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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi de verificar, através de quantificagdes estereolégicas ao microscopio Optico, a
participagdo dos processos hiperpldsico e hipertr6fico no crescimento do compartimento dos 4cinos de glandulas
submandibulares de ratos machos, induzido por injegdes didrias de cloridrato de isoproterenol por 14 dias. A andlise
dos resultados obtidos mostrou que: a) a massa glandular aumentou 135,8% entre 0 a 14 dias, sendo que entre 0 a
3 dias foi observada a maior velocidade de crescimento; b) a densidade de volume, ou seja, o percentual de volume
glandular ocupada pelos 4cinos aumentou nos periodosde 0 a3 e 5 a7 dias, respectivamente, de 1 3,33 e 1,10 vezes;
¢) o volume absoluto desse compartimento passou de 131,9 mm> aos 0 dias para 522,5 mm” aos 14 dias de
tratamento, 0 que representou um aumento de 296,1%: d) o volume celular médio exibiu um soberbo crescimento
de 585,4% apos 14 dias de tratamento, sendo que entre 0 a 3 e 5 a 7 dias, 0s aumentos foram, respectivamente,
286,3% e 45%; €) 0 nlimero absoluto de células acinosas ndio exibiu aumento estatisticamente significativo durante
todo o periodo analisado. Esses resultados ora apresentados, mostraram que o crescimento do volume total do
compartimento acinar de glandulas submandibulares de ratos induzidos pelo isoproterenol, ocorre essencialmente
por um mecanismo hipertréfico.
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INTRODUCAO

A aplicagdo em roedores de doses didrias de
isoproterenol por duas semanas, provocd um soberbo
crescimento nas massas frescas de suas glandulas
salivares maiores IS0 L L

Apesar de ainda existirem duvidas sobre os
mecanismos que levam a esse significativo aumento de
massa glandular, hoje € aceito que nos primeiros 5 dias
de tratamento o crescimento é hiperplasico, € que nos
dias subsequentes, a atividade proliferativa cae e
sobressai o crescimento hipertréfico Sl

Em grande parte desses trabalhos que estudaram esse
crescimento glandular induzido, a hiperplasia €
avaliada por marcagdo radioautografica do contigente
de células presente na fase S do ciclo celular,
utilizando-se de timidina-H> como substincia
marcadora. Assim, um aumento no percentual de
células marcadas, indicaria a ocorréncia de elevagdo
na taxa proliferativa. Por outro lado, a hipertrofia ¢
avaliada pela analise subjetiva de imagens de células
acinosas a0 microscopio.

Como em glandulas salivares maiores induzidas ao
crescimento Eelo isoproterenol ocorre alta taxa de
poliploidialg’ I a utilizagio de marcagio
radioautografica por timidina H” ndo indicaria com
exatiddo a hiperplasia.

Um caminho isento de maiores criticas para avaliar-se
tanto o processo hiperplésico como o hipertréfico, €
estudar através de métodos estereologicos de
contagens e de medidas diretas ao microscépio 6ptico,
do nimero e volume celular absoluto das células
acinosas durante todo periodo de tratamento.

Deste modo, no presente trabalho procuramos avaliar
através desses métodos, a participagdo da hiperplasia
e da hipertrofia de células acinosas no crescimento
final de glandulas submandibulares de ratos
submetidos a tratamento didrio com isoproterenol.
Além disso, caracterizamos o crescimento do
compartimento acinar em relagdo a evolugdo da sua
densidade de volume, do seu volume absoluto, da sua
relagdo superficie-volume e da sua superficie externa
total.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 ratos albinos da linhagem Wistar,
machos, com massa corporal de 200 a 240 g,
procedentes do Biotério Central da Faculdade de
Odontologia de Bauru - USP.

Os animais foram separados em cinco lotes de 4 ratos,
conforme o periodo de tratamento.

0 12 Iote foi considerado controle e recebeu 1 ml de
solugio fisiologica(solugdo de cloreto de sodio a 0,9%)
em dose tnica por via intraperitoneal. Os demais
grupos receberam cloridrato de isoproterenol(IPR) do
laboratério Wintrop diluido em 4gua bi-destilada, na
concentracdo de 10 mg/ml e administrado na dose de
4 mg/100g de massa corporal. Esta administragao foi
realizada diariamente, obedecendo os periodos de 3, 5,
7 e 14 dias.

Os animais 30 horas ap6s a Gltima dose em cada grupo,
foram submetidos a anestesia por inalagdo de éter
etilico. A massa corporal dos animais foi avaliada em
uma balanga Mettler P1000. As glandulas
submandibulares foram cuidadosamente dissecadas e
removidas, a seguir as suas massas foram avaliadas em
uma balanga de precisio Mettler H-20. Todas as
coletas foram realizadas entre 10:00 a 12:00 horas da
manhd. Ap6s fixagdo em liquido de Helly por 3 horas
a temperatura ambiente, as glandulas sofreram
tratamento estandardizado de desidratagdo
diafanizagdo e inclusio em parafina. Cortes
semi-seriados com 5 pm foram obtidos e submietidos a
coloragao pela técnica do tricromico de Masson.

&

O volume processado das glandulas de cada animal foi
estimado através da seguinte relagdo: Vp = m/d. fator
de retrago, onde Vp = volume processado em cm”, m
= massa glandular em g e d = densidade em g/cm3.
Nesses calculos utilizamos d = 1,089 g/cm3 e fator de
retragio = 0,86, valores estes obtidos em glandulas
submlagadibulares de ratos adultos por Pardini, Achoa e
Taga .

C i . T
A partir das glandulas de cada animal, foram obtidas
10 1aminas contendo 10 cortes histolégicos
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semi-seriados em cada uma. Através de sorteio, foram
escolhidos 5 laminas para as quantificagdes, sendo que,
de cada lamina selecionamos por critério de qualidade
1 corte histologico.

Em 50 campos histologicos por animal escolhidos por
esquema de amostragem sistemética' >4, realizamos
com uma ocular Kpl 8x Zeiss contendo no seu plano
focal um graticulo de integragdo II Zeiss constituido
de 10 linhas paralelas e 100 pontos simetricamente
distribuidos, e objetiva de imersdo 100x, a contagem
de: a) nimero de pontos sobre os dcinos (Pac),
anotando-se os que cairam sobre o nicleo (PNac) e o
citoplasma (Pcitac), e o niimero total de pontos sobre
a glandula (Pt), b) o nimero de intersecgdes das linhas
do sistema-teste com os contornos dos dcinos (lac) e
com os contornos dos nicleos de células acinosas (c);
e ¢) o numero de imagens de transse¢des nucleares e
de nucleos inteiros de células acinosas (n).

Conhecendo-se area total examinada (A), a distancia
entre as linhas do sistema-teste (d); o comprimento
total das linhas do sistema-teste (L), a espessura do
corte (¢) ¢ o volume glandular processado (Vp),
calculamos segundo indicagdes de Weibel=* e Aherne
& Dunnill, 0s seguintes parametros morfométricos:

(a) densidade de volume do 4cino:
Vvac = Pac/Pt (%);
(b) volume total dos dcinos:

Vtac = Vvac. Vp(mm3);

(¢) densidade de volume do ntcleo da célula acinosa:
pNac= PNac/Pac( umo)

(d) densidade de superficie dos dcinos:
Svac = 2lac/L (cmzfcm3);

{e) superficie total dos dcinos:

Stac = Svac . Vp (cmz);

(f) relagdo superficie-volume dos &cinos:
s/vac = Svac/Vvac (cmzz’cm3)

(g) numero total de células acinosas:

Nac = 2n.Vp/A(c/n.d+2e) ( por glandula).
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O volume nuclear para cada animal foi obtido & partir
de medidas ortogonais de 50 nticleos de células
acinosas, realizadas em um microscépio Leitz com
objetiva de imersdo 100X e uma ocular micrométrica
Olympus de filamento deslocdvel 10X. Para cada
niicleo medido, calculamos o seu didmetro geométrico
médio (D): D=VD1.D2 A média aritmétrica dos 50
valores de D, foi utilizada para corre¢io da
sobreestimativa da densidade de volume do niicleo da
célula acinosa ( pNac) e para o célculo do volume
nuclear através da formula geométrica do volume da
esfera (VNac = 4/3 nR3).

A sobrestimativa da densidade de volume do nicleo da
célula acinosa provocada pela espessura do corte
(efeito Holmes) foi corrigida pela relagio:

Nac corrigida = _pN% (Weibel )
1+ 3¢

2D

Conhecendo-se o volume nuclear (VNac) e a

densidade de volume corrigida do nticleo (p Nac corr.),
calculamos o volume citoplasmatico (Vcitac) pela

relagdo:

e (1-PNaccorr.) . (VNac)

P Naccorr.

Todos os dados morfométricos para cada grupo foram

confrontados com os dos demais grupos atravé%da
andlise de variancia, segundo indicagdes de Lison .

No caso da densidade de volume, os testes estatisticos
foram realizados sempre apos transformagio
arco-seno dos dados originais.

Na apresentagdo dos resultados colocaremos apos a
média, o seu erro-padrio(EPM), que é igual ao
quociente entre o desvio-padrido(S) e a raiz quadrada
do numero de observagdes (N): EPM = SAN
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a e erro padrio da média das diferentes dimensdes morfométricas ds glindulas submandibulars de ratos tratados com isoproterenol.
R o S e R G
massa corporal g 223,3%+7,84%* 205,049,67 209,4+2,38 217,947,25 218,4+11,96
massa glandular mg 348,3+15,46 603,0+25,04 651,0+ 56,31 760,8+96,22 906,3+187,90
densidade de volume % 1,8046,4+ 61,742,36 64,8+1,65 71,241,21 73,742,13
dos 4cinos
volume total dos mm® 131,944,37 293,2+11,36 334,7+35,85 428,3£47,74 522,5+109,15
4cinos
densidade de cm?/em’ 749,8+31,30 838,0+30,86 840,5+19,15 790,6+20,54 835,0434,84
superficie dos dcinos
superficie total dos em’ 226,8+17,55 398,2+15,52 422,64+25,00 472,2+51,97 592,9+117,39
acinos
relagdio superficie cm?/em’ 16,240,58 13,640,20 13,0+0,47 11,1£0,40 11,440,80
volume dos acinos
n° absoluto de c¢ls gland 156,3+4,49 158,4+12,34 163,7421,73 176,2433,57 217,7461,14
acinosas x 10
volume nuclear das um3 55,8+3,10 85,942,16 97,747,70 135,7+8,94 127,5£16,16
céls acinosas
volume celular das pms 605,2479,18 2338,2467,14 2540,24219,57 3686,61273,28 4146,5+268,49
céls acinosas
*Média de 4 animais por grupo
** Erro padrio da média

RESULTADOS

A média e o respectivo erro padrdo da média dos
diferentes parimetros morfométricos quantificados em
cada periodo de tratamento analisado, estdo
apresentados na Tabela 1.

A analise dos dados apresentados na Tabela mostrou
que:

& 2 massa glandular aumentou de 135,8% entre 0 a 14
dias de tratamento(P<0,01), sendo que foi entre 0a3
dias de tratamento, que se observou a maior velocidade
de crescimento;

@ 2 densidade de volume ou a fragdo de volume
‘glandular ocupada pelos 4cinos aumentou nos periodos
de 0 a3eS5 a7 dias de tratamento, respectivamente,
1,33x(P<0,01) e 1,10x(P<0,05); nos periodos de 3 a S
¢ 7 a 14 dias nio se observou aumento estatisticamente
significativo(P>0,05);

@ o volume total dos dcinos cresceu 296,1%(P<0,05)
durante todo periodo experimental, sendo que foi entre
0 a 3 dias que ocorreu o maior crescimento, com um
aumento percentual de 122,3%(P<0,01);

@ 2 superficie externa total dos dcinos mostrou um
aumento de 161,4%(P<0,05) entre 0 a 14 dias de
tratamento com o isoproterenol;

@ a relagio superficie-volume dos acinos exibiu
diminuiciio estatisticamente significante entre 0 a 3 e
5 a 7 dias de tratamento, respectivamente, de 19,2%
(P<0,01) e 16,9%(P<0,05);

& o nimero absoluto de c€lulas acinosas, aumentou
muito pouco durante o tratamento; a analise de
varidncia mostrou que este aumento nao foi
estatisticamente significante (P>0,05), mesmo apos
transformagio logaritmica dos dados originais;

@ o volume médio dos nicleos de células acinosas
aumentou nos periodos de 0 a 3 ¢ 5 a 7 dias,
respectivamente, 15,4%(P<0,01) e 11,2%(P<0,05);
nos demais periodos o volume nuclear manteve-se
estavel(P>0,05);

& o volume celular médio mostrou um soberbo
crescimento de 585,2%(P<0,01) apés os 14 dias de
tratamento, sendo que entre 0 a 3 ¢ 5 a 7 dias 0s
aumentos foram, respectivamente, de 286,3% (P<0,01)
e 45,0%(P<0,05).
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DISCUSSAO

A administragdo diaria de 4 mg/100g de massa
corporal de cloridrato de isoproterenol em ratos
durante 14 dias, provocou um aumento si gnificativo de
135,8% na massa fresca de suas glandulas
submandibulares, o que estd de acordo com as
informagdes ja apresentadas na literatura>%8:17:19:25
No entanto, 0 aumento de massa glandular obtido no
presente trabalho, foi inferior aos descritos em vérias
publicagdes citadas; este aumento maior ou menor de
massa sob estimulo da droga, provavelmente estaria na
dependéncia da dose diaria aplicada20 , do intervalo de
tempo analisado!”% ¢ mesmo da qualidade do sal
utilizado.

O crescimento de massa glandular est4 diretamente
relacionado aS modificagdes no compartimento dos
acinos, que com o tratamento aumentou
substancialmente a sua participagio no volume
glandular. Assim, a sua densidade de volume ou fragdo
de volume glandular que era de 46,4% no inicio, passou
para 73,7% no final do tratamento. Esses dados
relativos sugerem que os demais compartimentos
glandulares cresceram menos do que os 4cinos sob
estimulo do isoproterenol.

Em termos de volume absoluto do compartimento
acinar, este cresceu 296,1% com o tratamento,
passando de 131,9 mm? a0s 0 dias para 5225 mm? aos
14 dias, o que representou um acréscimo diario médio
no periodo de 27,9 mm>/dia. No entanto, foi entre 0 a
3 dias de tratamento, que ocorreu a maior velocidade
de aquisi¢do de volume pelo compartimento acinar,
com um aumento percentual de 122,3% e um
acréscimo diario de 53,8 mm>/dia.

A relagdo superficie-volume dos 4cinos decresceu
31,5% nos primeiros 7 dias de tratamento. Como os
acinos ndo mudaram o seu formato esférico durante
todo periodo analisado, essa queda na relagio
superficie-volume, mostrou que os 4cinos
individualmente aumentaram o seu tamanho, o que
pode ser comprovado pela simples inspegdo dos cortes
histolégicos ao microscépio. Com o aumento no
tamanho dos 4cinos, a sua superficie externa total
também aumentou significativamente 161,4% durante
todo periodo de tratamento.

Como ja foi salientado na introdugdo, o objetivo maior
dessa pesquisa era avaliar através de métodos
morfométricos de contagem do nimero absoluto de
células e de medidas de volume celular, a participagdo

da hiperplasia e da hipertrofia de células acinosas no
crescimento final de glandulas submandibulares de
ratos induzido pelo isoproterenol.

A andlise da evolugdo do nlimero absoluto de células
acinosas avaliado pelo método morfométrico II de
Aherne, mostrou que ndo houve aumento
estatisticamente significativo em todo periodo
analisado. Assim, como explicar a presenca de
significante populagio de células em mitose,
principalmente nos periodos iniciais do tratamento?

Convém lembrar, que o tratamento com o isoproterenol
provoca o aparecimento nas glandulas salivares de um
contigente significativo de células acinosas
polipléidesls’m, € como uma boa parte das mitoses
observadas eram do tipo atipicas ou incompletas ou
multipolares, acreditamos que um grande percentual
das mitoses observadas, direcionariam-se 2
poliploidia. As mitoses bipolares também observadas,
destinariam-se a renovagio celular que ocorre mesmo
na glandula salivar normal““ e que nas condigdes do
enorme crescimento induzido pelo isoproterenol,
provavelmente estaria significativamente aumentada.

Como ndo ocorreu aumento no nimero absoluto de
celulas acinosas, o crescimento de volume total do
compartimento acinar, s6 poderia dar-se por
hipertrofia dessas mesmas células. A anélise da
evolugdo do volume médio da célula acinosa, mostrou
um aumento de 585,2% ap6s 14 dias de tratamento,
passando de 605,2 umB no inicio para 4.146,6 pm3 no
final do periodo, correspondendo a um actimulo dirio
de: 252.9 pm3z’dia'. Deste modo, esse soberbo
crescimento de volume celular foi suficiente, com
sobras para explicar o aumento observado de volume
total do compartimento acinar ou mesmo o aumento de
massa ou volume glandular.

ABSTRACT

In order to evaluate the role of hyperplasia and
hypertrophy of the acini of the rat submandibular
glands after daily injections of isoproterenol for 14
days, stereological methods applied to light
microscopy were used. The analysis of the data showed
that: a) the glandular mass increased 135.8% after 14
days of treatment, the greatest velocity of growth
occurred in the first 3 days; b) the volume density of
the acinar compartment increased 1.33 and 1.10 times,
respectively, for the 0-3 and 5-7 days periods; c) the
absolute volume of this glandular compartment
increased substantially during whole treatment, with
an increment of 296.1%; d) the mean cellular volume
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exhibited an exhuberant growth of 588.4% in the
period of treatment; and ¢) the absolute number of
acinar cells did not show statistically significant
increase during whole experimental period. Our data
showed that the growth of the acinar cells compartment
stimulated by isoproterenol, was essentially caused by
hypertrophy of the cells.
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Submandibular gland; Acinar cell; Isoproterenol.
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