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RESUMO




RESUMO

Atrofia obstrutiva de glandulas salivares & uma
alteracdo comum que pode ser causada pela presenca de caiculos,
infecgbes ou processos neoplasicos. No presente estudo utilizamos
microscopia eletrdnica de transmissdo e métodos bioquimicos para
estudar alteracbes que ocorrem na matriz exiracelular durante atrofia
experimental de glanduias submandibulares de ratos. Estudos
imunohistoquimicos da laminina e do colageno {V mostraram distribuicéo
irregular dessas proteinas ao redor das estruturas ductais e acinares
atréficas. Anadlise em “Western blot” mostrou que glandulas
submandibulares de ratos expressam laminina contendo apenas cadeias
B, enguanto a cadeia A é presente em pequena quantidade. Isso foi
observado tanto em gléndulas normais como atréficas. Investigacio da
expresséo da colagenase fibroblastica (MMP-1) por técnica zimografica
mostrou altos niveis desta enzima apds 5 dias de atrofia. Com a evolugdo
da atrofia, a atividade gelatinolitica regrediu gradativamente até 30 dias
de atrofia. Microscopia eletrdnica mostrou extensivas alteracdes
morfolégicas nas células glandulares. Células mioepiteliais de glandulas
atroficas mostraram areas com espessamento da membrana basal. A
atrofia experimental de glandulas salivares pode ser usada como modeio
in vivo para estudar eventos moleculares que ocorrem durante
remodelacao da matriz extracelular.

Palavras  chaves: glandulas salivares, matriz  extraceiular,
metaloproteinas.
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PROPOSIGAO

A proposta desse trabalho € analisar através de estudos
bioquimicos, imunohistoquimicos e ultraestruturais alteracfes de alguns
componentes da matriz extracelular durante o processo de remodelagdo
que ocorre apds os periodos de 5, 10 e 30 dias de atrofia experimental de
glandulas submandibulares de ratos provocada pela obstrucdo de seu ducto
excretor principal.
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INTRODUGAO

GLANDULA SALIVAR

Glandulas salivares s&o  estruturas  secretoras
responsaveis pela produgdo de saliva. Anatomicamente as glandulas
salivares dividem-se em maiores e menores. Pode-se distinguir trés pares
simetricos de glandulas salivares maiores: as parétidas, as
submandibulares e as sublinguais, todas possuindo exiensos sistemas
ductais necessarios para condugdo da saliva das unidades secretoras até a
cavidade bucal. As glandulas menores apresentam sistema de ductos
curtos e estao localizadas na submucosa de diversas regides da cavidade
bucal.

Embriclogicamente as glandulas salivares originam-se a
partir do espessamento do epitélio bucal acompanhado por invaginacéo das
células epiteliais para ¢ interior do fecido mesenquimal subjacente
ramificando-se em um padrao arborizado, formando estruturas semelhantes
a "brotos" que vao crescendo e diferenciando-se em I0bulos, originando
assim as unidades secretoras. Os ductos formam-se pela degeneracdo das
células centrais dos corddes epiteliais, completando a complexa estrutura
das glandulas salivares (TEN CATE, 1985; CUTLER, 1990). A interagéo
epitélio-mesénguima, mediada por moléculas da matriz extracelular que se
encontram na interface entre as células epiteliais e o tecido conjuntivo, € um
fendmeno fundamental para o desenvolvimento € manutencdo da
arquitetura das glandulas salivares (CUTLER, 1990; KADOYA et al, 1896).

Histologicamente as unidades secretoras das glandulas
salivares sdo denominadas acinos: estruturas que apresentam diversidade
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de tamanho, forma e nimero de células. Tanto em humanos como em ratos,
0s acinos podem ser constituidos por dois tipos de células: mucosas e
serosas, também conhecidas como seromucosas por secretarem
polissacarideos (TEN CATE, 1985). As células mucosas apresentam
estrutura piramidal com nucleo achatado localizado na sua hase. As células
serosas 540 piramidais com nicleo esférico localizado no terco basal.

Quando o 4cino apresenta os dois tipos de células juntas
& denominado misto. No acino misto as células mucosas formam uma
estrutura acinar tipica, com extremidade em fundo de saco, revestida por
crescentes de células serosas, arranjadas como semiluas. A secrecio das
células serosas alcancam ¢ lume através de canaliculos intercelulares.

O sisterna ductal, em humanos, pode ser dividido em
irés classes: (g8) ductos intercalares que sao de menor didmetro e estdo
revestidos por células cubicas baixas com nucleo central e escasso
citoplasma, (b) ductos estriados, que 380 uma continuacdo dos intercalares,
possuem revestimento formado por células colunares, de nucleo central e
citoplasma acidofilo e, (¢) ductos excretores, cujo revestimento € variado,
apresentando epitélio pseudoestratificado com células colunares altas
altemadas com células basais pequenas na extremidade proxima ao ducto
estriado, e epitélio pavimentoso estratificadc na extremidade proxima ao
epitélio bucal. Em roedores existe também, nas glandulas submandibulares,
o ducto granuloso, que precede o ducto estriado. Esse ducto & formado por
células colunares, com o nuclec no tergo basal e os dois tercos apicais
preenchidos por granulos secretores eosindfilos ricos em polipeptideos,
como Fatores de Crescimento de Nervo (NGF), Fatores de Crescimento
Epidermal (EGF) (MURPHY et al, 1980; TAKA! et al, 1985) e Fatores de
Crescimento Transformadores 31 (TGF- 1) (AMANO et al, 1891). AMANO
et al (1993) mostrou que as gléndulas salivares de ratos também sao ricas
em Fatores de Crescimento de Fibroblastos basicos (bFGF). Esses fatores
sédo localizados principalmente nas células dos ducltos excretores e



estriados, sendo discreta ou mesmo ausente nas células dos ductos -
granuiosos.

Qutro tipo celular também identificado no parénguima
das giandulas salivares sdo as células mioepiteliais que se localizam junto
aos acinos e ductos, interpostas no espaco entre a membrana basal e a
membrana plasmatica. Essas células possuem o formato estrelar com o
nuclec localizade no compo central de onde partem prolongamentos
citoplasmaticos que “abracam” as estruturas acinares e ductais.
Ultraestruturaimente sdoc muite semelhantes a musculo liso, sendo
associadas a funcéo contratil e suporte das células acinares (NAGATO et al,
1980; TEN CATE, 1985; JUNGQUEIRA E CARNEIRO, 1995).

As glandulas pardtidas sdo formadas exclusivamente por
acinos serosos com numerosos ductos intercalares. Nas gléndulas
submandibulares, aproximadamente 80% dos acinos s&0 serosos € 0
restante misto. Poucos ductos intercalares s4o observados, sendo os ductos
estriados mais faciimente encontrados. Em roedores predominam os ductos
granulosos. As glandulas sublinguais sfo variaveis, ha um predominio das
estruturas acinares mistas e 0os ductos intercalares e estriados séo dificeis
de serem observados (TEN CATE, 1885).

Lh



ATROFIA GLANDULAR

A literatura sobre atrofia de glandulas salivares é
bastante extensa. A atrofia ocorre quando ha empedimento da passagem do
fluido salivar devido a obstrugdo de seu ducto excretor (JUNQUEIRA, 1850;
BHASKAR et al 1956; STANDISH AND SHAFER, 1857 TAMARIN, 1971:
SHIBA et al, 1972, EMMELIN et al, 1974, MARTINEZ et al, 1982; TAKAI et
al, 1985; TAKAI et al, 1986, IKENO et al, 1988; HASHIMOTO et al 1992;).
Em humanos, a glandula submandibular € a mais comumentemente
encontrada em estado afrdfico devido a formacdo de caiculc salivar
{sialolito) no interior do ducto excretor principat (SHAFER et al, 1987, TEN
CATE, 1985; SHINOHARA et al, 1992). Existem varias possibilidades para
se explicar a maior incidéncia de calculos nos ductos das giandulas
submandibulares, como pH aicalino, alto contelido de mucina na secrecéo
destas glandulas e fluxo salivar contrério a gravidade (BARNES, 1985).

Experimentalmente se tem estudado atrofia de glandulas
salivares através da ligadura de seu ducto excretor principal em diversos
animais: camundongos (JUNQUEIRA, 1950), ratos (STANDISH AND
SHAFER, 1957), gatos (EMMELIN et al, 1974), coelhos (BHASKAR et al,
1963). Deve-se sempre tomar o cuidado de ndo incluir o suprimento arterial
na ligadura o que levaria a infarto da gléndula por isquemia (STANDISH
AND SHAFER, 1957,

SHIBA et al (1972), observou que as gléndulas
submandibular e sublingual de ratos apresentaram edema até 3 dias apos a
ligadura, provocando discreto aumento no peso guando comparado com
controle. Apbs 5 dias de atrofia, o peso diminuia e a queda era proporcional
ac periodo de ligadura. As mudancas associadas a atrofia glandular
mostraram ser mais proeminentes na glandula submandibular que na
sublingual (HASHIMOTO et al, 1992).



A obstrucdo do ducto excretor das glandulas salivares
causa reducdo da secrecdo salivar (MARTINEZ et al, 1982) e atrofia
progressiva das céiulas acinares e ductais até atingir um estado inativo ou
de repouso (JUNQUEIRA, 1950; TAMARIN, 1971). Entretanto, quando
essas células sdo estimuladas com repetidas injegbes de androgeno
(testosterona) passam a apresentar moderada quantidade de granulos
secretores, indicando um potencial regenerativo do parénquima glanduiar
(JUNQUEIRA, 1950). ARAUJO AND TOMICH (1971), descreveram
aumento no peso das giéndulas salivares atréficas de ratos apos tratamento
com isoproterenol. O potencial regenerativo das glandulas salivares foi
confirmado por JUNQUEIRA AND RABINOVITCH (1953). Esses autores
mosiraram que as células acinares e ductais retornaram ac aspecto
histologico normal, com a volta dos granulos secretores & mitocondrias, que
haviam praticamente desaparecidos apds a recanalizacdo do ducto ligado.
Resultados semelhantes foram obtidos por BHASKAR et al (1983), que
provocaram mucoceles do tipo extravasamento apés incisdo dos ductos
ligados das glandulas submandibulares e sublinguais de camundongos com
até 9,5 meses de atrofia.

TAMARIN (1971), realizou um estudo minucioso em
microscopia eletronica de transmisséo sobre a "restauragao” da morfologia
das células acinares e ductais apds desobstrugdo do ducto excretor de
gléndulas submandibulares de ratos com 31 dias de atrofia. Esse autor
observou recuperacdo total do parénguima glandular 180 dias apos
desobstrucdo do ducto ligado, sendo que as células acinares regeneraram
mais rapidamente que as células ductais. Por ndo observar morte celular &
figuras de mitoses serem extremamente raras, o autor conciuiu que a
recuperacio da gléndula ocorreu pela reativagde das células acinares e
ductais e néo pela diferenciagio de novas células.

A atrofia da glandula salivar € acompanhada por
diminuicdo no nimero de mitocOndrias das células acinares e ductais
(TAMARIN, 1871) e consequente diminuicdo na atividade de enzimas



oxidativas, limitando-se apenas a manutencdo das funcdes vitais da célula
(SHIBA et al, 1972).

Apesar da grande modificacdo ocorrida nas células
acinares € ductais das glandulas salivares durante a atrofia, as células
micepiteliais aparentemente ndo sofreram alteracbes quando analisadas em
microscopia eletrénica (TAMARIN, 1971). SHIBA et al (1872), ndo cbservou
diminuicdo na ac8o de enzimas fosfatase alcalina presentes na membrana
plasmatica destas células. SHINOHARA et al (1992), estudando
sialadenites obstrutivas crbnicas mostraram modificactes na ultraestrutura
das celulas mioepiteliais com aumento na quantidade de vesiculas lipidicas
e granufos de lipofuscina. EMMELIN et al (1974), notaram que apesar das
células mioepiteliais persistirem apés a ligadura da gléndula, sua arquitetura
encontrava-se bastante alterada quando observada em microscopia
gletrbnica, com células contendo numerosas estruturas semelhantes a
lipofuscina & a membrana basal apresentandc dreas da espessamento
grosseiro adjacentes as regides de “enrugamento” da membrana plasmatica
na superficie da célula.

HASHIMOTO et al (1992), observaram através de
reacgdes imunochistoquimicas, diminuicdo da expressio das proteinas S-100
e de EGF em giandulas atréficas de ratos. A reducdo dessas proteinas
estava associada a degranulacdo das vesiculas dos ducios granulosos que
armazenam esses peptideos. Estes mesmos autores, usando anticompos -
para evidenciar actina em giandulas atrdficas, notaram que as células
mioepiteliais em glandulas sublinguais com até 21 dias de atrofia
apresentaram intensidade de coloracdo semelhante a gléndula normal,
enquanto que em glandulas submandibulares, com mesmo periocdo de
atrofia, a intensidade de colorac@o estava bastante reduzida. Este padréo
distinto das reagbes imunohistoguimicas em cada glanduia sugere, segundo
0s autores, que mudancas associadas a atrofia glandular sejam mais
proeminentes na Qlandula submandibular. SHINOHARA et al (1992},
também utilizando 0 marcador actina para analisar células mioepiteliais em
gléndulas submandibulares de humanos com sialadenites cronicas
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obstrutivas, notaram que a marcacao ficou reduzida e irregular, sugerindo
que além das modificacles estruturais ocorridas nestas células, possa
haver também uma diminui¢éo na sua atividade.

TAKAL et al (1985), analisandc os EGF e NGF em
camundongos, notaram que 10 dias apbs a ligadura, nenhuma marcagéo
era observada. Entretanto, ao se fazer injectes repetidas de testosterona no
animal logo apés a ligadura, preservou-se a morfologia das células
granulosas e a marcacao foi positiva atée o 10° dia de atrofia, vindo a
diminuir somente a partir do 14° dia.

A expressdo de queratina também foi analisada durante
atrofia glandular em ratos e camundongos. TAKAI et al (1986), notaram que
em gléndulas normais a expressao da queratina € limitada ao ducto estriado
& ducto excretor sendo ausente nos tdbulos granuioses. Nas gléndulas
atroficas o epitélic do ducto intercalar, ducto granuloso, estruturas
semethantes a ducto, ductos estriados e excretores passaram a apresentar
positividade para queratina. Segundo 0s autores, essa alteragdo indica que
as células ductais sofrem metaplasia escamosa, visto que os marcadores
utilizados eram especificos para células de epitélic escamoso.
HASHIMOTOQ et al (1992) obtiveram resultades semelhantes ao analisarem
a expresséo da citoqueratina do tipo |l em giédndulas submandibulares e
sublinguais atréficas de ratos.

9



MATRIZ EXTRACELULAR

A matriz extracelular surgiu com a evolucdo das
espécies que passaram de organismos unicelulares para pluricelulares,
necessitando assim de uma matriz intercelular responsavel pela
adesividade e troca de informacgdes entre as células.

A matriz extracelular compreende uma intrincada rede de
componerites fibrosos embebidos em gel de polissacarideos hidratados,
glicosaminoglicanas e proteoglicanas. Além de servir como suporte para as
células, a matriz extracelular também exerce influéncia no desenvolvimento,
migracao, proliferagdo, forma e funcdes metabdlicas das células (ALBERTS
et al, 1989).

A matriz extracelular desempenha um importante papel
na morfogénese e diferenciacdo das glandulas salivares. Os colagenos do
tipo 1, Il e IV, aléem da laminina e condroitin sulfato participam da
morfogénese e citodiferenciac@o das células glandulares, enquanto que ©
colageno |V sozinho parece desempenhar importante papel na
diferenciagao das células secretoras (CUTLER, 1990).

As proteinas da matriz extracelular sofrem constante
tumover. Elas sdo sintetizadas e degradadas rapidamente por processos
muito bem controlados. A degradac@o dos componentes da matriz
exfracelular € feita por dquatro vias aparentemente distintas: (1)
metaloproteinases; (2) ativadores de plasminogénio; (3) clivagem por
enzimas lisossomais apds fagocitose por células especializadas e (4)
degradacdo de material mineralizado mediado por osieoclastos
(BIRKEDAL-HANSEN, 1983).
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MEMBRANA BASAL

A membrana basal fol descrita pela primeira vez por
TODD AND BOWMAN em 1857, como uma fina e delicada estrutura que
separa as células epiteliais do tecido conjuntivo. Ela compreende um tipo
especial de matriz extracelular constituida de uma fina camada com
aproximadamente 50 nm de espessura, que separa as células endoteliais e
epiteliais do tecido conjuntivo subjacente, além de formar um envolitério
individualizado ao redor de células adiposas, células musculares lisas,
cardiacas, esqueléticas e células de Schwann. A membrana basal fica em
intimo contato com essas células e esse contato é mediado por receptores
presentes na superficie celular que se ligam fortementie a proteinas da
membrana basal (TIMPL, 1989). Em anélise ultraestrutural, a membrana
basal é formada por uma [amina lticida e uma lamina densa. A lamina licida
& adjacente a membrana da célula e apresenta baixa densidade eletrdnica,
enquanto a lAmina densa é adjacente ac tecido conjuntivo apresentando aita
densidade eletronica (MARTINEZ-HERNANDEZ et al, 1983). Essa
organizacdo & observada na maioria dos tecidos, porém ela pode
apresentar variagbes. Em glomérulos renais de aduitos, a membrana basal
& trilaminar, com lamina densa espessa (80 nm) localizada entre duas
[aminas lGcidas de 40 nm cada (THORNING et al, 1977).

A composicdo quimica da membrana basal apresemta
certa complexidade, sendo composta principalmente por colageno do tipo
[V, heparan sulfato, condroitin sulfato, proteogiicanos e uma glicoproteina de
alto peso molecular denominada laminina (PAULSSON, 1987, MARTIN
AND TIMPL, 1987). As principais funcbes da membrana basal incluem:
suporte fisico a diversas estruturas, unido e ultrafiltragdo. Além disso, a
membrana basal assume arranjos distintos em diversas alteracOes
patolégicas, como diabetes e neuropatias onde a membrana encontra-se
bastante espessada (MARTINEZ-HERNANDEZ et al, 1983). Laminina e
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colageno IV possuem varios sitios de ligacdo celular que interagem com
distintos receptores celulares, podendo assim interferir no comportamento
da célula (TIMPL, 1989).

A remocao da lamina basal de células basais do
epitélic provoca diversas alteracdes nessas células, como
arredondamento na sua morfologia, perda de coesdo celular,
aparecimento de microvilosidades e mudanga na organizacio estrutural
do citoesqueleto, indicando que a 1amina basal participa da estabilidade
morfologica do epitélic (BANERJEE et al, 1977). Segundo DICKSON
AND WARBURTON (1882), ha fortes evidéncias que a membrana basal
de glandulas mamarias de ratas seja sintetizada por células mioepiteliais
e que durante o processo de involugdo da glanduia, essas mesmas
células sejam as responsaveis pela sua degradacéo através da liberacac
de enzimas da matriz metaloproteinase.

COLAGENO IV

O colageno compreende uma familia de proteinas
encontradas na matriz extraceiular. As moléculas dos colagenos séo

formadas por 3 cadeias o que se associam na forma de hélices unidas
através de pontes de hidrogénio. Cada cadeia o é codificada por um gene

grande com cerca de 50 exons. O colageno é secretado na forma de
procolageno, que sofre a agdo de enzimas proteoliticas e transforma-se em
protocolagenc © qual se polimeriza formando as fibrilas colagenas
(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 1995). A organizacdo das fibrilas colagenas
na matriz extracelular adapta-se as necessidades do tecido. Ja foram
descritos 13 tipos diferentes de colagenos. Os tipos |, I e Il apresentam
arranjo fibrilar e sdo 0s mais abundantes no tecido conjuntivo. O colageno
tipo IV é encontrado exclusivamente na lamina basal, onde & um de seus



principais componentes (ALBERTS et al, 1989; VUORIO AND
CROMBRUGGHE, 1990).

O colageno tipo IV é formado por 2 cadeias o4 e 1

cadeia op formando um complexo altamente insolivel, porém néo

apresenta estrutura fibrilar como os colagenos tipo 1, It e 1ll (ALBERTS et al,
1989). Ele é produzido pelas células epiteliais, adiposas, musculares,
Schwann e endoteliais. Concentra-se exclusivamente nas membranas
basais onde &€ o componente mais abundante. A construcio de uma forte
estrutura de suporte é certamente uma das principais funcbes do colageno
iV, além disso, essa molécula possui sitios de ligacdo para diversas
proteinas come laminina, fibronectina, proteoglicanas, nidogénio e proteinas
transmembranicas das células, completando assim a complexa arquitetura
molecular da membrana basal (TIMPL,, 1989).

SKALOVA AND LEIVO (1992) mostraram através de
estudos imunochisfoquimicos, que em gléndulas salivares normais, 0
colageno IV encontra-se arranjado de forma linear ao redor dos acinos e
ductos e que esse padrac é mantido em tumores glandulares benignos.
Porém em tumores invasivos, como carcinoma adenoide cistico, a
distribuicAc do colageno tormna-se irregular, com acinos e ductos
apresentando areas de ruptura ou auséncia total de marcagéo.

LAMININA

Laminina é uma glicoproteina nao colagénica de alto
peso molecular (800.000 Da) que se localiza exclusivamente na
membrana basal de células epiteliais, musculares, adiposas e
endoteliais. E a primeira proteina da matriz extracelular a ser sintetizada
durante a embriogénese (MIOSGE et al, 1993). Foi isolada pela primeira
vez por TIMPL et al em 1879, a partir de extrato de tumor Engeibrecht
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Holm Swarm (EHS) de camundongo, o qual produz abundante matriz de
membrana basal. A molécula de laminina descrita por esses autores, é
formada por 3 cadeias polipeptidicas, uma longa com peso molecular de
400 kD identificada como cadeia A e duas menores, pesando
aproximadamente 200 kD cada, conhecidas como B; e B, sendo cada
cadeia codificada por genes diferentes (MARTIN AND TIMPL, 1987).
Essas cadeias s@o unidas por bandas de dissulfito, dando a molécula
uma conformagao de cruz. A laminina pode-se ligar a diversas outras
moléculas como colageno 1V, heparan sulfalo, heparina e nidogénio
(TIMPL, 1989). A faminina pode também ligar-se & superficie das células
atraves de receptores transmembranicos especificos. LigacOes desse
tipo estdo associados a manutencdo da polaridade das células epiteliais
(CAMPBELL AND TERRANQOVA, 1988, KLEIN et al, 1980).

A identificacdo de multipios receptores para a
molécula de laminina sugere que essa glicoproteina participe de diversas
fungbes como migracdo, adeséo, diferenciacé&o e proliferacéo celular,
além de desempenhar papel importante em situacdes patolégicas como
invasdo e metastase de tumores, doencas autc-imunes, adesdo
hacteriana e outras. Essa diversificada atividade biolégica da laminina &
provavelmente decorrente de suas diversas isoformas, bem como das
indmeras subunidades existentes nas cadeias A, By e B
{TRYGGVASON ,1993; KADOYA et al, 1995).

Analises da laminina oriundas de outros tecidos e de
linhagens celulares derivadas de camundongos e ratos, mostraram que
as cadeias A, B, e B; ndo s&o coordenadamente expressas. A maioria
das amosiras analisadas revelaram que a cadeia A & expressa em
pequenas quantidades em tecidos diferenciados adultos (KLEINMAN et
al, 1987; PAULSON AND SALADIN, 1989, EHRIG et al, 1990;
KUCHERER-EHRET et al, 1990). Foram também descritos variantes da
laminina constituidos por novas cadeias polipeptidicas. HUNTER et al
(1989) descreveram cadeias polipeptidicas que apresentavam homologia
com as cadeias B da laminina. Esse polipeptideo possui peso moelecular
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de 190 kDa e foi denominada de laminina S (sindptica), por estar
presente na juncdo neuromuscular. EDGAR et al (1988) descreveram
uma molécula de laminina onde as cadeias B e B, estavam associadas
a duas cadeias polipeptidicas que eram antigenicamente distintas da
cadeia A. PAULSSON AND SALADIN (1989) mostraram que a laminina
isolada do coragéo de camundongos continha cadeia extranumeraria de
300 kDa que se associava covalentemente as cadeias B. Apesar de
varios outros polipeptideos que se associam ou que exibem homologia
com as cadeias da laminina terem sido reportados (DAVIES et al, 1985;
EHRIG et al, 1980), o significado desta diversidade de associagédo de
cadeias polipeptidicas & ainda desconhecido. Pode-se, no entanto,
especular que a laminina ndo é uma unica entidade, mas uma familia de
proteinas constituida por diversas cadeias polipeptidicas que séo
expressas diferencialmente. As diversas combinagbes dessas cadeias
polipeptidicas dariam caracteristicas quimicas distintas as diversas
membranas basais dos diferentes oOrgdos e tecidos. Essas
caracteristicas quimicas por sua vez refletiriam nao s6 na estrutura das
membranas basais, mas também na interrelacdo da laminina com as
células adjacentes, influenciando no comportamento das mesmas.

Em gléndulas salivares normais de humanos a
laminina € expressa na membrana basal que circunda 0s Acinos, ductos,
células adiposas € nervos periféricos, porém em casos de tumores
glandulares, padrdes distintos de expressdo podem ser observados. Um
padrdo de expressdo linear, semelhanie ac normal, € detectado em
tumores benignos & carcinoma de células acinares, enquanto que em
carcinoma adenoide cistico, a laminina encontra-se distribuida de forma
irregular, com areas de interrupcdo € em aiguns casos, completamente
ausente (SKALOVA AND LEIVO, 1992). Resultados semelhantes foram
observados por D'ARDENE et al (1988) e WETZELS et al (1992) que
analisaram expressdo da laminina em carcinoma adenoide cistico e
adenoma pleomérfico.
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METALOPROTEINASES DA MATRIZ EXTRACELULAR

A integridade da matriz extracelular € mantida por
processos constantes de formacéo e degradacio de seus componentes.
As metaloproteinases compreendem um grupo de enzimas proteoliticas
que participam da remodelacdo da matriz extracelular através da
degradagao das macromolécuias do tecido conjuntive, incluindo
colageno, laminina, fibronectina e core proteico das proteoglicanas. As
metaloproteinases t8m importante fung&o na reabsor¢do e
remodelamento  fisiolégico da matriz  extracelular durante o
desenvolvimento do individuo e processos de cicatrizacdo (SALO et al,
1994), além de estar associada a processos patoldgicos, como
metastase tumoral (SOINI AND AUTIO-HARMAINEN, 1993; STETLER-
STEVENSON et al, 1993; AZUMA et al, 1993), doenca periodontal
(BIRKEDAL-HANSEN, 1993) e artrite reumatdide (SOUZA et al, 1993).
As metaloproteinases s30 sintetizadas como zimogenos inativos e sua
ativacdo no meio extracelular ocorre com a quebra da ligacdo zinco-
cisteina que blogueia a acdo da enzima (BIRKEDAL-HANSEN, 1993).

A acéo dessas enzimas & controlada por inibidores
teciduais das metaloproteinases (TIMP), que sdo glicoproteinas
sintetizadas por diversas células do organismo e agem como inibidores
fisioldgicos das metaloproteinases (MURPHY et al, 1885, HOWARD et
al, 1991; ALVARES et al, 1995). A diminuicao ou alteracdo na expressao
de TIMP tem sido associada a processos de metastizacao de tumores
(AZUMA et al, 1993).

O quadro | mostra os principais membros da matriz

metaloproteinase e suas principais caracteristicas.
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Quadro I: Membros da matriz metaloproteinases e suas principais caracteristicas.

nome Abrev. P.M.(kDa) substrato na MEC

Colagenase

colagenase de

fibroblasto (MMP1) 57/52 coldgeno [, I, HI, VI, X

colagenase de

neutrdfilo (MMP8) 75 colageno I, 11, II1.

Colagenase IV

gelatinase A (MMP2) 72 gelatina, fibronectina,
elasting, colageno IV, V,
VIl e X

gelatinase B (MMP9) 92 gelatina, elastina,
colageno [Ve V

Estromelisina

estromelising 1 {(MMP3) 60/55 proteoglicanas, gelatina,

fibronectina, laminina,
colageno IV, V, IX
estromelisina 2 (MMP10) 60/55 proteoglicanas, gelatina,
fibronectina, laminina,
colageno IV, V., IX '

estromelisina 3 (MMP11) 7 ?

Metaloelastase (MMP12) 35 elasting e fibronectina

Matrilisina (MMP7) 28 fibronectina, laminina,
colageno 1V, gelatina,
proteoglicanas.

AZUMA et al (1995) sugeriram que a atividade de
enzimas metaloproteinases esta envolvida na patogenia das mucoceles
do tipo extravasamento, pois eles observaram através de zimograma de
gelatina um nivel bem maior de colagenase do tipo IV presente no muco
dessas lesbes guando comparado com a saliva nhormal coletada a partir
do ducto de Wharton.

DICKSON AND WARBURTON (1992) mostraram que
durante a involucéo de glanduias mamarias de ratas ha um aumento na
sintese da gelatinase A (MMP2) e estromelisina (MMP3). Segundo esses
autores, o aumento dessas duas metaloproteinases estaria associado
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principalmente a uma estimulagdo na sintese dessas enzimas pelas
células micepiteliais.

COLAGENASE

As colagenases s&0 as Unicas enzimas da familia das
metaloproteinases com capacidade para degradar colageno. Elas clivam
a triplice hélice do colageno em peptideos simples que entdo séo
sensiveis a acao de outras proteinases. As colagenases s&o divididas
em dois tipos geneticamente distintos, uma com peso molecular de 57/52
kDa chamada de colagenase fibroblastica ou intersticial (MMP-1) e outra
altamente glicosilada, com peso molecular de 75 kDa, conhecida como
colagenase neutrofilica ou polimorfonuclear (MMP-8). A colagenase
fibroblastica foi a primeira enzima da familia das melaproteinases a ser
caracterizada (GROSS AND LAPIERE, 1962). Ela é produzida por genes
expressos nos  fibroblastos, gqueratindcitos, células endoteliais,
macrofagos, osteoblastos e condrécitos (HERRON et al, 1986;
CAMPBELL et al, 1987; BIRKEDAL-HANSEN, 1993). Os dois tipos de
colagenases apresentam homologia bastante alta, enfretanto a
colagenase de PMN € bem mais glicozilada que a do tipo fibroblastica.
As fungles bioiégicas de ambas enzimas s&80 as mesmas, porem ha uma
diferenca marcante em relacdo a regulagéo da transcrigcao. A colagenase
do tipoc PMN encontra-se pronta e armazenada no interior dos granulos
dos leucécitos, sendo rapidamente liberada para ¢ meio extracelular
quando a célula é estimulada. A colagenase fibrobiastica inicia sua
transcricdo somente apos a célula ser estimulada demorando de 6 a 12
horas para ser detectada no meio extracelular (BIRKEDAL-HANSEN,
1993). ‘

TERONEN et al (1995), observaram a presenca das
duas colagenases na parede de diversos tipos de cistos odontogénicos,
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sugerindo que essas enzimas seriam importantes para o remodelamento
da capsula cistica, podendo inclusive contribuir para o controle do
crescimento cistico.

19



MATERIAL E METODOS




MATERIAL E METODOS

ATROFIA GLANDULAR

Foram utilizados ratos (wistar), machos, aduitos,
pesando aproximadamente 1209, provenientes do Biotério Central da
UNICAMP. Os animais foram alimentados com racéo e agua “ad libitum”.
Sob anestesia com injecéo intraperitoneal de hidrato de cloral 10% (0,4
mi para 100g de peso do animal), foi realizado tricotomia na regido
ventral do pescogo, assepsia local e incisdo sagital mediana de
aproximadamente 4 cm de comprimento. As glandulas submandibulares
foram identificadas e 0 ducto excretor principal do lado direito foi
dissecade com tesoura de ponta rOmbica e isolados dos vasos
sanguineos que irrigam a glandula. Um fio de algodao foi passado ao
redor do ducto e amarrade firmemente, tomando-se o cuidado de nao
incluir os vasos que nutrem a giandula na ligadura, o0 que acarretaria em
necrose por isquemia. A giéndula do lado esquerdo permaneceu como
controle e a ferida cirtrgica foi suturada com pontos simples isolados. Os
animais foram sacrificados por inalacao excessiva de éter etilico nos
periodos de 5, 10 e 30 dias apés a ligadura. As glandulas foram
retiradas, limpas e pesadas. As glandulas destinadas a extragéo de
proteinas foram rapidamente estocadas em nitrogénio liquido.
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MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Foram utilizados 2 ratos de cada periodo para analise
ultraestrutural. As gléndulas foram cortadas em pequenos fragmentos e
fixadas em glutaraldeido 2,5% durante 14 horas. Os fragmentos foram
lavados em tampéo fosfato de Sorensen {pH 7,3) e pés-fixados em
tetroxido de osmio a 1%. Apés lavagem com solucdo salina, os
fragmentos foram desidratados em concentragbes crescentes de stanol e
imersos em oOxido de propileno, sendo entdo incluidos em araldite.
Cortes semi-finos foram corados com azul de toluidina e uitra-finos com
acetato de uranila e citrato de chumbo. As i1@minas foram observadas e
fotografadas em microscopio eletronico Zeiss EM 10 da Faculdade de
Qdontologia de Piracicaba - UNICAMP.

IMUNOHISTOQUIMICA

Foram utilizados 3 animais de cada periodo para
analise imunohistoquimica. Os anticorpos anti-laminina e anti-colageno
IV foram produzidos em coelhos a partir de laminina e colageno IV
obtidos de tumor murine EHS de camundongos. As glandulas foram
fixadas em formol 10% por 14 horas, processadas e incluidas em

parafina. Cortes de 4 um foram obtidos e estendidos em laminas de vidro

previamente untadas com organo-cilano. Os cortes foram hidratados e
imersos em solucdo a 3% de perdxido de hidrogénio diluido em metanol
por 15 minutos para inativacdo da peroxidase endogena. Os cortes foram
lavados com HO e incubados a 37 °C, por 30 minutos, em pepsina 0,4%
diluida em solucéo contendo 0,01N de HCI e glicerina. As laminas foram
lavadas em agua, imersas em solugdo a 1% de albumina sérica bovina
(BSA) diluida em salina tamponada com fosfato (PBS) e mantida em
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camara umida por 30 minutos. Apds esse periodo, o excesso foi
removido e colocou-se anticorpo primério (anti-laminina ou anti-colageno
IV produzidos em coelhos) diluido 1:200 em solucéo de 0,3% de BSA em
PBS com 0,1% de Tween 20 por 2 horas em camara umida a
temperatura ambiente. As l1Aminas foram lavadas com PBS e incubadas
por 1 hora a temperatura ambiente com anticorpo secundario, conjugado
com peroxidase, diluido 1:250 em solucdo 0,3% de BSA em PBS com
0,1% de Tween 20. Os cortes foram lavados com PBS e revelados com
solucao 0,2% de diaminobenzoidina diluida em PBS contendo 0,2% de
perdxido de hidrogénio 30%. As laminas foram entdo montadas e
analisadas em microscopio de luz.

COLETA DE PROTEINAS

Laminina

Foram utilizadas glanduias de 3 animais de cada
grupo. Cada glandula foi cortada em pequencs fragmentos com 13mina
de bisturi e vigorosamente macerados em homogeneizador manual de
vidro junto com 15 mi de tampéo contendo 50 mM de TRIS, 150 mM de
NaCl, 2 mM de PMSF, 2 mM de NEM, pH 74 a 4 °C. O homogeneizado
foi centrifugado a 15.000 rpm por 20 min. & 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o processo repetido. Apés a segunda lavagem o
precipitado foi ressuspendido em 500 pl de tampéao contendo 50 mM de
TRIS (pH 7,4), 150 mM de NaCl, 10 mM de EDTA, 2 mM de PMSF, 2
mM NEM, e mantido sob agitacéo por 1 hora a temperatura de 4 °C para
extracdo da laminina. O material foi entdo centrifugado & 14.000 rpm por
20 minutos & 4 °C e o sobrenadante estocado a -20 °C. O processo de
extragdo da laminina foi repetido e o novo sobrenadante estocado junto
com O anterior.
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Colagenase

Foram utilizadas trés glandulas de cada grupo. A
porcao interna da glandula foi cuidadosamente separada da capsula. O
material obtido da porgéo interna foi transferido para um homogeneizador
manual de vidro & macerado com 15 mi de tampéo contendo 0,25 % de
TRITON X 100, 10 mM de CaCly, 2 mM de PMSF e 2 mM de NEM a 4
°C. O homogeneizado foi entdo centrifugado & 15.000 rpm por 20
minutos a 4 °C. O sobrenadante descartado e o processo de lavagem
repetido. O precipitado foi ressuspendido em 500 ui de tamp&o contendo
50 mM de TRIS, 150 mM de CaCl;, 2 mM de NEM, 2 mM de PMSF,
pH 7,4 e mantido em banho-maria & temperatura de 40 °C por 30
minutos para exitracdo da colagenase. A amosira foi centrifugada a
14,000 rpm por 20 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante
foi retirado e estocado a -20 °C. O processo de extracdo da colagenase
foi repetido & a nova amosira estocada junto com a anterior. A
colagenase da capsula também foi extraida seguindo-se a mesma
metodologia.

CARACTERIZACAQO DAS GELATINASES POR ZIMOGRAMA

A atividade proteolitica da colagenase foi analisada
em gel de SDS-poliacritamida com concentracéo final de 9% de
poliacrilamida impregnada com 1,6 mg de gelatina por mi de gel.

O wvolume de cada amostra para a corrida
eletroforética foi baseado na quantificacio proteica total lida em
espectofotdmetro segundo a técnica de Bradfort (BRADFORT, 1976).

O controle usado como peso molecular era composto
por 10 ug BSA, 10 ug de Pepsina e 10 yg de colégeno acrescidos de 20
yl de tampao de amostra contendo B-mercaptoetanol e fervidas por 5

minutos para desnaturagao das proteinas.
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Todas as amostras de extrato de glandulas foram
misturadas com tampéo de amostra sem B-mercaptoetanol e a corrida
eletroforética realizada com voltagem continua de 15 mA em temperatura
de 4 °C. Apds o términc da corrida, o ge! foi colocado em recipiente com
100 mi de solucdo contendo 2% de TRITON X 100 e mantido sob
agitacdo por 30 minutos em temperatura ambiente, para remocdo da
SDS. Essa lavagem foi realizada por duas vezes. O gel foi entdo
incubado & 37 °C por 14 horas sob agitacdo em 150 mi de tampéo
contendo 10 mM de TRIS, 5 mM de CaCl;, pH 8,0 para ativacdo da
colagenase. O gel foi corado com Coomasiie Brilliant Blue R 0,25% e as
gelatinases foram visualizadas pela capacidade de digerir o substrato
formando bandas claras que contrastam com o restante do gel, onde o
substrato esta intacto e foriemente corado de azul. A identificacdo das
gelatinases foi feita de acordo com 0 peso molecular.

INATIVACAO DAS METALOPROTEINASES

Amostras de extrato da glandula com 5 dias de atrofia
foram submetidas a eletroforese e lavadas nas mesmas condicbes
mencionadas anteriormente. Em seguida foram incubadas por 14 hs a 37
°C em tampéo Tris-HCI/CaCl; contendo um dos seguintes inibidores: 0,5
mM 1,10-fenantrolina, 0,5 mM EDTA, 0,5 mM PMSF. Posteriormente, o
gel foi corado com Coomasiie Brilliant Blue R 0,25% por 4 hs.
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DENSITOMETRIA

A densitometria dos géis de zimograma foram
realizados em densitdmetre Bio Rad, modelo GS-700 e analisado em
software Molecular Analysis da Bio Rad.

CARACTERIZACAO DA LAMININA POR “WESTERN-BLOT”

O volume de cada amostra para corrida eletroforética,
foi baseado na quantificacdo proteica total obtida segundo a técnica de
Bradfort (BRADFORT, 19786).

Para controle positivo foi utilizado laminina exiraida de
turnor murino EHS de camundongo.

Todas as amostras foram misturadas com tampéo de
amostra contendo [B-mercaptoetanol e fervidas por 5 minutos para
desnaturacao das proteinas. As amostras foram aplicadas em gel
gradiente 3-10% de poliacrilamida contendo SDS. A corrida eletroforética
foi realizada com voltagem continua de 15 mA em temperatura ambiente.
A transferéncia para o papel de nitroceluiose foi feita com voltagem
continua de 150 mA em temperatura de 4 °C durante 24 horas. A fita de
nitrocelulose foi entdo corada com Ponceaus 0,25% para confirmacio da
transferéncia. As fitas foram imersas em solucéo a 1% de BSA em PBS
e mantidas em camara Gmida por 30 minutos. Apds esse periodo, 0
excesso foi removido e colocou-se anticorpo primario, anti-laminina
produzido em coetho, diluido 1:500 em solugdo a 0,3% de BSA em PBS
com 0,1% de Tween 20, por 2 horas em cadmara umida a temperatura
ambiente. As fitas foram lavadas com PBS e incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente em cdmara umida com anticorpo secundario
conjugado com peroxidase e diluido 1:1000 em solugdo 0,3% de BSA em
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PBS com 0,1% de Tween 20. A fita foi lavada em PBS e revelada com
solucao 0,2% de diaminobenzoidina em PBS contendo 0,2% de perdxido
de hidrogénio 30%. Para controle negativo foi utilizado anticorpo 1gG
anti-rabbit diluido 1:500 em solucdo a 0.3% de BSA em PBS com 0,1%
de Tween 20.
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RESULTADOS

PESO DAS GLANDULAS

A analise do peso das glandulas serviu como controle
do sucesso da atrofia das glandulas, sendo que as glandulas
consideradas atréficas que nao apresentavam diferenca de peso em
relacdo a glandula normal foram descartadas. Durante a evolugdo da
atrofia houve queda progressiva do peso glandular, sendo que a maior
alteraco de peso foi observada entre a glandula normal e apés 5 dias

de atrofia, conforme mostra o gréfico 1.

0,300 + -

Peso
]
3
1 ]

NORMAL 5 DIAS 1O DBIAS

XN DAS

Grafico |: variagdo do peso das glandulas submandibular e sublingual de

rato apos 5, 10 e 30 dias de atrofia.
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MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Glandula normal

As celulas acinares apresentaram formato triangular
com nucleo arredondado localizado na porgcac basal da célula. O
citoplasma era rico em reticulo endoplasmatico rugoso e mitocéndrias
concentrados principaimente ao redor do nucleo. A porgdo média e
apical da célula aparecia preenchida por vesiculas de secrecdo eletron-
acida contendo fina granulagdo eletron-densa (fig. 1A). Dentre as
estruturas ductais, as células dos ductos granulosos foram as mais
proeminentes, apresentando formato retanguiar com nucleo arredondado
jocalizado na porgcdo basal, circundado por mitocdndrias e abundante
reticulo endoplasmatico rugoso. Os 2/3 apicais do citoplasma eram
preenchidos por grénulos de secrecdo eletron-densos de tamanhos
variados (fig. 1B).

Na superficie das células acinares e ductais repousava células
micepiteliais com o© citoplasma preenchidos por microfilamentos
arranjados paralelamente, semelhante a muasculo liso. A superficie
destas células eram fortemente unidas a membrana plasmatica das
células acinares € ductais por jungbes do tipo desmosoma. Na superficie
das células mioepiteliais notava-se a presenca de uma membrana basal
distendida e linear, composta por ldminas lucida e densa com
espessuras semethantes (Fig. 1C).

Glandula atrofica

As alteracbes observadas foram gradativas a evolugao
do processo de atrofia da glandula, sendo que as modificagbes mais
intensas apareceram apds 30 dias de atrofia. Com 5 dias de atrofia,
grande parte das células acinares ainda mantinham granulos de
secrecdo, porém com reducfo na relagédo nucleo/citoplasma (Fig. 2A),
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enquanto que as celulas dos ductos granulosos perderam todos seus
granulos (Fig. 2B). Apbs 10 dias de atrofia, as alteracbes morfolégicas
das células acinares e ductais ficaram mais proeminentes, com total
desaparecimento dos granulos de secregdo e reducdo do reticulo
endoplasmatico rugoso (Fig. 3A e B). Com 30 dias, as células ductais e
acinares apresentaram grande diminuicao na relacéo nucleo/citoplasma,
assumindo formato cibico, com o nucleo ocupando a porgéo central da
célula. Os granulos de secrecdo eram ausentes e o reticulo
endoplasmatico rugoso bastante reduzido (Fig. 4A e B). As alteragbes
morfolégicas das células mioepiteliais, foram menos intensas que nos
outros tipos celulares. Observou-se granulos de lipofuscina dispersos
pelo citoplasma e alteracdes na morfologia da célula, com “enrugamento”
acentuade em algumas areas da superficie celular. Uma alteracéo
marcante foi observada na membrana basai das células mioepiteliais,
onde notou-se espessamento bastante acentuado em algumas areas,
originando formas de aparéncias bizarras, semelhante a dobras (Fig. 5A,
B, C, D).

IMUNOHISTOQUIMICA

A imunomarcacao para laminina e colageno 1V em
glandulas submandibuiares normais e atroficas de ratos mostrou que as
duas proteinas s3o localizadas na membrana basal ao redor das
astruturas ductais e acinares, Em glandulas normais, tanto a laminina e
colageno 1V sado distribuidos de forma regular, formando uma camada
fina, retilinea e ininterrupta. Com a atrofia da glandula, a distribui¢éo de
ambas proteinas fornou-se irregular e desorganizada. Essas
medificac8es tornaram-se mais evidentes apds 10 dias de atrofia, porem
com 30 dias de atrofia, observou-se marcagéo mais forte da laminina e
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do colagenc IV go redor de algumas estruturas ductais e acinares da
gléndula (Figs. 6 e 7).

QUANTIFICACAQ PROTEICA

A quantificacdo proteica total das amostras foi
necessaria para se obter volumes de amostras com a mesma quantidade
de proteina total para corrida eletroforética da colagenase e laminina. A
concentracdo total de proteinas variou bastante durante a atrofia
conforme mostra o quadro 1l

Quatro 1I. Média da denstdade dtica obtida das amostras de glandulas
snbmandibulares de ratos normais e atroficas.

GLANDULA D.O.
5 dias normal 0,291
5 dias atréfica 0,181
10 dias normal 0,258
10 dias atrofica 0,109
30 dias normal 0,216
30 dhas atrofica 0,092
ANALISE ZIMOGRAFICA

Os zimogramas realizados com exiratos da porcdo
interna de glandulas salivares normais e atréficas revelaram, em todas
as amosiras, a presenca de colagenase formando dupla banda com peso
molecular de aproximadamente 55 kDa. Outras bandas estavam
presentes apenas nos extratos de gitandula normal, com peso molecular
inferior a 40 kDa (Fig. 8). Analise densitométrica do gel revelou que o
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nivel da atividade gelatinolitica das bandas com 55 kDa, eram bem
maiores nos periodos de 5 e 10 dias de atrofia quando comparado com a
glandula normal. Apés 30 dias, a atividade gelatinolitica caia para niveis
préximos ao normai (grafico ). Quando os extratos das glandulas eram
incubado com solugdo tampdo ativadora contendo 0,5 M de 1.10-
fenantrolina ou 0,5 M de EDTA, as bandas com pesos moleculares de 55
kDa eram totaimente inibidas, porém nenhuma inibicdo nestas bandas
era observada quando a incubagao continha 0,5 M de PMSF (Fig. 9). A
espessa banda de baixo peso molecular observada nas amostras de
giandulas normais foi totalmente inibidas com PMSF, mas nfo com
EDTA ou 1,10-fenantrolina.

Os zimogramas realizados com 0 extrato oblido da
capsula da gléndula revelaram presenca de banda com o mesmo peso
molecular (Fig. 10). A analise densitométrica mostrou que o0 nivel de
gtividade gelatinolitica do extrato da gléndula com & dias de atrofia era
hem mais elevado que o normal e os outros pericdos atréficos (grafico
Hh. Quando o gel foi incubado em 0,5 M de 1,10-fenantrolina ou 0,5 M
de EDTA, a inibicdo da alividade gelatinolitica foi total, enquanto que a
incubacao com 0,5 M de PMSF nao provocava nenhum tipo de inibicao.

ANALISE DE *WESTERN BLOT” DA LAMININA

A analise da expressao das cadeias de laminina pela
técnica de "Western blot", revelou que em glaéndulas submandibulares de
ratos, a cadeia A € expressa em pequenas quantidades quando
comparada com a expressdo das cadeias B, € By . Essa caracteristica de
expressdo da iaminina foi observada tanto em glandulas normais comoe
atréficas. Durante a atrofia glandular notou-se uma reducdo na expressio
das cadeias B da laminina em relacdo a gléndula normal. Essa reducao
era mais visivel no periodo de 5 dias de atrofia, apresentando aumento
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na expressao nos periodos de 10 e 30 dias. Uma banda acima da cadeia
A, com peso molécular aproximado de 600 kDa, também foi detectada
~ nas amostras analizadas (Fig. 11).
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Fig.1 - Microscopia Eletrénica (M.E.) de glandula submandibular de rato.
A- célula acinar (x5.800); B- célula do ducto granuloso (x5.800);
C- membrana basal normal (=) (x24.500) .
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Fig. 2 - M.E. de glandula submandibular de rato com 5 dias de atrofia. A-
célula acinar (x5.800); B- célula do ducto granuloso (x5.800).
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Fig. 3 - M.E. de glandula submandibular de rato com 10 dias de atrofia.
A- célula acinar (x5.800); B- célula do ducto granuloso (x5.800).
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Fig. 4 - M. E. de gléndula submandibular de rato com 30 dias de atrofia.
A- célula acinar (x5.800); B- célula do ducto granuloso (x5.800).
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Fig. 5 - M.E. de glandula submandibular atréfica de rato. Note o

espessamento € as dobras da membrana basal das células
mioepiteliais apoés 30 dias de atrofia. A - x16.400; B, C, D -
x24.500.
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Fig. 6 - Imunohistoquimica de laminina. A - glandula normal; B - 5 dias de
atrofia; C - 10 dias de atrofia; D - 30 dias de atrofia. Note uma
distribuicdo irregular e reducéo da proteina apés 5, 10 e 30 dias
de atrofia (x130).
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Fig. 7 - Imunohistoquimica do colageno IV. A - glandula normal; B - 5
dias de atrofia; C - 10 dias; D - 30 dias. Note que nos periodos de
5, 10 e 30 dias de atrofia ha diminuicdo na intensidade de
marcacao da proteina (x130).
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1- gl. normal

2- gl. normal

3- gl. normal

4- 5 dias de atrofia
5- 10 dias de atrofia
6- 30 dias de atrofia

Fig. 8 - Zimograma de gelatina realizado com extrato retirado do interior
da glandula. A maior atividade da enzima €& observada nos
periodos de 5 e 10 dias de atrofia.
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atividade gelatinolitica

normal 5 10 30

dias de atrofia

Grafico | - Atividade gelatinolitica da colagenase do extrato da porcao
interna da glandula.

41



1- gl. normal

2- gl. normal

3- gl. normal

4- § dias de atrofia
5- 10 dia+s de atrofia
6- 30 dias de atrofia

Fig. 9 - Zimograma de gelatina realizado com extrato retirado da capsula
da glandula. Note que com 5 dias de atrofia a atividade da

enzima e bem maior que nos outros periodos.
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2,54

-
1

atividade gelatinolitica
7

(=]
1

normal 5 10 30 dias de atrofia

Grafico Il - Analise densitométrica da atividade gelatinolitica da
colagenase extraida da capsula da glandula.
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1- incubag&o normal

2- incubagao com fenantrolina
3- incubacgdo com EDTA

4- incubagdo com PMSF

Fig. 10 - Zimograma de gelatina realizado com extrato obtido da capsula
da glandula apés 5 dias de atrofia e incubados com diversos
inibidores. A inibicdo da atividade da enzima ap6s incubagao com
fenantrolina e EDTA e nenhuma inibicdo com PMSF, coloca a
enzima dentro do grupo das metaloproteinases.



1 2 3 4 b 6

' 1- laminina de EHS
2- gl. normal

3- 5 dias de atrofia
4- 10 dias de atrofia
5- 30 dias de atrofia
6- controle negativo

Fig. 11 - “Western blot" realizado com extrato da glandula submandibular
de rato. Notar presenca de 3 bandas principais no extrato com
pesos moleculares aproximadas de 200 kDa, 400 kDa e 600 kDa.
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DISCUSSAQ DOS RESULTADOS

Atrofia experimental de glandulas salivares tém side
bastante usada como modelo experimental em inimeros estudos. A
obstrucdo do ducte excretor principal produz uma atrofia progressiva
levando as células do parénquima glandular a atingir um estado primitivo
ou de repouso com aumento da fibrose na regido intersticial. As
alteractes observadas durante atrofia glandular experimental podem ser
comparadas com as descritas durante a involugdo fisioldgica de
glandulas mamarias ap6s o periodo lactifero ou em situagdes patologicas
como a sialadenite obstrutiva crbnica.

O controle do peso das gléndulas foi importante para
confirmacéo da atrofia glandular. As glandulas que néo apresentaram
alteragbes de peso apos ligadura do ducto excretor foram descartadas do
trabalho. A maior variacdo no peso glandular foi observada entre o
controle e o periodo de 5 dias de afrofia. A grande degranulacio das
células acinares e, principaimente, das células dos ductos granulosos,
observado em glandulas com 5 dias de atrofia através da microscopia
eletrbnica, poderia justificar a acentuada queda de peso ocorrida durante
esse periodo. Variacbes de peso em glandulas salivares atréficas
também foram descritas por SHIBA et al. em 1972, Segundo esses
autores, glandulas atrdficas apresentam discreto aumento de peso até o
terceiro dia de atrofia. Apds esse periodo, o peso diminui gradativamente
com a evolugdo da atrofia. EMMELIN et al (1974), usando fio de seda
para ligadura do ducto de glandulas submandibulares de gatos relatou
que mesmo apds a ligadura, pequena quantidade de secre¢io ainda
pode ser detectada, sugerindo que a atrofia n&o é totaimente alcangada.
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A andlise ultraestrutural revelou que as células
acinares e ductais sofrem alteragbes morfolégicas profundas durante a
evolucao da atrofia, assumindo um aspecto morfolégico de célula
primitiva com formato cubico, desaparecimento dos grénulos de secrecéo
e redugdo acentuada do reticulo endoplasmatico rugoso e das
mitocdndrias. Diversos corpusculos de lipofuscina aparecem no
citoplasma dessas células. Esses corpusculos sdo compostos
principalmente  por estruturas lipoproteicas provenientes da
decomposicdo da capsula de organelas como mitocOndrias. As
alteragbes morfolgicas ocorreram de forma gradativa com a evolugéo da
atrofia, sendo que apos 30 dias as alieragdes foram mais proeminentes.
TAMARIN (1971), mostrou em seu minucioso trabalho de microscopia
eletrénica feito em gléndulas atréficas de ratos com até 30 dias de atrofia,
que as alteragbes morfoldgicas do parénquima glanduiar sao reversiveis,
sendo que as células reassumem sua morfologia normal apds a
recanalizacéo do ducto.

As células mioepiteliais apresentaram alteracfes
morfologicas mais discretas durante a atrofia glandular guando
comparada com as células acinares e ductais. Presenca de corpusculos
de lipofuscina observadas no citoplasma indica que essas células
também sofreram alteracdes degenerativas durante o processo de
atrofia. Essa mesma caracteristica foi descrita em glandulas
submandibulares de humanos com lesdes obstrutivas por SHINOHARA
et al (1992). A alteragdo mais significativa ocorreu na arquitetura da
superficie dessas células. A membrana plasmatica apresentou
enrugamento formando projegdes irregulares e bizarras, Adjacente a
essas alteracbes a membrana basal encontrava-se espessada, com
acumulo de material eletron-llcido rico em grénules eletron-densos,
enquanto em regides onde a superficie da célula estava retilinea, a
membrana basal apresentava-se normal. RADNOR (1972} mostrou
caracteristicas semelhantes na membrana basal de glandulas mamarias

de ratas durante o periodo de involugao. Essas alteracbes da membrana
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basal poderiam ser explicadas como aumento na sintese de seus
componentes pelas células mioepiteliais, estimulada pela maior liberacgo
de fatores de crescimento durante a atrofia glandular, porém isso ndo
explicaria porque nas areas onde a superficie da célula ¢ retilinea nio se
observa esse espessamento. Uma explicacdo plausivel é gque o
espessamento da membrana basal ocorre por diminuicdo da superficie
celular causando acumuio dos componentes da membrana nas areas
adjacentes ao enrugamento, sugerindo que o {fumnover da membrana
basal seja lento, ndo acompanhandoc as alteracdes da membrana
plasmatica. Hipotese semelhante € compartilhada por EMMELIN et al
(1874), que observaram espessamento grosseiro da membrana basal em
células mioepiteliais de glandulas submandibulares atroficas de gatos.

Deve-se considerar também que © acumuloc da
membrana basal possa ser em decorréncia do desequilibrio entre a
sintese e a degradacdo dos seus componentes, a exemplo do que ocorre
em processos patoiogicos como diabetes mellitus (MARTINEZ-
HERNANDEZ AND AMENTA, 1983) e adenoma pleomérfico (LINE, 1989;
SKALOVA AND LEIVO, 1982).

l.aminina e colageno IV s&o proteinas exciusivas da
membrana basal. A expressio dessas proteinas em glandulas salivares
concentra-se principaimente ao redor das estruturas acinares, ductais e
mioepiteliais. As alteracbes na morfologia da membrang basal das
células mioepitelias de glandulas salivares atrdficas, mostradas na
analise  ultraestrutural, estimuiou o interesse em  estudar
imunchistogquimicamente a expressdo da laminina e do colageno IV
nessas glandulas. As células mioepiteliais sdo consideradas as principais
formadoras de membrana basal em glandulas mamarias e salivares
(DICKSON AND WARBURTON, 1992; SKALOVA AND LEIVO, 1992). As
analises imunohistoquimicas mostraram uma distribuicdo linear dessas
proteinas ao redor das estruturas ductais e acinares em glandulas
submandibulares normais. Nessas gléndulas, as membranas basais das
estruturas acinares e ductais encontram-se muito proximas, ocorrendo
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provavelmente uma dupla visualizagao das proteinas. Com a atrofia, os
acinos e ductos distanciam-se levando a uma consequente diminuicdo na
intensidade de marcagdo da reagdo observada em algumas regides. A
microscopia eletronica mostrou que durante a evolucéo da atrofia, ocorre
um acumulo de membrana basal em algumas regibes das células
mioepiteliais, com maior concentragdo de proteinas, principaimente apos
30 dias de atrofia. A forte marcacdo da laminina e colageno |V em
algumas regides durante esse periodo, corresponderia as areas de
acumulo da membrana basal.

Distribuicdo semelhante ao das glandulas normais foi
descrito por SKALOVA AND LEIVO (1992) em tumores benignos de
parétidas de humanos, enquantc que, em tumores malignos a expressao
dessas proteinas tornava-se irregular. Segundo esses autores, o grau de
diferenciacdo das células € fator imporiante para a sintese dos
componentes da membrana basal, quanto maior a anaplasia das células
neoplasicas, maiores irregularidades sdo observadas na expressao da
laminina e do colageno IV (D’ARDENNE et al, 1986; WETZELS et al,
1982; SKALOVA AND LEIVO, 1992). O padrdo irregular de expresséo
das proteinas da membrana basal, descrita em tumores malignos de
glandulas salivares, € semelhante ac observado em glandulas atréficas.
As irregularidades na expressdo dessas proteinas, observados com a
evolucdo da atrofia, poderia também estar associado as transformacdes
regressivas que as células do parénquima glandular sofrem, assumindo
caracteristicas de célula primitiva. Durante a atrofia glandular, tanto as
células acinares e ductais, como as céluias mioepiteliais sofreram um
processo  progressivo de regressdo. As células mioepiteliais
apresentaram modificagdes menos intensas que as outras células do
parénquima glandular, porém as modificagbes ocorreram conforme
demonstrado pela presenca de corpos de lipofuscina no citoplasma
observados em microscopia eletrfnica, além de reducdo na expressao
das proteinas $-100 e actina descrito por HASHIMOTO et al, em 1992.

Fsse processo regressivo das células glandulares deve acarretar
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diminuigdo no metabolismo celular causando desequilibrio no turnover
dos componentes da membrana basal. |

O interesse pelo estudo do comportamentc da
membrana basal em tumores malignos tém crescido muito nos uGltimos
anos devido a possibilidade de associar suas alteragGes com o
prognostico e grau de metastizacdo dos tumores. SKALOVA AND LEIVO
(1992) sugeriram que a redugao ou perda da expresséo do colageno IV e
da laminina em tumores malignos de glandulas salivares de humanos
possa ocorrer em consequéncia da diminuicdo da sintese ou aumento da
degradacdo dessas proteinas. MONTEAGUDO et al (1990),
demonstraram através de técnicas imunochistoquimicas a presenca de
colagenase do tipo IV em glandulas mamarias normais de humanos e em
ceélulas neoplasicas de mama. Esses autores sugeriram que essa enzima
participe tanto no “turnover’ normal da membrana basal de glandulas
mamarias como em casos patologicos. Mais recentemente, DICKSON
AND WARBURTON (1982) mostraram através da técnica de
imunofiuorescéncia aumento gradativo na expressdo de colagenase do
tipo IV até o 10° dia de involugdo de glandulas mamarias de ratas. A
técnica de zimograma de gelatina n&o permitiu visualizar a presenca de
colagenases do tipo IV em glandulas salivares normais ou atréficas,
sugerindo que essas metaloproteinases ndo sofram grande aumento de
gtividade durante a atrofia das giandulas salivares de ratos. Porém,
{écnicas mais sensiveis devem ser utilizadas para comprovar estes
dados,

A laminina & uma glicoproteina de alto peso molecular
encontrada exclusivamente na membrana basal. Inicialmente foi descrita
como sendo composta por 3 cadeias, uma cadeia A de 400 kDa e duas B
com 200 kDa cada. Significativos progressos tém sido obtidos nos
ultimos anos sobre 0 entendimento da estrutura e expressio da laminina.
TRYGGVASON (1993) publicouy ampla revisdo descrevendo diversas
isoformas da'laminina, mostrando que o formato inicial dessa molécula
descrita por TIMPL et al, em 1979, a partir de tumor de EHS, e na
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realidade apenas um membro da extensa familia das lamininas. Os
experimentos de “Westen blot” mostraram que em glandulas
submandibulares de ratos a cadeia A da laminina é expressa em
pequenas quantidades, sendo provavelmente substituida por uma
proteina homologa. 1sso fol observado tanto em gléndulas normais como
atrdficas. LINE et al (1995) mostraram expressao semelhante de laminina
em lingua de rato. Segundo esses autores, a pequena quantidade da
cadeia A seria proveniente dos sitios sinapticos e misculo liso ao redor
de artérias, enguanto que a maior parte das cadeias By e B, seria de
musculo estriado que € o componente mais abundante na lingua. EHRIG
et al (1980), mostraram que a membrana basal de musculo estriado em
diversos sitios analisados n&o contém a cadeia A, sendo formado por
cadeias By, B, € merosina, que é uma proteina homdloga & cadeia A
Nossos resultados ndo permitem afirmar que em gléndulas
submandibulares de ratos, as cadeias B4 e B, estejam unidas a merosina,
pois o anticorpe usado no “Western blot” ndo era especifico para essa
proteina. Caracteristica semelhante de expressdc da molécula de
laminina foi descrita também durante a embriogénese de diversos érgéos
de camundongos por KLEIN et al (1990). Esses autores encontraram
isoformas da laminina contendo cadeia A concentradas principalmente na
membrana basal de células epiteliais, sugerindo que essa cadeia seja
importante para a polarizac&o do epitélio. MARINCOVICH et al (1992),
identificaram uma variante da laminina, com cadeia de 190 kDa em
substituicdo a cadeia A, distribuida exclusiva na jungdo derme-epiderme
da pele. Isoformas de laminina com auséncia da cadeia A sao comuns
em 6rgéos de camundongos e ratos, porém, suas propriedades e funces
biolégicas sdo ainda desconhecidas. Células endoteliais, mesenquirnais
e de muscule liso de camundongos expressam isoformas da laminina
sem cadeia A (KLEIN et al, 1990). A possibilidade de que a diminuigéo
da expressdo da cadeia A observada nos nossos resultados seja em
consequéncia da degradacio seletiva da cadeia A durante a corrida



eletroforética ou falha na transferéncia para o papel de nitrocelulose
parece pouco provavel, visto que a iaminina de tumor de EHS, usado
como controle, apresentava cadeia A. O significado das diversas
combinagdes das cadeias de laminina é ainda desconhecido.
Provavelmente essa diversidade de associacdes acarrete em
caracteristicas quimicas distintas da proteina, refietindo na interrelagéo
da laminina com as células adjacentes, influenciando no comportamento
das mesmas. De acordo com Paulsson and Saladin (1989), a banda
visualizada acima da cadeia A, com peso molecular de aproximadamente
600 kDa, deve ser produto de ligagdo covalente enire as diversas cadeias
de laminina.

As analises de Western blot mostraram reducdo
relativa na expressdo da laminina em glandulas atrdficas quando
comparadas com giandulas normais. Essa reducéo foi bem evidente no
grupo com 5 dias de atrofia. Resultados imunohistoquimicos ja haviam
mostrado que durante atrofia glandular ocorre redugdo aparente na
expressdo da laminina. O aumento relativo dessa proteina durante os
periodos de 10 e 30 dias de atrofia, visualizado pelo “Western blot”, véem
de encontro aos resultados imunohistoquimicos. O aumento progressivo
da expresséo da laminina ocorrido nos periodos de 10 e 30 dias de
atrofia se deve em parte a diminuigdo relativa na concentracao proteica
total do extrato de EDTA em relac@o a concentracdo de laminina. Essa
reducdo da laminina em glandulas atrdficas deve ser resultado de um
desequilibrio no turnover dessa proteina, com diminuic&o na secre¢ac ou
aumento de sua degradacao.

Com a evolucdo da atrofia glandutar nota-se aumento
significativo de fibras colagenas nos espacos intersticiais e,
principalmente, na capsula da glandula. Durante a atrofia, diversos
fatores de crescimento, tais como fatores de crescimento fibroblastico
(AMANO et al, 1993) e fatores de crescimento transformador B (AMANO

et al, 1991) séo liberados por células ductais. Esses fatores podem atuar
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como ativador da sintese e secrec@o de colageno em culturas de
fioroblastos (FINE AND GOLDSTEIN, 1987, VARGA et al, 1987
NARAYANAR et al, 1989; GRANDE et al, 1993). Além desses agentes
estimulando ¢ aumento da secrecdo de colageno durante o processo de
atrofia glandular, a redugo na degradacdo dessa proteina devido a
diminuicdo dos niveis de expressdo da colagenase fibroblastica nos
periodos de 10 e 30 dias de atrofia, principaimente na capsula, colabora
para 0 aumento das fibras colagenas.

0Os niveis de atividade da colagenase fibroblastica
(MMP1) podem ser demonstrados por sua agac em gel impregnado com
gelatina. A formacéo de duas bandas claras, com pesos moleculares de
aproximadamente 55 kDa revelaram a presenca dessa enzima nas
amostras analisadas. Quando o nivel de atividade era alto, as bandas se
uniam formando uma UGnica banda espessa, porém pela analise
densitométrica era possivel detectar dois picos mais intensos de
atividade. A inibicdo da ac¢do gelatinolitica dessa enzima pela 1,10-
fenantrolina e EDTA, caracterizou-a como sendo do grupo das
metaloproteinases.

ALVARES et al (1995), mostraram que a sintese de
colagenase ¢ estimulada quando fibroblastos humanos do ligamento
periodontal sdo expostos é fatores de crescimento do tipo interleucina-1 B
(IL-1B) e fator de crescimento derivado de plaquetas (FCDP). A IL-18,
que € um peptideo secretado por leucdcitos, principaimente linfécitos do
tipo CD-4, induz um aumento de 5 a 9 vezes na secrecéo de colagenase
pelos fibroblastos. Os FCDP, que s&o proteinas retidas em vesiculas
secretoras presentes no citoplasma de plaquetas, produz um aumento de
3 a 5 vezes na secrecdo dessa metaloproteinase. E possivel que o
aumento na atividade de metaloproteinase observado no periodo de 5
dias seja devido a estimulo de fatores liberados pelas células
inflamatorias e plaquetas presentes na regido em consequéncia do
trauma cirtirgico provocado durante a realizacéo da ligadura ductal. Com
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a evolugdo da atrofia, o processo de cicatrizacdo se estabelece no local,
diminuindo a presenca de células inflamatérias e de plaguetas, com
consequente diminuicdo da sintese da colagenase pelos fibroblastos.
Além da colagenase secretada pelos fibroblastos, células endoteliais
(HERRON et al, 1986) e células inflamatérias como mondcitos e
macréfagos (CAMPBELL et al, 1987, BIRKEDAL-HANSEN, 1993),
também podem secretar colagenase fibroblastica no local.
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CONCLUSOES

1- Atrofia glandular acarreta modificagdes na morfologia das células do
parénquima glandular e do meio extracelular.

2- Glandulas submandibulares normais e atréficas de ratos expressam
reduzidas quantidades de cadeia A da laminina,

3- A atrofia da glandula provoca alteractes no padrao de distribuicdo da
faminina e do colageno 1V presentes ao redor dos acinos e ductos
glandulares.

4- Observa-se aumento da colagenase de fibroblasios nos periodos
iniciais de atrofia. Com a evolugdo da atrofia, ha diminuicdo na
expressao da enzima.



SUMMARY




SUMMARY

Obstructive atrophy of salivary glands is a common
disease. it may occur by ductal obstruction caused by calculus, infection
or neoplastic processes. In the present work we have used electron
microscopy and biochemical methods to study the changes that occur in
the expression laminin, type |V collagen and metaloproteinases during
the experimental atrophy of the subméndibular gland in rats.
immunohistochemical studies of laminin and type 1V collagen showed an
irregular distribution of there proteins around atrophies ducts and acini.
The composition of laminin chains was not altered during glandular
atrophy. Western blot analysis showed that rat submandibular gland
laminin contain B chains, while A chain seems to be present only in small
amounts. Investigation of the expression of fibroblast collagenase (MMP-
1), by zimographic analysis showed high levels of this enzyme after 5
days of ligation. Gelatinolytic activity decrease progressively until 30 days
of atrophy. Electron microscopy showed extensive morphologic changes
in glandular cells. Myoepithelial cells showed “wrinkling” of outer plasma
membrane leading to a thickening of the associated basement
membrane, We conclude that the atrophy of salivary gland is an useful in
vivo model to study the molecular events that take part in the remodeiling
of the extraceliutar matrix.

Key words: salivary giands, matrix extracellular, metailoproteins.
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