuma estrutura do ani-
mal. Suturados, os animais foram levados ao biotério central,
onde ficaram com alimentacao e agua ad libitum, durante
os tempos de recuperacio estabelecidos na pesquisa: 2, 3,
7 e 15 dias po6s-cirargicos.

Foram divididos de acordo com a idade e com o tem-
po de espera de recuperagcio, momento em que foi feita a
remocao do material glandular. Ambos os lobos foram medi-
dos novamente, removidos e imediatamente colocados em
solucgio fixadora de Methacarn durante 3 horas a temperatu-
ra ambiente.

Procedimentos histologicos

Apo6s a fixagdo, procedeu-se ao processamento
histologico de rotina, sendo cada pe¢a incluida em parafina.
Foram realizados cortes de Spm em micrétomo rotatorio,
sendo alguns espécimes submetidos a técnica de coloracio

da hematoxilina e eosina (H/E) e outros a técnica
histoquimica do Acido Periédico Reativo de Schiff.

Analise Observacional

As pecas histologicas dos grupos de animais jovens e
adultos nos diferentes tempos de regeneracio foram analisa-
das morfologicamente, na coloracio de hematoxilina e eosina.

A andlise qualitativa observacional do material obtido
foi realizada por trés observadores em microscopio de luz
marca Olimpus modelo V-MDOB3 em aumentos de 100x e
de 400x.

RESULTADOS

Morfologia

O processo regenerativo ocorreu em 100% dos casos
analisados e se instalou precocemente. Aos dois dias pos-
cirargicos, nos animais jovens, o local da cirurgia se caracte-
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rizou por uma grande quantidade de estroma, zonas hemor-
ragicas, presenca de células inflamatorias, vasta angiogénese
e proliferacio de cordodes de tecido epitelial macico (Figura
1A).

Aos trés dias, ja se observou a presenca de luz no
interior de alguns dos rudimentos inicialmente macicos, com
figuras provaveis de apoptose nas células centrais desses
acumulos epiteliais, e ainda a presenca de abundante estroma
e dos elementos celulares do processo inflamatério (Figura
1B). Esta situac¢io se modificou aos sete dias, onde se verifi-
cou reducio do tecido conjuntivo, devido a proliferacio do
tecido epitelial em busca do padrao ramificado da GSM. Esse
aspecto foi semelhante aquele observado durante o desen-
volvimento glandular normal (Figura 1C e 2). Em alguns
espécimes, nesta mesma época, notou-se proliferacio acen-

Figura 1. Fases da regeneracao com coloracao H/E.

a) Aos dois dias mostrando proliferacao de corddes macicos (*) e rudimentos epiteliais indiferenciados (+) em abundante estroma.

b) Aos trés dias com estroma em abundancia (seta preta), apresenta rudimentos epiteliais mais diferenciados mostrando células centrais em
apoptose (seta branca).

c) Regeneracao observada aos 7 dias, com aspecto lobular instalado e reducéo do estroma (setas).

d) Aos sete dias, estruturas ductais ainda em diferenciacao (¥).

tuada de estruturas semelhantes a ductos, ja apresentando
luz central, mas ainda com pouca diferenciacio (Figura 1D).

Aos 15 dias, o processo regenerativo assemelhou-se
a por¢ao remanescente da GSM, apresentando pouca quan-
tidade de estroma, septos de conjuntivo que formam l6bu-
los e uma estrutura epitelial de ductos e secretoria bastante
complexa (dado nao mostrado).

Nos animais adultos, o processo regenerativo se mos-
trou retardado em relag¢io aos jovens, com estruturas glan-
dulares mais rudimentares (Figura 3).

Diferenciacio celular

Aos dois dias pés-cirdrgicos observou-se poucos rudi-
mentos com uma marca¢ao muito discreta do PAS, que foi
observada mais no estroma e lamina basal de vasos (Figura
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Figura 3. Coloragdo em H/E: em a e b — animal de 60 dias com trés dias de regeneragao, com rudimentos epiteliais macicos (setas); em b —
células provavelmente em apoptose (seta); em ¢ e d — animal de 30 dias com trés dias de regeneragao, ja com luz central (setas); b e d —
aumento maior de regides de a e c.
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4A). Aos trés dias ficou bem evidente no citoplasma de ductos
e terminacdes secretorias em desenvolvimento (Figura 4B).

Notou-se um declinio nas fases seguintes, com pou-
cos granulos positivos nas estruturas mencionadas, e a mar-
cacio ficou restrita aos ductos estriados aos 15 dias de rege-
neracio (Figura 4C e 4D). A avaliacio do desenvolvimento
normal da GSM mostrou que as mucinas neutras sao inicial-
mente marcadas aos 17 dias de vida fetal nos rudimentos
glandulares embrionarios.

DISCUSSAO

Achados semelhantes aos deste estudo foram obti-
dos por outros autores'". Aspecto semelhante ao desen-

el Lo e

Figura 4. Marcacao de PAS nas fases de regeneragao.

volvimento normal da GSM foi observado em todas as fases,
fato este que diferencia bem o aspecto encontrado, de uma
simples reparacio do 6rgao. A regiao em processo de rege-
neracio foi caracteristica em todos animais, independente
da faixa etaria. Apresentou-se mais adiantada no animal mais
jovem (30 dias), onde os rudimentos glandulares encontra-
vam-se mais definidos, aparentando um grau mais adianta-
do de desenvolvimento. Esse fato é explicavel por se en-
contrar o rato na puberdade, quando seu ducto granuloso,
horménio-dependente, torna-se muito proeminente no ani-
mal macho'®. O referido segmento ductal, que se localiza
entre o ducto intercalar e o estriado, é fonte de fatores de
crescimento como EGF (epidermal growth factor), FGF
(fibroblast growth factor), dentre outros, que provavelmente

a) Aos dois dias observa-se pouca marcagéo na area de regeneragao (seta).
b) Aos trés dias observa-se marcagéo intensa no citoplasma dos rudimentos epiteliais (setas).

c) Aos sete dias ocorre um decréscimo da marcagao citoplasmatica.

d) Aos quinze dias observa-se a marcagao nos ductos, principalmente nas paredes celulares dos ductos estriados (seta).

Observa-se intensa angiogénese em todas as fases.
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influenciam na regeneracao™®. A drea se mostrou rica em
tecido conjuntivo, um estroma abundante e muito
celularizado, principalmente nos primeiros dias pos-cirtrgi-
cos. A populacido de células inflamatérias diminuiu com a
evolucio da regeneracio, bem como o estroma ambiente.
Este pareceu desempenhar um papel tio importante na
regeneragiao como o faz durante o desenvolvimento®?!.

Hanks & Chaudhry (197", ao estudarem a regene-
racao da GSM de ratos ap0s excisao parcial, observaram uma
regiao necrotica central no lobo excisado no 1¢ dia p6és-ci-
rurgico, com areas hemorragicas presentes, como as
visualizadas nesse estudo ainda no 2¢ dia de regeneracio,
onde os rudimentos recém-formados foram poucos e
esparsos.

Da mesma maneira, nos dias subsequientes verificou-
se uma angiogénese intensa e um grande nimero de célu-
las inflamatérias, que estavam presentes desde o primeiro
dia observado. Acredita-se que os nutrientes fundamentais
ao processo e substancias (citocinas) mediadoras da infla-
macio que se instalou desempenhem importante papel.

Em muitos casos, principalmente aos trés dias pos-
cirdrgicos, notou-se uma extensa proliferacao de células
epiteliais, semelhante a corddes macigos, apresentando luz
central em algumas regioes. Esses cordoes se orientavam a
partir da glandula remanescente e se direcionavam a por-
¢ao em processo de formacao. Foram também observados
por Hanks & Chaudhry (1971)", que os atribuiram a células
dos ductos estriados remanescentes da cirurgia, que entao
dariam origem as cé€lulas epiteliais em regeneracao.

Entretanto, os autores deste estudo discordam, pois
acreditam que os ductos sdo ainda muito indiferenciados
para admitir qualquer caracteriza¢io, e mesmo assim, pelo
aspecto de suas cé€lulas, posi¢cio e tamanho nuclear, se asse-
melhavam mais a ductos do segmento intercalar, os quais
sabidamente possuem células progenitoras em sua estrutu-
ra*.

Takahashi & Wakita (1993)", em seus estudos sobre
aregeneracao da GSM de ratos, também relataram que, apOs
ablacao glandular com irradiacao a laser, estruturas seme-
lhantes a ductos, continuas com os ductos remanescentes
eram regeneradas na periferia do lobo danificado. No pre-
sente estudo, a formagio das novas pecas secretorias pare-
ceu se dar a partir das estruturas remanescentes, com seu
crescimento subseqliente dependente da diferenciaciao e
proliferacao progressiva das células recém-formadas. A afir-
macao de que ocorreria a partir dos ductos, como ¢ salienta-
da na literatura, parece niao ser comum a todos os casos
analisados.

A regeneracdo glandular que se estabelece a partir
da excisdo parcial do 6rgao, ou a partir da atrofia que se
segue a ligadura de seu ducto excretor, se processam de
maneiras diversas. Esse fato € bem compreensivel, e se deve
provavelmente a natureza e extensao do dano causado a
glandula, e ao suprimento sangiiineo da regido envolvida.

Takahashi et al. (1998)%, verificaram em seu estudo, que na
regeneracio que ocorreu apos a atrofia da glandula parotida
provocada por ligadura do seu ducto excretor, somente cé-
lulas ductais foram vistas na regido atréfica, sem a presenca
de nenhuma célula acinar. Este fato foi atribuido a provavel
apoptose destas cé€lulas, sendo este aspecto observado tam-
bém nesse estudo em alguns espécimes.

No entanto, este fato nao foi comprovado por
Colombo (2001)*, que realizou obstru¢io da glandula
parétida e ndo encontrou nimero suficiente de células ductais
PCNA-positivas ap6s a remocgao da ligadura.

JaThler et al. (2002)%, trabalhando com glandulas sa-
livares humanas, normais e metaplasicas, verificaram que,
em estado normal, as células luminais dos 4acinos e do ducto
intercalar se regeneravam independente da proliferaciao das
células basais ou mioepiteliais, enquanto que nos ductos
estriados e terminais a regeneracgio das células dependia da
proliferacao das células basais.

Um aspecto similar ao da GSM do rato aos 19 dias de
vida fetal foi encontrado aos sete dias da cirurgia, com ductos
e extremidades secretoras mais diferenciadas, ainda um
parénquima pouco desenvolvido, circundado por um estroma
abundante. Virias figuras apoptoticas foram vistas nesta
época, tanto nos ductos como nos futuros acinos, na por¢ao
central. Esse fato também foi observado por Hayashi et al.
(2000)%, que constataram por meio da técnica de Tunel,
microscopia de luz e eletronica, células apoptoticas que es-
tariam envolvidas com a redu¢ao do nimero de células do
tibulo terminal e com a formag¢io do limen glandular, no
desenvolvimento pés-natal da GSM de ratos.

Aos 15 dias de regeneracio foi observado aspecto
semelhante a glandula adulta, envolvida ja por uma capsula
fibrosa. Isto foi também observado por Hanks & Chaudhry
(1971, ao constatarem que estas células em diferencia-
¢a0, as trés semanas pos-cirdrgicas se organizavam em 16-
bulos. Takahashi et al. (1998)%, no entanto, observaram essa
situacao mais precocemente, ja a partir dos 10 dias de rege-
neracdo, que se seguiu a obstrucio ductal da glandula
parétida. Essa diferenca nos tempos de regeneragio total
glandular se deve talvez a maior destruicao do 6rgao que
ocorre na ablacio parcial. Ao contrario do que foi constatado
pelos primeiros autores, a regeneracao observada quando
parte da glandula foi perdida, foi mais adiantada na regiao
proximal a por¢ao nao danificada da glandula, sendo mais
atrasada na periferia do 6rgao (dado nao mostrado).

Neste estudo foi utilizada a técnica histoquimica do
PAS com a finalidade de estabelecer o inicio da produgio de
mucinas neutras pela GSM regenerada. Foi utilizada a técni-
ca histoquimica do PAS com a finalidade de estabelecer o
inicio da produ¢ao de mucinas neutras pela GSM regenera-
da. Pode-se observar que a producio de mucinas neutras
(fato que revela a diferenciacao celular) ja estava presente,
de forma discreta, aos dois dias de regeneracao, mostrando
assim também a precocidade da citodiferenciaciao. A marca-
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¢ao intensificou-se aos trés dias, com o citoplasma de célu-
las de ductos e porcdes secretérias fortemente marcados,
sendo caracterizada essa fase como o pico da producio de
mucinas. Nas fases seguintes ocorreu um declinio, com poucos
granulos positivos nas estruturas mencionadas se restringin-
do as paredes dos ductos estriados, aos 15 dias pés-cirtrgi-
cos, situacao semelhante aquela encontrada na glandula
intacta.

Comparando com material glandular fetal, se pode
observar que o pico de marcagio se deu no 172 dia de ges-
tacao, portanto com um desenvolvimento mais maturo, pois
isto corresponderia em nosso estudo 2 uma regeneracao de
cinco dias.

O processo regenerativo da GSM de ratos excisada €
estavel, permanente e gradual, seguindo etapas definidas.

CONCLUSOES

Pode-se constatar, neste estudo, que a regeneracao
glandular que se seguiu 2 ablacao parcial se instalou muito
precocemente, provavelmente logo apds a excisio realiza-
da, foi mais adiantada nos animais que se encontravam na
puberdade, e ocorreu com provavel influéncia de compo-
nentes da matriz extracelular abundante. A citodiferenciacao
pareceu ser mais precoce que durante o desenvolvimento
glandular normal, e mudou de localizacio com a evolu¢ao
do processo.
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