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REesumo

O objetivo deste trabalho foi verificar as altera-
¢des morfoldgicas nas glandulas parétidas de ratos
expostos a fumaca de cigarro por meio da analise his-
tomorfométrica dos &cinos serosos. Foram utilizados
14 ratos Wistar, machos, divididos em dois grupos.
Os animais do grupo experimental foram expostos a
queima de 4 cigarros por cerca de 30 minutos, duas
vezes ao dia, seis dias por semana durante 60 dias
consecutivos. Os animais do grupo controle ndo foram
expostos a fumacga de cigarro. A andlise estatistica
dos dados demonstrou que a area dos acinos serosos
dos animais do grupo controle foi significativamente
superior.

Palavras-chave: glandula parétida; acinos sero-
sos; fumaga de cigarro.

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the mor-
phological changes in the parotid glands of rats expo-
sed to cigarette smoke by histomorphometric analysis
of serous acini. 14 male Wistar rats were divided into
two groups were used. The animals of the experimen-
tal group were exposed to burning cigarettes 04 for
about 30 minutes twice a day, six days a week over a
period of 60 consecutive days. The control group were
not exposed to cigarette smoke. Statistical analysis of
the data showed that the area of the serous acini of the
control group was significantly higher.

Keywords: parotid gland, serous acini; ciga-
rette smoke.

Introducao
tabagismo ¢ atualmente um dos principais problemas de saude pu-
blica e consiste em uma das tinicas causas evitaveis de morte. E con-
siderado fator de risco para seis das oito principais patologias que
causam a morte (1).

A inalagdo do fumo provocado pela combustao deste produto (e até mes-
mo o seu consumo sob outras formas) é considerada a principal causa de
morte em todo o mundo e uma das maiores ameaca a Satide Publica. Apesar
do generalizado conhecimento destes fatos, grande parte da populagdo mun-
dial continua a consumir tabaco de uma forma regular. Mais detalhadamen-
te, sdo cerca de mil e duzentos milhdes de fumantes no planeta (um tergo
da sua populagdo com mais de 15 anos de idade) dos quais cinco milhdes
morrem anualmente. Esta quantia, quando somada aos 600 mil individuos
que morrem por causas associadas ao tabagismo passivo, resulta na marca de
seis milhdes de mortes por ano, média de uma morte a cada seis segundos (2).

Segundo BASSETO et al. (3), na Europa, Japao e Estados Unidos da Amé-
rica, 80-90% e 55-80% de neoplasias do pulmao em homens e mulheres, res-
pectivamente, sdo atribuidos ao cigarro. Seus estudos ainda afirmam que
relatérios tém sugerido uma associagdo entre o tabagismo e experiéncia de
cdrie em criangas pequena.

A fumaga do cigarro possui uma fase gasosa e uma particulada. A fase
gasosa é composta por mondxido de carbono, aménia, cetonas, formaldeido,
acetaldeido e acroleina, entre outras substancias. Algumas produzem irrita-
¢do nos olhos, nariz, garganta e levam a paralisia dos movimentos dos cilios
dos brénquios. A fase particulada contém nicotina e alcatrdo, que concentra
48 substancias cancerigenas, entre elas arsénico, niquel, benzopireno, cad-
mio, chumbo, além de residuos de agrotdxicos aplicados nos produtos agri-
colas e substancias radioativas (4).

A nicotina é uma das muitas substincias absorvidas por fumantes ativos
e passivos e que estd sendo evidenciada como sendo o agente farmacologico
de agdo aguda mais importante, o qual é tdo viciante quanto téxico & maioria
dos 6rgdos, sendo considerada a substdncia mais importante do tabaco devi-
do ao seu potencial toxico, podendo ser absorvida na cavidade oral pelos teci-
dos moles, aderir-se as superficies dentarias ou encontrar-se no plasma (5, 6).

A glandula parétida representa a maior glandula salivar; apresenta mor-
fologia irregular, em forma de cunha, e é unilobular. A glandula parétida é
uma glandula puramente serosa e ainda ¢ a Ginica que contém muitas célu-
las de gordura. A unidade secretora consiste nos acinos e também apresenta
células mioepiteliais, ducto intercalar, ducto estriado e ducto excretério (7).

FERRAGUT et al. (8) demonstraram que os componentes téxicos do ci-
garros irdo causar uma mudanga morfologica da glandula pardtida, acarre-
tando uma atrofia das suas células, podendo afetar sua func¢éo. Diante do
exposto, o problema da pesquisa foi: a exposi¢do de ratos a fumaga de cigar-
ro pode desencadear alteragdes na morfologia da glandula parétida? Tendo
como hipdtese que os efeitos da exposi¢do de ratos a fumaca de cigarro cau-
sam atrofia da porgio secretora das glandulas pardtidas.
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O estudo justifica-se por demonstrar os efeitos do con-
sumo do cigarro que podem desencadear alteragdes morfo-
légicas e funcionais nas glandulas salivares causando uma
reducio significante na taxa de fluxo salivar de individuos
fumantes, alterando a produgao e qualidade da saliva, e,
com isso, interferindo na satde bucal.

O objetivo deste trabalho foi verificar as alteragdes
morfoldgicas nas glandulas pardtidas de ratos expostos a
fumaga de cigarro por meio da andlise histomorfométrica
dos 4cinos serosos.

Material e Método

Este trabalho estd de acordo com a Declaragdo Universal
dos Direitos dos Animais e os principios éticos da experi-
mentacdo animal emitidos pelo Conselho Nacional de Ex-
perimentacdo Animal (CONEA), conforme Lei Federal n°
11.794, de 08 de outubro de 2008. O protocolo de pesquisa
obteve parecer favoravel da Comissio de Etica em Uso de
Animais - CEUA/FACID em 03 de marco de 2013, confor-
me processo n° 003/13.

O universo de estudo foram 14 roedores da espécie Rat-
tus norvegicus, da linhagem Wistar, machos, mantidos des-
de o nascimento no Biotério da Faculdade Integral Diferen-
cial (FACID), com 60 dias de idade e peso médio de 300g.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois gru-
pos de sete animais, sendo o grupo experimental exposto a
fumaga de cigarro e o grupo controle utilizado como pa-
dréo, nao sendo exposto.

Para a exposi¢do dos animais a fumaca do cigarro, foi
utilizada uma cidmara de inalacdo construida de madeira
(100x44x44cm) hermeticamente fechada com uma tampa
de vidro, dividida em dois compartimentos iguais por uma
tela de aco. Um dos compartimentos foi utilizado para a
combustdo de quatro cigarros, os quais ficaram dispostos
em um suporte de gesso; e o outro, para a acomodagdo dos
animais, que ficaram dentro de sua gaiola. No comparti-
mento de queima dos cigarros foi conectada uma fonte de ar
(compressor de ar com um fluxo de 10 L/min) que permitiu
a combustdo dos cigarros e a conduc¢do da fumaga para o
compartimento de exposi¢do. Este compartimento, por sua
vez, contém pequenos orificios para a drenagem do ar, por
onde era feita a exaustao.

Os animais do grupo experimental foram expostos a
queima de 4 cigarros por cerca de 30 minutos, duas vezes
ao dia, seis dias semanais por um periodo de 60 dias conse-
cutivos. Os animais do grupo controle nio foram expostos
a fumaca de cigarro.

Os cigarros utilizados foram adquiridos comercialmen-
te, produzindo em cada queima 10 mg de alcatrdo; 0,8 mg
de nicotina e 10 mg de mondxido de carbono (segundo o fa-
bricante). A escolha deste produto deu-se pela grande ade-
sao entre os fumantes e por possuir alto teor de nicotina em
sua composi¢do. Durante todo o experimento foi utilizada a
mesma marca e o mesmo lote de cigarro.

Apos o periodo de 60 dias, os animais foram eutana-
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siados de acordo com os principios éticos adequados para
a dissecacdo das amostras que foram submetidas a analise.
Os animais receberam a aplicacdo de anestésico Tiopental
Sédico, via intraperitoneal, na dose de 0,05 ml/100g. Apds
cinco minutos, foi realizada a aplicagao de cloreto de potas-
sio 19,1%, via intraperitoneal, em dose tinica de 0,4 ml/100g.

Logo apds a eutanasia, foi realizada a dissecagéo e reti-
rada da glandula parétida. Em seguida, os cadaveres foram
congelados em freezer para posterior descarte pelo técnico
responsavel pelo biotério da Institui¢do.

Cada amostra recebeu uma identificagio, e, em seguida,
as pegas cirurgicas foram submetidas a fixagdo em solugéo de
formol a 10% por 48h e depois encaminhadas para procedi-
mentos de inclusdo em parafina histologica. Obtidos os blo-
cos, foram realizados cortes longitudinais com espessura de 4
micrometros em um micrétomo rotativo, resultando em cor-
tes semisseriados que foram submetidos & coloragao pela He-
matoxilina-Eosina (H. E.), para estudo histomorfolégico sob
microscopia de luz. As laminas foram numeradas de acordo
com o numero do animal e subgrupo ao qual pertencia.

Apos o preparo e obtengdo das laminas histologicas, foi
realizada a andlise e registro fotografico das mesmas em mi-
croscépio optico acoplado a um computador. Apos aquisigao
das fotomicrografias digitais das glandulas parétidas, as ima-
gens foram importadas para o software Image J, versao 1.47.

Em cada amostra, foi calculada randomicamente a area
de cinco unidades secretoras (dcinos serosos) da glandula
pardtida (Figura 4). Em seguida, os dados foram importa-
dos para o software Excel® para calculo da média das areas
dos 4cinos de cada subgrupo (controle e experimental), para
posterior comparagao intergrupos.

Os resultados obtidos referentes a andlise morfométrica
dos acinos das glandulas parétidas foram expressos como
médias * desvios padrdo (M * DP). Esses resultados foram
apresentados por meio de tabelas e graficos e submetidos a
analise estatistica.

As variaveis obtidas no estudo foram analisadas com o
auxilio do programa GraphPad InStat® versdo 3.1 (Figura 4).
Realizou-se o teste T de Student para analise dos dados. O
nivel de significAncia estabelecido foi de 5% (p < 0,05).

Resultados

Os dados da analise histomorfométrica dos acinos
serosos das glandulas parétidas dos animais do grupo
controle e do grupo exposto a fumacga de cigarro estao
expressos no Grafico 1.

Apos andlise dos dados referentes & morfometria das
porgoes secretoras das glandulas parétidas, pode-se obser-
var que os animais do grupo controle e experimental apre-
sentaram as médias das drea dos acinos serosos iguais a
84,48 + 13,78 um® e 50,97 + 5,01 um?, respectivamente.

A analise estatistica dos dados demonstrou que, apos o
periodo de 60 dias, a média da drea dos acinos serosos dos
animais do grupo controle foi significativamente superior
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(p < 0,05), quando comparada a média da area dos acinos serosos dos animias que foram expostos a fumaca de cigarro. As-
sim pode-se verificar que a exposi¢do de ratos a fumaga de cigarro promoveu redu¢ao do volume das células acinares com
consequente redugdo da area dos dcinos serosos das glandulas parotidas.

< 40,00 84,48
50,97

Grafico 1. Médias e desvios padrao das areas (um2)

’ dos acinos serosos das glandulas parétidas dos ani-
GRUPO CONTROLE GRUPO EXPERIMENTAL mais grupos controle e experimental

Discussao

Estes achados estdo em concordancia com o estudo de FERRAGUT et al. (8), que ao observarem a arquitetura do
tecido da glandula pardtida e submandibular em ratos, apds exposi¢do passiva ao cigarro, os autores verificaram que
o citoplasma e nucleo das células das glandulas parétidas estavam atrofiados. Os nicleos estavam picnéticos e hiper-
corados, uma descoberta que caracterizou a condensa¢do da cromatina tipicamente vista nos processos de apoptose. A
glandula submandibular apresentou caracteristicas semelhantes as da glandula pardtida. Em sua conclusio os autores
afirmaram que o tabagismo passivo causou mudangas estruturais substanciais nas glandulas salivares, que podem afetar
significativamente a sua fungéo.

Em estudo utilizando culturas de células de glandula parétida humana para indicar danos no DNA ocasionados por
nicotina, GINZKEY et al. (9) encontraram, como resultados, células acinares de glandulas pardtidas atrofiadas e alte-
rages citoplasmaticas, apds o terceiro dia de exposi¢do. O estudo demonstrou que a exposi¢do da glandula pardtida a
nicotina promoveu dano ao DNA. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados na presente pesquisa, uma vez
que a exposicao dos animais a fumaca de cigarro desencadeou atrofia dos acinos serosos das glandulas pardtidas.

CALDEIRA et al. (10) estudaram e caracterizaram as alteragdes celulares da mucosa da bochecha de ratos submeti-
dos ao tratamento com nicotina sistémica a longo prazo, demonstraram que, ap6os 90 dias de tratamento, os resultados
revelaram um epitélio oral contendo células atipicas, que foram caracterizadas pela atrofia, desorganizagdo da membra-
na celular e danos nos tecidos. Concluindo que a administragéo sistémica da nicotina danifica a integridade celular da
mucosa oral, prejudicando a fungdo do tecido. Tais resultados corroboram com os dados verificados no presente estudo,
no qual também foi observada uma redugéo da area dos 4cinos e uma delimitagdo irregular nas por¢des secretoras das
glandulas parétidas dos animais que foram expostos a fumagca de cigarro (Figuras 1 e 2).

Apo6s pesquisa em fumantes passivos, ou seja, pessoas que convivem no mesmo ambiente de fumantes, foi constatado
que a concentra¢do de nicotina salivar nesse grupo aumentou significativamente, podendo indicar que a exposi¢do a
fumaga de cigarro pode aumentar os riscos de agravos a satide (11). Os resultados encontrados no presente estudo tam-
bém demonstraram que a exposi¢do passiva a fumaga de cigarro promoveu absor¢do sistémica de nicotina, levando a
mudangas morfoldgicas nas glandulas salivares.

O fumo pode, por si sd, ser a causa de xerostomia, uma condi¢do em que o individuo tem a sensagdo de boca seca por
disfungéo das glandulas salivares, ou seja, déficit de saliva, e que um aumento no nimero de cigarros pode causar uma
severidade maior no grau de xerostomia. Ele também pode causar efeitos sistémicos como compromisso da quimiotaxia
e fagocitose de neutrofilos (orais e periféricos) e uma redugdo na produgdo de imunoglobulinas. Comprometendo assim
a protecdo do corpo contra bactérias e produtos toxicos (2, 12).

CHEDID et al. (13), estudando as caracteristicas clinicas, tratamento e complicacdes dos tumores de Warthin da
glandula pardtida, observaram que 78,6% dos pacientes submetidos a ressecgdo de cisto adenoma papilifero linfomatoso
eram fumantes, demonstrando uma correlagdo entre o habito de fumar e a incidéncia dessa alteragao morfolégica em
glandula paroétida.
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Figura 1. Fotomicrografia da glandula parétida - Grupo Con-
trole (H. E., aumento 200x)

Figura 2. Fotomicrografia da glandula parétida - Grupo Expe-
rimental (H. E., aumento 200x)

Conclusao
Apos a implantacao da metodologia proposta e observagao dos resultados do estudo, pode-se concluir que a exposigdo
de ratos a fumaga de cigarro foi capaz de ocasionar altera¢des morfoldgicas na glandula parétida, por promover redugéo na
drea dos dcinos serosos, demonstrando que o tabagismo pode desencadear uma atrofia destas estruturas. &
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