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REsumo

A proposta deste trabalho foi estudar morfologicamente em ratas os efeitos da ovariectomia na atrofia e regene-
ragdo da pardtida. Foram utilizadas 56 ratas divididas em dois grupos: grupo controle A (ratas ndo ovariectomi-
zadas) e grupo experimental B (ratas ovariectomizadas). Aos trés meses de idade, as ratas do grupo B foram
ovariectomizadas e as do grupo A sofreram falsa-ovariectomia. A atrofia e regeneragdo da parétida foram estu-
dadas em ambos os grupos, sendo a atrofia obtida através da ligadura do ducto excretor e a regeneragdo, através
da desobstrucdo ductal. Os animais foram sacrificados um més apds falsa-ovariectomia ou ovariectomia e nos
periodos de sete dias de atrofia glandular e de sete e 14 dias de regeneracdo glandular. As pardtidas removidas
cirurgicamente foram submetidas as coloragdes de HE e PAS. Apds falsa-ovariectomia e ovariectomia, as ratas
dos grupos A e B, respectivamente, apresentaram os mesmos aspectos morfolégicos. Durante a atrofia glandular,
houve redug¢do do parénquima, assim como inflamacao, fibrose e diminui¢do de granulos de secre¢do nos grupos
A e B. Durante a regeneragao glandular, houve o restabelecimento do parénquima, redu¢do da inflamacédo e da
fibrose e aumento dos granulos de secre¢do em ambos os grupos. Porém, aos sete dias de regeneragdo glandular,
as parétidas das ratas do grupo B apresentaram menor grau de regeneracio, o qual foi restabelecido aos 14 dias.
Conclui-se, portanto, que a ovariectomia ndo altera morfologicamente a parétida normal e ndo influencia o
processo de atrofia glandular, porém retarda o processo regenerativo glandular em sua fase inicial.
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INTRODUCAO

O estrégeno e a progesterona sdo hormonios
sexuais femininos, produzidos principalmente nos
ovéarios, sendo responsaveis pela manuten¢do das
caracteristicas femininas durante a vida ®.
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Os efeitos desses hormdnios sobre as glandu-
las salivares é uma preocupacdo cientifica atual.
Receptores para estrégeno e progesterona foram
identificados em glandulas salivares normais, bem
como em neoplasias que se originam a partir des-
sas glandulas>°, sugerindo a influéncia desses hor-
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monios na formagdo de tais lesdes e a possivel re-
posta das mesmas a uma terapia hormonal.

A ovariectomia € um procedimento cirdrgico
utilizado para reduzir os niveis séricos de estroge-
no e progesterona '”. O modelo experimental de
atrofia e regeneracdo das glandulas salivares, por
sua vez, tem sido bastante utilizado para o estudo
do potencial proliferativo de suas células >*!13,
visto o grande nimero de neoplasias que se for-
mam a partir dessas glandulas.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho
foi estudar em ratas os efeitos da ovariectomia na
atrofia e regeneracao da glandula pardétida, anali-
sando as alteracdes morfoldgicas glandulares e
buscando, através desse modelo experimental,
obter informacdes uteis quanto a influéncia dos
hormdnios sexuais femininos sobre as glandulas
salivares.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 56 ratas da raga Wistar, com
trés meses de idade e peso aproximado de 260g,
sendo as mesmas divididas em dois grupos: gru-
po controle A (28 ratas ndo ovariectomizadas) e
grupo experimental B (28 ratas ovariectomiza-
das). Este trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia
de Sdo José dos Campos — UNESP (004/2002 —
PA/CEP).

Os ratos foram anestesiados com solucdo de
cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6dihidro-4H-1,3-
tiazina (Rompum — Bayer S.A. — Saide Animal) +
ketamina base (Francotar — Virbac do Brasil Ind. e
Com. LTDA) na proporg¢do de 1:0,5, administran-
do-se 0,1ml/100g por via intramuscular, obtendo-
se os efeitos necessdrios para a realizagdo de todos
procedimentos cirtrgicos.

Os animais foram sacrificados em quatro dife-
rentes periodos de tempo, sendo sete ratas do gru-
po A e sete ratas do grupo B sacrificadas por peri-
odo. Os periodos de sacrificio dos animais foram:
a) trinta dias ap0s a falsa-ovariectomia (grupo A)
ou ovariectomia (grupo B); b) sete dias apds a li-
gadura do ducto excretor da parétida, para o estu-
do da atrofia glandular; c) sete dias apds a desobs-
trugdo ductal, para o estudo da regeneragdo
glandular nesse periodo; d) 14 dias apds a desobs-
tru¢do ductal, para o estudo da regeneragdo glan-
dular nesse periodo. Apds o sacrificio, a parétida
direita de cada animal foi excisada.
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Ovariectomia

As ratas do grupo B foram ovariectomizadas aos
trés meses de idade. Para tanto, apds tricotomia da
regido abdominal lateral, a pele e a musculatura fo-
ram incisadas longitudinalmente, na regido abaixo
da dltima costela e préxima ao nivel do rim. O ova-
rio foi identificado e exposto, sendo realizada a he-
mostasia através da ligacdo da parte superior da
trompa com fio de sutura. O ovario, a gordura cir-
cundante, o oviduto e uma pequena por¢ao do tte-
ro foram excisados. A musculatura e a pele foram
posteriormente suturadas. Esse procedimento cirtr-
gico foi realizado bilateralmente em cada animal.

Com a mesma idade, as ratas do grupo A tive-
ram somente seus ovarios identificados e expostos
cirurgicamente, sendo a seguir reposicionados para
posterior sutura da musculatura e pele previamen-
te excisadas. Essas ratas, portanto, foram submeti-
das a falsa-ovariectomia (sham).

Atrofia e regeneracio da glandula parétida

Nas ratas submetidas a atrofia glandular, reali-
zou-se a ligadura do ducto excretor 30 dias apds a
falsa-ovariectomia (grupo A) ou ovariectomia (gru-
po B). Para o estudo da regeneracdo glandular, o
ducto excretor foi desobstruido sete dias apos a li-
gadura ductal. A obstrucdo e desobstruc¢io ductal
foram realizadas segundo Siqueira et al.'' (2002).

Pesagem dos animais

As ratas dos grupos A e B que foram sacrifica-
das aos 14 dias de regeneracdo glandular foram
pesadas semanalmente a partir dos trés meses de
vida até o dia do sacrificio.

Processamento do material biologico

Todas as pegas removidas foram fixadas em so-
lucdo de formol a 10% e incluidas em blocos de
parafina, para a posterior obtengdo de cortes seria-
dos com cerca de 3um de espessura, os quais fo-
ram corados rotineiramente pela hematoxilina e
eosina (HE) e pelo método do dcido periddico de
Schiff (PAS).

Analise dos resultados

As coloragdes de HE e PAS foram analisadas
qualitativamente através de microscépio de luz. A
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estatistica descritiva da varidvel peso corporal em
funcdo do tempo consistiu na obten¢do do coefici-
ente de correlagdo linear de Pearson, equacdo da
reta de regressdo e representagdo griafica com o
diagrama de dispersdo, sendo estatistica inferenci-
al realizada através da aplicagdo do teste de Anali-
se de Variancia (ANOVA) da regressdo. O nivel de
significancia adotado foi o valor convencional de
5%.

Os programas computacionais utilizados para
analise estatistica foram o STATISTICA (versido
5.0, StatSoft, Inc., 1995) e o STATISTIX (versdo
7.0, Anlytical Software, Inc., 2000).

REesuLtapos
Analise morfologica

Segue abaixo a descri¢do dos aspectos morfo-
l6gicos das glandulas parétidas das ratas dos gru-
pos A e B, observados por meio das coloragdes de
HE e PAS.

Parétidas apds falsa-ovariectomia (sham) ou
ovariectomia das ratas

As glandulas das ratas dos grupos A e B apre-
sentaram os mesmos aspectos morfolégicos des-
critos a seguir.

HE — A glandula parétida era constituida por
I6bulos delimitados por estroma de tecido conjun-

tivo fibroso, o qual exibia fibroblastos e vasos san-
giifneos de pequeno calibre. O parénquima glan-
dular apresentou unidades secretoras terminais de
formato esférico, os 4cinos serosos, e ductos inter-
calares, estriados e excretores (Figura 1a).

PAS — As células acinares apresentaram granu-
los PAS-positivos em quantidade variada e distri-
buicdo ora homogénea no citoplasma, ora mais
concentrada na por¢do apical. As células que re-
vestiam os ductos intercalares exibiam granulos
PAS-positivos em seu polo luminal. Algumas cé-
lulas de revestimento dos ductos estriados e excre-
tores também apresentaram granulos PAS-positi-
vos no citoplasma (Figura 1b).

Atrofia glandular

As parétidas das ratas dos grupos A e B apre-
sentaram os mesmos aspectos morfoldgicos des-
critos a seguir.

HE - As glandulas mostraram-se atrofiadas e
seu parénquima era constituido basicamente por
ductos dilatados, por vezes apresentando secre¢ao
e células inflamatdrias mononucleares e polimor-
fonucleares em seu interior. Foram observados 4ci-
nos remanescentes, os quais estavam localizados
principalmente na periferia dos 16bulos. Além dis-
s0, 4cinos e, principalmente, ductos apresentaram
vacuolizagdo acentuada, sugestiva de degeneragdo
hidrépica. No estroma, observaram-se moderado
infiltrado inflamatério predominantemente mono-

FIGURA 1 - Parétidas apds ovariectomia (a) ou falsa-ovariectomia (b): a) I6bulos glandulares separados por septos conjuntivos (grupo B - HE,
aumento original 200X); b) dcinos com abundantes granulos de secrecdo PAS-positivos e ductos com pequena quantidade de granulos (grupo

A - PAS, aumento original 400X).
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nuclear difuso, vasos sangiiineos dilatados e con-
gestos, edema, focos de hemorragia, neoformacgao
vascular e discreta fibrose intersticial, principal-
mente ao redor de ductos excretores (Figura 2a).
PAS — Houve uma reducdo acentuada dos gra-
nulos de secre¢ao PAS-positivos nos dcinos rema-
nescentes, assim como nos ductos (Figura 2b).

Regeneracao glandular — 7 dias

HE - Nesse periodo experimental, seis ratas
(85,7%) do grupo A e trés ratas (42,9%) do grupo
B apresentaram pardétidas em regeneragio. Por ou-
tro lado, quatro ratas do grupo B mostraram glan-
dulas consideradas ndo regeneradas em sua maior
extensdo. Apenas uma rata do grupo A apresentou
glandula nao regenerada.

As parétidas consideradas em regeneragao exi-
biram numerosos dcinos localizados em toda a ex-
tensdo da maioria dos I6bulos. Esses dcinos eram
constituidos por células volumosas, as quais apre-
sentavam granulos de secreg¢do no citoplasma.
Embora alguns 16bulos mostrassem arranjo den-
so dos elementos parenquimatosos, a maioria exi-
bia edema intersticial, tornando os acinos e duc-
tos mais separados. O calibre dos ductos
apresentou-se proximo da normalidade. No estro-
ma, observaram-se edema, numerosos vasos san-
glifneos por vezes congestos, discreto infiltrado

inflamatério mononuclear difuso e fibrose inters-
ticial menos evidente do que a encontrada na glan-
dula atrofiada (Figura 3a).

As glandulas consideradas ndo regeneradas
exibiram grande quantidade de ductos dilatados,
por vezes com células inflamatérias em sua luz.
Observaram-se poucos acinos, presentes principal-
mente na periferia dos 16bulos. O estroma revelou
moderado infiltrado inflamatério mononuclear di-
fuso, vasos sangiiineos dilatados e congestos, ede-
ma e discreta fibrose intersticial (Figura 3b).

PAS — Nas pardtidas em regeneragdo, as célu-
las acinares continham quantidade variada de gra-
nulos de secre¢do PAS-positivos distribuidos ho-
mogeneamente no citoplasma. Diversos ductos
intercalares apresentaram esses granulos no pélo
luminal de suas células. As pardtidas ndo regene-
radas apresentaram poucos 4cinos, os quais exibi-
ram escassos granulos de secre¢do PAS-positivos.

Regeneracio glandular — 14 dias

HE - Nesse periodo experimental, cinco ratas
do grupo A e cinco ratas do grupo B apresentaram
parétidas regeneradas. As demais ratas desses gru-
pos mostraram glandulas consideradas nao rege-
neradas em sua maior extensdo, apresentando os
aspectos morfoldgicos ja descritos no periodo an-
terior.

FIGURA 2 - Atrofia glandular: a) ductos dilatados e vacuolizados, dcinos residuais, vasos sangiiineos congestos e infiltrado inflamatério
mononuclear (grupo A - HE, aumento original 400X); b) escassos granulos de secrecdo PAS-positivos (grupo B - PAS, aumento original

400X).
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FIGURA 3 - Regeneracido glandular - 7 dias: a) glandula em regeneragdo com dcinos volumosos e separados pelo edema remanescente (grupo
A - HE, aumento original 400X); b) glandula nio regenerada com ductos residuais e infiltrado inflamatério mononuclear (grupo B - HE,

aumento original 400X).

As glandulas regeneradas exibiram l6bulos
constituidos por dcinos volumosos, dispostos ora
em arranjo denso, ora separados pelo edema rema-
nescente. Esses dcinos, juntamente com os ductos,
apresentaram aspecto de normalidade. O estroma
de tecido conjuntivo formava septos fibrosos deli-
cados entre os l6bulos, estando praticamente livre
de sinais inflamatérios (Figura 4a).

PAS - As parétidas regeneradas exibiram célu-
las acinares com maior quantidade de granulos de
secrecdo PAS-positivos homogeneamente distribu-
idos no citoplasma. Tais granulos foram também
observados no po6lo luminal de células de ductos
intercalares (Figura 4b). As parétidas nao regene-
radas apresentaram poucos 4cinos, os quais exibi-
ram escassos granulos de secre¢do PAS-positivos.

FIGURA 4 - Regeneracdo glandular - 14 dias — Glandulas regeneradas com: a) dcinos numerosos (grupo A - HE, aumento original 200X); b)
acinos e ductos com aspecto de normalidade e grande quantidade de granulos de secre¢@o PAS-positivos nos dcinos (grupo B - PAS, aumento

original 400X).
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Pesos corporais

A estatistica dos dados de peso corporal em
fun¢do do tempo estd representada na Figura 5, que
contém as retas de regressao para os grupos A e B.

As retas de regressdo para os valores de peso
corporal das ratas dos grupos A e B apresentam
inclinagdo estatisticamente significante (p = 0,001)
e mostram que no tempo inicial as ratas de ambos
0s grupos apresentam pesos semelhantes. As vari-
aveis peso corporal e tempo apresentam relaciona-
mento positivo nos dois grupos estudados, ou seja,
o aumento do tempo leva a um aumento do peso
corporal tanto para as ratas que ndo sofreram a
ovariectomia, quanto para as que sofreram. Os va-
lores do coeficiente de correlacdo linear de Pear-
son nos grupos A e B sdo préximos (R, = 0,532,
R, =0,612) e indicam correlagdo moderada. O co-
eficiente angular da reta (taxa de variacdo) do gru-
po B € numericamente superior ao do grupo A, ou
seja, para uma mesma variagio de tempo, as ratas
do grupo B apresentam numericamente maior gan-
ho de peso corporal. No entanto, o teste estatisti-
co, sob hipotese de igualdade entre os coeficientes
angulares das retas, resulta num valor proximo de
significancia (p = 0,0507).
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FIGURA 5 - Diagrama de dispersdo e respectivas retas de regressao
para os valores de peso corporal (g) das ratas dos grupos A e B em
funcdo do tempo. As retas de regressdo apresentam inclinagdo esta-
tisticamente significante (p = 0,001). Os coeficientes angulares das
retas quando comparados resultaram num valor préximo de signifi-
cancia (p = 0,0507).
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Discussio

Embora as glandulas salivares ndo sejam con-
sideradas 6rgdos alvos cldssicos dos hormdnios
sexuais femininos, a influéncia desses hormonios
vem sendo estudada sobre as mesmas, bem como
sobre as neoplasias delas originadas. No entanto,
pouco ainda se sabe sobre essa relacao.

Diante disso, a proposta desse trabalho foi es-
tudar o comportamento da glandula parétida fren-
te a ovariectomia e conseqiiente diminuicdo dos
niveis séricos de estrégeno e progesterona. Para
tanto, utilizamos o modelo experimental de atrofia
e regeneracdo glandulares.

No presente trabalho, as parétidas apds ovari-
ectomia das ratas apresentaram aspectos morfol6-
gicos semelhantes aos do controle. No entanto,
White & Mudd !¢ (1975) verificaram a diminui¢do
significante da distribuicao relativa dos ductos em
glandulas submandibulares de ratas apds ovariec-
tomia.

Em nosso estudo, as pardtidas atrofiadas das
ratas ap6s falsa-ovariectomia ou ovariectomia apre-
sentaram os mesmos aspectos morfolégicos. Por-
tanto, a ovariectomia ndo afetou o processo de atro-
fia glandular. Por outro lado, Ishimaru et al.® (1999),
ao utilizar um modelo experimental de Sindrome
de Sjogren em camundongos, verificaram que a
deficiéncia de estrégeno acelerou o desenvolvimen-
to de lesdes em glandulas salivares, observando
severas destruicoes teciduais e elevados indices de
apoptose em células ductais.

Nossos resultados mostraram que a par6tida
atrofiada exibe degeneragio, atrofia e redugdo das
estruturas acinares, bem como dilatagdo, degene-
ragdo e persisténcia de ductos. A presenca de es-
truturas ductais ou ductiformes durante a atrofia
glandular tem sido relatada pela maior parte dos
estudos **!1-3:19 sendo a dilatagdo ductal uma ca-
racteristica bastante mencionada #1219,

Os trabalhos de atrofia glandular também rela-
tam atrofia “!"121° ¢ degeneragdo dos dcinos *!'2,
além de perda das células acinares >3,

Quanto a presenca de granulos de secre¢io du-
rante a atrofia glandular, verificamos através da
coloragdo de PAS que houve uma redugdo desses
granulos nos 4cinos remanescentes, assim como nos
ductos, concordando com os resultados de Colom-
bo* (2001) e Siqueira et al.'' (2002).

Ao estudarmos a reparagdo glandular, verifica-
mos que as pardtidas das ratas que sofreram ovari-
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ectomia apresentaram menor grau de regeneracio
apos sete dias de desobstrucdo ductal. Tal grau, no
entanto, foi restabelecido aos 14 dias. Portanto, a
ovariectomia retardou o processo regenerativo glan-
dular em seu periodo inicial.

A importancia do estrégeno e da progesterona
na regeneracgdo glandular foi também estudada por
White & Mudd '® (1975). Esses autores observa-
ram que tais hormdnios restauraram a arquitetura
normal glandular em ratas que sofreram ovariecto-
mia. Ishimaru et al.® (1999) verificaram que a ad-
ministragdo de estrégeno proporcionou a repara-
¢ao de lesdes glandulares induzidas num modelo
experimental de Sindrome de Sjogren, acompanha-
do de ovariectomia em camundongos. O efeito da
reposicdo hormonal sobre outros tipos de tecidos
foi também estudado em ratas pés-ovariectomia '8,
Ashcroft et al.! (1997) verificaram que a ovariec-
tomia prejudica a reparagdo de feridas cutineas,
sendo a mesma favorecida pela aplicagdo topica de
estrogeno. Yasuoka et al.'”® (2000), por sua vez,
mostraram que a ovariectomia modifica histomor-
fometricamente os tecidos da articulacdo tempo-
romandibular (ATM), sendo que a posterior admi-
nistragdo de estrégeno aos animais restaura a maior
parte desses efeitos, exercendo importante papel
na remodelacgdo dessa articulagdo.

No presente trabalho, observamos que, duran-
te a regeneracdo glandular, houve aumento grada-
tivo da quantidade e volume dos 4cinos, redugdo
da dilatagao ductal e diminuic@o na incidéncia de
vacuolizagdo nas células acinares e ductais, sendo
que a pardtida apresentou aspecto proximo da nor-
malidade apds 14 dias de regeneracao.

O aumento da populagdo de células acinares
durante a regeneracdo glandular foi demonstrado
nos trabalhos de Burford-Mason et al.? (1993),
Takahashi et al.'* (1998) e Colombo * (2001).

Através da coloracdo de PAS, observamos que,
durante a regeneracdo glandular, houve um aumen-
to dos granulos de secre¢do nas células acinares,
concordando com os resultados de Colombo *
(2001) e Siqueira et al.'' (2002).

Em nosso estudo, as glandulas consideradas nao
regeneradas sete dias apds a desobstrugdo ductal
exibiram escassos granulos de secre¢do PAS-posi-
tivos, o que provavelmente implicaria em diminui-
¢ao do fluxo salivar. Como as ratas ovariectomiza-
das apresentaram menor grau de regeneracao
glandular nesse periodo, provavelmente a ovariec-
tomia tenha levado a uma diminuic@o mais acentu-
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ada do fluxo salivar. Laine & Leimola-Virtanen’
(1996) estudaram a influéncia hormonal sobre o
fluxo salivar, verificando que a reposi¢ao hormo-
nal aumenta esse fluxo em mulheres peri e pds-
menopausa.

Outra forma de se estudar a influéncia dos hor-
monios sexuais femininos sobre as glandulas sali-
vares € avaliar a presenca de receptores para esses
hormodnios nas mesmas, bem como nas neoplasias
que se originam a partir dessas glandulas.

O receptor para estrégeno foi identificado bio-
quimicamente nas glandulas parétidas e subman-
dibulares ° e imuno-histoquimicamente em glan-
dulas submandibulares '°. O receptor para
progesterona foi verificado imuno-histoquimica-
mente nas glandulas parétida *'*, submandibular e
sublingual °. Tais receptores foram encontrados
basicamente no nicleo de células ductais *'14,

A presenga de receptores para estrégeno e pro-
gesterona em glandulas salivares nos leva a consi-
dera-las como alvos dos hormdnios sexuais femi-
ninos, juntamente com as glandulas mamadrias,
ovdrios e ttero.

No presente trabalho, obtivemos também o peso
corporal das ratas que foram sacrificadas aos 14
dias de regeneragdo glandular, passando, portanto,
por todos os periodos do experimento. Observamos
que as ratas ovariectomizadas apresentaram nume-
ricamente maior ganho de peso quando compara-
das com as ratas ndo ovariectomizadas. Wattana-
permpool et al.’> (2000) verificaram também em
ratas ovariectomizadas aumento do peso corporal,
sendo que o mesmo ocorre devido a uma maior in-
gestao de alimentos e ndo por causa da diminui¢ao
do metabolismo. Abordando outros estudos, esses
autores sugeriram que o ganho de peso verificado
na auséncia do estrégeno poderia ser causado nio
s6 por uma maior alimentacido, mas também pela
diminuic¢ao da atividade locomotora.

CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que

em ratas:

a) a ovariectomia ndo altera morfologicamente
a glandula parétida normal;

b) a ovariectomia ndo influencia o processo de
atrofia da glandula parétida, apds ligadura
do ducto excretor;

c) a ovariectomia retarda a fase inicial do pro-
cesso regenerativo da glandula parétida, apos
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ABSTRACT

The purpose of this work was to study morphologically the effects of ovariectomy on atrophy and regeneration of
parotid in rats. Fifty-six female rats were divided into 2 groups: control group A (not ovariectomized rats) and
experimental group B (ovariectomized rats). At 3 months old, the rats in group B were ovariectomized and the
rats of group A suffered sham-ovariectomy. The parotid atrophy and regeneration were studied in both groups.
The atrophy was obtained through the excretory duct ligature and, the regeneration through ductal disobstructi-
on. The animals were sacrificed 1 month after sham-ovariectomy or ovariectomy and in periods of 7 days of
atrophy and 7 and 14 days of gland regeneration. The parotids were surgically removed and submitted to HE and
PAS stains. After sham-ovariectomy and ovariectomy, the rats of groups A and B, respectively, presented the
same aspects. During gland atrophy, there was reduction of parenchyma, as well as inflammation, fibrosis and
decrease of secretory granules. During gland regeneration, there was recovery of parenchyma, reduction of
inflammation and of fibrosis and increase of secretory granules in both groups. However, after 7 days of gland
regeneration, the parotids of rats of group B presented smaller rate of regeneration. This rate was reestablish
after 14 days. It was concluded, therefore, that the ovariectomy does not morphologically change the normal
parotid and does not influence the process of gland atrophy. However, it delays the gland regenerative process in
its initial phase.
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Parotid gland, atrophy, regeneration; ovariectomy.
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