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RESUMO

Paula F. Mapeamento dos canais de agua no processo de morfogénese das
glandulas salivares humanas: estudo topografico das aquaporinas 1, 3 e 5
[Dissertagdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2016.

Introducdo: As glandulas salivares humanas passam por diversos e
complexos processos durante o periodo de desenvolvimento, até que adquiram
maturidade estrutural para desempenhar sua funcéo, a formacéo e secrecao de
saliva. Considerada essencial a saude e homeostase da cavidade oral, a saliva
€ um fluido aquoso que depende de um mecanismo de transporte entre as
membranas celulares por meio das aquaporinas. A familia de proteinas
aquaporinas possui treze membros. Somente algumas dessas proteinas atuam
nas glandulas salivares formando poros na bicamada lipidica das membranas
celulares facilitando o transporte de agua e pequenos solutos, cruciais a
regulacdo da qualidade e quantidade de saliva secretada. Proposicédo: Diante
deste cenéario, avaliamos por meio da técnica de imunoistoquimica o padrdo de
expressdo das aquaporinas 1, 3 e 5 de glandulas salivares em
desenvolvimento, com o intuito de contribuir com informacdes de base para
futuras pesquisas. Metodologia: 47 espécimes parafinados de glandulas
salivares em desenvolvimento, de diferentes sitios da cavidade oral de 20 fetos
humanos, com idade entre 14 e 25 semanas, foram submetidos a técnica de
imunoperoxidase. Os resultados foram analisados, de acordo com o estagio da
morfogénese glandular e localizacdo da expressdo das aquaporinas.
Resultados: Na fase de botdo, houve a expressao das aquaporinas 1, 3 e 5
em todas as células epiteliais; na fase pseudoglandular, a expressao dessas
proteinas foi vista nos ductos rudimentares (com excec¢do da aquaporina 1) e
nas por¢des terminais (futuros acinos); na fase canalicular as aquaporinas
foram principalmente detectadas nos acinos rudimentares e ductos.

Finalmente, na fase de botéo terminal, as aquaporinas 3 e 5 foram detectadas



nas membranas das células acinares e 0s ductos expressaram todas as
aguaporinas. Conclusédo: O presente trabalho evidenciou a imunoexpresséo
das aquaporinas 1, 3 e 5 nas glandulas salivares humanas durante o periodo
de embriogénese. A analise topografica dessas proteinas nos permitiu
identificar diferencas no padrdo de expressao entre as diferentes regides
estruturais e estdgios do desenvolvimento glandular, sugerindo diferentes

papéis para cada proteina.

Descritores: morfogénese; glandulas salivares; saliva; aquaporinas;
imuno-histoquimica; técnicas imunoenzimaticas; feto.



ABSTRACT




ABSTRACT

Paula F. Mapping of water channels in the morphogenesis process of human
salivary glands: topographic study of aquaporins 1, 3 and 5 [Dissertation].
Séo Paulo: "Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo™; 2016.

Introduction: The human salivary glands morphogenesis depends on complex
processes during the development period until they reach full structural maturity
to perform its function - the synthesis and secretion of saliva. The saliva is a
complex aqueous fluid considered essential to health and homeostasis of the
oral cavity; its synthesis depends on several molecular mechanisms, including
the transport of water, solutes, ions, amongst others across the cell
membranes. The aquaporin family of proteins is essential in this process. This
protein family consists of thirteen members that form channels across the cell
membrane facilitating water and small solutes transportation, crucial to the
regulation of quality and quantity of secreted saliva. Aims: In this scenario, we
evaluated, using the immunohistochemistry technique, the expression pattern of
aquaporins 1, 3 and 5 in the different phases of salivary glands development, in
order to understand the role of these protein in the formation of human salivary
gland morphogenesis. Methodology: 47 specimens of paraffin embedded
human salivary glands at various developmental phases were included in the
study. The specimens were derived from various sites of the oral cavity of 20
human fetuses aged between 14 and 25 weeks of gestation. All specimens
were subjected to the imunohistochemical immunoperoxidase technique. The
results were qualitatively and semiquantitatively analyzed according to the
stage of glandular morphogenesis and express location of aquaporin. Results:
In the bud stage, there was expression of aquaporin 1, 3 and 5 in all glandular
epithelial cells; in pseudoglandular stage, the expression of these proteins was
seen in rudimentary ducts (except aquaporin-1) and the terminal end buds
(future acini); in the canalicular phase the aquaporins were mainly detected in
the rudimentary ducts and acini. Finally, in terminal bud stage, the aquaporin 3
and 5 were detected in the membranes of the ducts and acinar cells expressed
all aquaporins. Conclusion: This study showed the presence of aquaporins 1,
3 and 5 in human salivary glands during embryogenesis period. The
topographic analysis of these proteins allowed us to identify differences in the
expression pattern between the different structural regions and stages of
glandular development, suggesting different roles for each of these proteins.



Descriptors: morphogenesis; salivary glands; saliva; aquaporins;
immunohistochemistry; immunoenzyme techniques; fetus.
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1. INTRODUCAO

Durante o periodo de morfogénese das glandulas salivares humanas
ocorrem diversos processos que envolvem uma série de movimentos
coordenados e interagBes reciprocas entre epitélio e mesénquima. Este
dindmico processo contribui para a evolucdo da arquitetura tecidual e resulta
em estruturas capazes de produzir e secretar a saliva para o interior da

cavidade oral (Hogan, 1999; Loureco et al; 2008; Nelson et al., 2013).

A saliva € um fluido aguoso composto também por eletrdlitos e proteinas
que tem participacdo valiosa na protecéo e hidratagdo na mucosa da cavidade
oral, contribuindo para a manutencdo da homeostase. Para que a secrecao
salivar ocorra, 0 movimento de 4gua entre as membranas celulares é facilitado
por proteinas denominadas aquaporinas (Edgar, 1992; Dodds et al., 2005;
Delporte, 2013).

As aquaporinas sdo uma familia de proteinas capazes de formar poros
em membranas celulares e facilitar o transporte de agua e pequenos solutos.
No total, 13 destas proteinas ja foram encontradas e descritas de acordo com
sua especificidade em cada 6rgdo do corpo humano sendo divididas em trés
subgrupos: as aquaporinas, capazes de transportar somente &gua, as
aquagliceroporinas, capazes de transportar dgua e pequenos solutos como
ureia e glicerol e as superaquaporinas ou aguaporinas nao classicas, pois sua
permeabilidade é incerta (Borgnia et al., 1999; Kozono et al., 2002; Verkman,
2005; Delporte e Steinfield, 2006; Ishibashi et al., 2014).

Com base na importante funcdo desempenhada por algumas destas
proteinas nas glandulas salivares humanas, o presente estudo objetiva
identificar e descrever se a expressao das aquaporinas 1, 3 e 5 ocorre durante
o periodo de embriogénese das glandulas salivares humanas, em qual estagio
do desenvolvimento expressam-se e 0s sitios da estrutura tecidual glandular

em que estao localizadas.
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2. OBJETIVOS

As glandulas salivares humanas sédo responsaveis pela producdo e
transporte da saliva para o interior da cavidade oral. Para que isso ocorra, 0
transporte de agua entre as membranas celulares é facilitado por proteinas de
canais de membrana chamadas aquaporinas. Até o momento, ndo ha registros
de estudo da expressdo das aquaporinas durante a embriogénese das
glandulas salivares humanas. Assim, baseando-se na importante funcgéo
desempenhada por algumas destas aquaporinas nas glandulas salivares

humanas, o presente estudo objetiva:

o Identificar e descrever se ha expressado das aquaporinas 1, 3 e 5
durante o periodo de embriogénese das glandulas salivares

humanas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Descrever o perfil de expressdo das aquaporinas 1, 3 e 5 de
acordo com cada estagio morfogenético das glandulas salivares
humanas;

o Determinar a localizagdo intracelular e quais tipos celulares
apresentam a expressao das aquaporinas 1, 3 e 5 nas glandulas

salivares humanas fetais.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 MORFOGENESE DAS GLANDULAS SALIVARES

Todos os 6rgaos do corpo humano adquirem a morfologia necessaria ao
funcionamento ideal durante o desenvolvimento embriolégico partindo de um
precursor primitivo. A este processo da-se o nome organogénese (Otani et al.,
2010)

Durante o periodo de organogénese, células especializadas como as do
tecido muscular, neuronal e cartilaginoso se diferenciam passando por duas
fases distintas: a morfogénese (crescimento e rearranjo celular formando uma
complexa estrutura tridimensional), e a citodiferenciacéo (processo onde estas
células assumem funcbes especializadas). O desenvolvimento embrionario
passard pelas etapas de segmentacdo ou clivagem, moérula, blastula,
gastrulacdo e neurulacdo. (Junqueira e Zago, 1982; Lu et al., 2006; Lu e Werb,
2008; Wolpert et al., 2015)

O desenvolvimento de 6rgados secretores como as glandulas salivares
passam por um processo de embriogénese similar e dependem de um
mecanismo denominado morfogénese de ramificacdo, ou simplesmente
ramificacdo (Denny et al., 1997; Carlson, 2000; Lourenco et al.,, 2007, 2008,
Varner e Nelson, 2014).

A ramificacdo € um processo crucial ao desenvolvimento das glandulas
salivares e é orquestrada por interacdes entre epitélio e mesénquima. Envolve
a coordenacdo de mecanismos que incluem expressdo génica e regulagcéo de
mudancas do formato celular, através das etapas de crescimento, proliferagéo,
diferenciacdo, migracdo, apoptose e interacdo epitelial, mesenquimal,

endotelial e neuronal. Partindo de um simples botdo epitelial precursor, a



migragao celular dirigida leva ao total desenvolvimento da glandula salivar e
sua importante funcdo secretora (Cutler, 1990; Dale, 1994; Klein, 1994;
Kashimata e Gresik, 1996; Patel et al., 2006; Larsen et al., 2010; Nelson et al.,
2013; Patel e Hoffman, 2014).

A partir do epitélio do estomodeo, também conhecido como cavidade
oral primitiva, da-se inicio a proliferacdo de um corddo epitelial sdélido, que
adentra o0 ectomesénquima subjacente, ramificando-se extensivamente,
levando a formacdo de um sistema ductal e, ao final destes, os acinos
secretores (Cutler, 1990, Kashimata e Gresik, 1996; Carlson, 2000; Ellis e
Auclair, 2008).

Utilizando modelo animal (embrido de camundongos), alguns autores
descreveram as fases do desenvolvimento das glandulas salivares. Esse

modelo foi resumido na excelente revisao de Tucker, 2007:

Conhecido como estagio PRE-BOTAO, o periodo em que as células
epiteliais se proliferam iniciando os primeiros sinais de desenvolvimento da
glandula salivar submandibular, ocorre por volta do 11° dia de vida embrionaria
(Figura 1) (Macauley et al., 1997; Jaskoll e Melnick, 1999, Melnick e Jaskoll,
2000).



Figura 1: Diagrama esquematico da fase pré-botdo da morfogénese das
glandulas salivares. Notar o inicio da formac¢do de agregado de
células epiteliais a partir do estomodeo.

Por volta do 12° dia de vida embrionaria, a glandula salivar inicia-se
como uma estrutura epitelial esférica na qual hd espessamento do tecido
glandular embrionério, que se invagina ao mesénquima e comeca a condensar.
O botéo epitelial cresce adentrando o tecido mesenquimal formando um botéo
primario em um corddo. Da crista neural derivam precursores que se
coalescem para formar o ganglio submandibular parassimpéatico, involucro em
torno do corddo. Os sinais que iniciam essa interacdo nao estdo bem definidos,
mas pode-se definir esta fase como ESTAGIO DE BOTAO INICIAL (Figura 2)
(Jaskoll e Melnick, 1999; Melnick e Jaskoll, 2000; Knox & Hoffman, 2008; Hsu e
Yamada, 2010; Patel e Hoffman, 2014).



Figura 2: Diagrama esquematico da fase de botéo inical da morfogénese das
glandulas salivares. Observar um nédulo bem formado e sélido que
se invagina no mesénquima.
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Conhecido como estagio PSEUDOGLANDULAR, este botdo passa por
ramificagbes formando cachos de ramos e botdes em suas extremidades
(Figura 3). Nessa fase, os cachos e ramos subdividem-se formando multiplos
brotos ou botbes (Jaskoll e Melnick, 1999; Melnick e Jaskoll, 2000)

No 13° dia de vida embrionaria existem aproximadamente 4 a 5 botbes
na glandula submandibular. O processo de morfogénese da ramificacéo repete-
se inomeras vezes durante dias e de forma continua, aumentando a
complexidade do 6rgdo. Axobnios do géanglio submandibular parassimpético
estendem-se ao longo do epitélio envolvendo os botdes finais (Jaskoll e
Melnick, 1999; Melnick e Jasckoll, 2000,Hsu e Yamada, 2010; Knox e Hoffman,
2008, Teshima et al., 2016)

Por volta do 14° dia de vida embrionaria, os botées continuam as
ramificagbes produzindo uma glandula multi-lobulada bem como alongamento
dos ductos e uma estrutura altamente ramificada (Jakoll e Melnick, 1999; Hsu e
Yamada, 2010; Knox et al., 2010)
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Figura 3: Diagrama esquematico da fase pseudoglandular da morfogénese
das glandulas salivares. Observar, no detalhe, a presenca do inicio
de formacdes terminais solidas oriundas das multiplas proliferacdes
e ramificagbes das células epiteiais e o inicio rudimentar da
canalizacdo (abertura dos limens).
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O estagio CANALICULAR inicia-se por volta do 15° dia de vida de vida
embrionéria (Figura 4). As células epiteliais proliferam ativamente em torno da
formacdo de seu limen e é neste momento que a maioria dos ductos se
desenvolvem. Sugere-se que a formacao luminal seja iniciada com a morte das

células centrais que presumivelmente sofrem apoptose (Jaskol e Melnik 1999,

Tucker, 2007).

Figura 4: Diagrama esquematico da fase canalicular da morfogénese das
glandulas salivares. Notar a canalizacdo dos ductos glandulares, e
0 inicio da presenca das células mioepiteliais.
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Por volta do 17° dia de vida embrionaria, os ramos e botdes s&o
escavados para formar ductos e 4cinos. O estagio de BOTAO TERMINAL é
alcancado (Figura 5) (Jaskol e Melnick; 1999; Melnick e Jaskoll, 2000; Tucker,
2007).

Lamens bem desenvolvidos distintos podem ser verificados neste
estagio, assim como possiveis ductos. Ndo esta ainda completa, porém, a
continuidade entre ductos e lUmens capazes de conectar os 4cinos a cavidade
oral (Melnick e Jaskoll, 2000).

Tdbulos granulares contorcidos decorrentes da puberdade continuam
diferenciando-se e as glandulas permanecem maturando no periodo pés-natal

com o final da diferenciacéo (Gresik, 1994).

A proliferacdo € relativamente baixa no mesénquima em todos os
estagios de desenvolvimento glandular, mas € alta no epitélio (Jaskol e Melnik,
1999).

O epitélio da glandula salivar pode ser isolado do mesénquima por volta
do 13° dia de vida embrionéaria e continuara seu crescimento e ramificacdo se
cultivadas na matriz extracelular. Além disso, as moléculas provenientes da
matriz extracelular sédo elementos essenciais ao desenvolvimento das
glandulas salivares e orientam a arquitetura de tecidos e érgaos (Cutler, 1990;
Tucker, 2007; Melnick e Jaskoll, 2000, Hsu e Yamada, 2010).

Um sdlido ndcleo de células epiteliais iniciam a formacao das glandulas
salivares, desta forma, a correta funcdo dos ductos das glandulas salivares

necessitam submeter-se a cavitacdo para permitir o livre acesso entre a

cavidade oral e a producéo de saliva pelos acinos (Tucker, 2007).

A Figura 6 ilustra, histologicamente as fases da morfogénese das

glandulas salivares de embrides humanos.
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Figura 5: Diagrama esquematico da fase botdo final da morfogénese das
glandulas salivares. Nessa fase a glandula salivar encontra-se com
a sua morfogénese completa.
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Figura 6: Estadgios morfogenéticos das glandulas salivares humanas
(hematoxilina-eosina). A/B: Estagio de botdo inicial; C/D:
Estagio pseudoglandular; E/F: Estagio canalicular; G/H/I/J:
Estagio de botédo terminal. Magnificacdo original: A/B/C 630x;
D/F/H/I/J 400x; E/G 200x.
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3.2 GLANDULAS SALIVARES

A origem epitelial das glandulas salivares ainda € controvérsia na
literatura. Questiona-se se esta ocorre a partir do epitélio ectodermal ou
endodermal. A elucidacdo pode vir através do rastreamento de linhagens
genéticas. As respostas ainda sao conflitantes, porém, sugere-se que a
glandula parétida tenha origem ectodermal, enquanto as glandulas
submandibulares e sublinguais sejam originadas a partir da endoderme (Avery,
2002).

O sistema salivar em humanos possui trés pares de glandulas principais,
a glandula parétida, glandula submandibular e glandula sublingual. Juntas, séo
responsaveis por 90% do total de secrecdo, além das glandulas salivares
menores espalhadas no interior da cavidade oral, somando de 600 a 1000
glandulas (Edgar, 1990; Amano et al., 2012; Holmberg & Hoffman, 2014).

As glandulas salivares consistem de células especializadas derivadas do
epitélio com dois segmentos funcionais razoavelmente bem definidos
morfologicamente. Sua estrutura € constituida por células acinares e um
complexo sistema de ductos glandulares, além das células mioepiteliais (Edgar,
1992; Ten Cate, 2013).

Quanto aos ductos, existem trés tipos: ducto intercalado, ducto estriado
e ducto excretor. O fluxo salivar passa dos acinos aos ductos através do auxilio
das células mioepiteliais antes de desembocar no interior da cavidade oral
(Katchburian e Arana, 2014).

As células mioepiteliais que circundam os &cinos e ductos intercalares
sao inervadas com a proposta de facilitar a secrecao pela contracdo (lanez et
al., 2010).
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3.3 GLANDULAS SALIVARES MAIORES

3.3.1 GLANDULA PAROTIDA

A glandula paroétida inicia seu desenvolvimento entre a 5% e 6% semana

de vida intrauterina (Ellis e Auclair, 2008).

E a maior glandula entre as trés principais. Localizada de cada lado da
face, com o peso médio de 25 a 30 gramas, situa-se entre o musculo
esternocleidomastoideo e a borda posterior do ramo da mandibula. Acima, se
limita com a articulacdo temporomandibular e o meato acustico cartilagineo e
abaixo se estende até o angulo da mandibula. Possui uma parte superficial
conectada por um istmo a uma parte profunda. Ambas as partes abracam a
mandibula. A parte superficial, maior, recobre grande parte do musculo
masseter (Berkovitz et al.,, 1992; Carlson, 2000; Ferraris e Mundz, 2006;
Madeira, 2008; Katchburian & Arana, 2014).

O ducto de Stensen é o principal conduto desta glandula, passando pela
borda anterolateral da glandula parétida sobre o muasculo masseter
atravessando-o para que possa desembocar na altura do primeiro ou segundo
molar superior, em uma pequena papila na mucosa jugal (Berkovitz et al.,
1992, Carlson, 2000; Ferraris e Mundz, 2006; Holmberg e Hoffman, 2014;
Katchburian e Arana, 2014).

As glandulas parétidas possuem ductos interlobulares bem
desenvolvidos. Ja os condutos intercalares particularmente sdo muito longos.
Os ductos estriados sdo numerosos. Possuem células claras e escuras e
podem aparecer como ductos ligeiramente aciddfilos, aléem de um epitélio

simples colunar ou cilindrico com nucleos arredondados centrais. Alguns dos
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limens ductais desta glandula sdo maiores que os 4cinos e sao revestidos por

células epiteliais cubicas (Ferraris e Mundz, 2006; Ten Cate, 2013).

A glandula parétida é composta por &cinos serosos que produzem uma
saliva mais aquosa ou liquida, rica em amilase, sulfomucinas e sialomucinas.
Este € o par de glandulas que sintetizam a maior quantidade de saliva
(Berkovitz et al., 1992; Ferraris e Mun6z, 2006).

E uma glandula composta com divisdes nitidas de seus lobos e l6bulos,
além de uma capsula espessa. Possui células em formato piramidal com
ndcleo esférico no citoplasma basal. Existe uma grande quantidade de tecido
adiposo nos l6bulos e entre as divisbes lobulares. Esses adipdcitos podem
aumentar com a idade e substituir o tecido parenquitomatoso funcional.
Incorporados a esta glandula durante o desenvolvimento, o estroma parotideo
apresenta um ou mais linfonodos que, por vezes, sao atravessados por ductos
glandulares (Ferraris e Mun6z, 2006; Ten Cate, 2013; Katchburian e Arana,
2014).

As parotidas sdo inervadas pelo nervo auriculotemporal e plexo

simpético da cardtida externa (Katchburian e Arana, 2014).

3.3.2 GLANDULA SUBMANDIBULAR

Interagbes reciprocas em torno do epitélio, crista neural derivada do
mesénquima, nervos e vasos sanguineos, regulam eventos que originam a
glandula submandibular. O inicio de seu desenvolvimento ocorre ao final da 6°
semana de vida intrauterina (Lammert et al., 2003; Ellis e Auclair, 2008; Patel e
Hoffman, 2014).
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As glandulas submandibulares sédo o segundo maior par de glandulas
salivares humanas e podem pesar de 8 a 15 gramas. Estdo situadas no
triangulo submandibular por tras e por baixo da borda livre do musculo milo-
hioideo. Seu ducto se abre a cada lado do freio lingual através do conduto de
Wharton (Berkovitz et al., 1992; Ferraris e Mun6z, 2006; Holmberg e Hoffman,
2014).

Essas glandulas sao tubuloacinares seromucosas, pois possuem,
diferente das parétidas, acinos mistos (mucosos e serosos) de proporcao
estimada 1:10, respectivamente, embora esta proporcédo possa ser diferente de
I6bulo para I6bulo. Os acinos serosos possuem granulos de secrecao
abundantes com nucleo esférico e citoplasma baséfilo. Ja os &cinos mucosos
sao preenchidos com granulos de secrec¢éo e pouca quantidade de citoplasma,
além de nucleo comprimido contra a membrana plasmatica (Ferraris e Mundz,
2006; Ten Cate, 2013; Holmberg e Hoffman, 2014).

Os ductos intercalares do parénquima submandibular sdo mais curtos
quando comparados aos da parétida, desta forma aparecem menos
numerosos. Os ductos estriados sdo mais ramificados e longos (Ferraris e
Mundz, 2006; Katchburian e Arana, 2014).

A comunicagao nervosa ocorre via nervo facial e ramos linguais do nervo
mandibular e do tronco simpatico, advinda do ganglio submandibular
(Katchburian e Arana, 2014).

As glandulas submandibulares contribuem de forma substancial para a
guantidade de saliva secretada no interior da cavidade oral. Secretam uma
saliva mais viscosa composta por glicoproteinas sulfatadas, cistatinas e outras
proteinas, além de identificados fatores de crescimento neural e epidérmico
(que na mucosa oral podem favorecer a cicatrizacdo de feridas) (Sivakumar et
al., 2003; Ferraris e Mundz, 2006).

As células mucosas das glandulas submandibulares humanas podem
apresentar uma heterogeneidade histologica de acordo com diferentes estagios
de maturacéao (Ferraris e Mundz, 2006).
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3.3.3 GLANDULA SUBLINGUAL

A glandula sublingual humana inicia o desenvolvimento entre a 7% e 82

semana de vida embrionaria (Ellis e Auclair, 2008).

Com peso médio de 3 gramas, € a menor dentre as principais glandulas
salivares. Localizam-se profundamente entre tecido conjuntivo do assoalho da
boca e o musculo milo-hioideo. Ndo é considerada somente um par de
glandulas j4 que, de cada lado, existem sistemas ductais proprios para
glandula maior e varias unidades menores. Envolvidas por uma capsula
delicada, sdo um conjunto de glandulas muito préximas ligadas a um estroma
comum (Ferraris e Mundz, 2006; Katchburian e Arana, 2014).

As glandulas sublinguais tem predominio de células acinares mucosas.
Nesta glandula, 4cinos puramente serosos sdo exiguos (Berkovitz et al., 2002;
Ferraris e Mundz, 2006; Ten Cate, 2013; Holmberg e Hoffman, 2014,
Katchburian e Arana, 2014).

Abrindo-se na carUncula sublingual muito proximo ao conduto de
Wharton das submandibulares, o conduto excretor de Bartholin é o principal
ducto da glandula sublingual. Ainda, abrindo-se ao lado do freio lingual, hd uma
quantidade de condutos excretores acessorios de unidades glandulares
menores. Seus ductos intercalares sdo muito curtos, portanto, dificeis de serem
identificados em preparados histolégicos (Ferraris e Mundz, 2006; Ten Cate,
2013; Holmberg e Hoffman, 2014).
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3.4 GLANDULAS SALIVARES MENORES

As glandulas salivares menores humanas iniciam seu desenvolvimento

no 3° més de gestacao (Ellis e Auclair, 2008).

De modo paradoxal, as glandulas salivares menores sé&o consideradas
as mais importantes por terem componentes protetores em sua coOmposi¢cao
salivar (Edgar, 1990). Localizadas na mucosa ou submucosa do interior da
cavidade bucal, exceto nas gengivas e porcao anterior e média do palato duro,
essas glandulas também recebem o nome de glandulas salivares secundarias,
intrinsecas ou acessoérias. Estruturalmente, as glandulas salivares menores sédo
pequenas unidades formadas por grupos de acinos rodeadas de tecido
conjuntivo e ndo por uma cépsula definida como ocorre nas outras glandulas
(Ferraris e Mundz, 2006; Katchburian e Arana, 2014).

Neste tipo glandular, nem sempre € possivel identificar condutos
intercalares ou estriados e 0s ductos excretores s&o relativamente curtos,
abrindo-se diretamente sobre a superficie da mucosa e secretando a saliva
provinda de agregados glandulares individuais (Ferraris e Mundz, 2006; Ten
Cate, 2013).

As glandulas linguais de Von Ebner, localizadas na base das papilas
valadas da lingua possuem somente acinos serosos. Essas glandulas sao
importantes na digestdo de lipideos do leite materno, sendo sua funcao
essencial no recém-nascido. A inervacdo dessas glandulas é
predominantemente do tipo parassimpatico (Ferraris e Mundz, 2006; Ten Cate,
2013; Katchburian e Arana, 2014).

Representando cerca de 10% da secre¢do diaria, a salivagdo continua
das glandulas salivares menores exercem papel crucial no mecanismo de
protecdo da mucosa oral e da superficie do esmalte, através da formacéo de
uma pelicula capaz de recobrir os dentes. Produzem por volta de 70% das

mucinas salivares e quantidades importantes de IgA, fosfatase acida salivar e
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lisozimas, que impedem a colonizagdo de microorganismos na superficie dental
por causarem sua aglutinacdo, prevenindo assim, a ocorréncia de caries
(Ferraris e Mundz, 2006; Ten Cate, 2013).

As glandulas salivares menores sdo afetadas pela acdo de alcool,
drogas, ma nutricAo entre outros, da mesma maneira que as glandulas
salivares maiores. Por serem de facil acesso, representam um menor risco em
caso de necessidade de bidpsia sendo, portanto, muito utilizadas em estudos e
diagnasticos fisiologicos e fisiopatoldgicos (Ferraris e Mundz, 2006).

3.5 As células componentes das glandulas salivares

3.5.1 ACINOS

Os acinos ou adendbmeros sao porcbes secretoras das glandulas
salivares. Circundadas por células mioepiteliais, sdo responsaveis pela
producdo e secrecdo de saliva primaria ao limen central. Os dois principais
tipos de acinos sdo 0s serosos e mucosos (Berkovitz et al., 1992).

Células serosas e mucosas diferenciam-se quanto aos componentes
macromoleculares que produzem e secretam, bem como em sua estrutura.
Acinos serosos possuem pouca expressdo de glicoconjugados que podem
apresentar atividade antimicrobiana, enzimatica e ligagdo com calcio, aléem de
grande quantidade de ions e agua. A porcao secretora acinar serosa €
composta por 8 a 12 células de formato piramidal e ampla base subjacente ao
estroma. Sua estrutura esférica se forma ao redor de um lamen central de
apice estreito que, de forma geral, apresenta canaliculos intercelulares capazes

de aumentar a extensao luminal superficial. Os nucleos esféricos localizam-se



23

no citoplasma basal. Células binucleadas sdo possiveis nesse tipo celular. O
armazenamento de componentes macromoleculares da saliva sdo encontrados
em grandes quantidades nos granulos de secrecao localizados no citoplasma
apical (Berkovitz et al., 1992; Ten Cate, 2013).

Acinos mucosos formam uma por¢do secretora terminal tubulosa com
ndcleos achatados e comprimidos contra a superficie celular basal. Contém
ampla quantidade de mucina como seu principal produto, acumulado em
granulos no citoplasma apical, além de glicoconjugados. A mucina secretada
por esse tipo de acino tem como principal funcdo agregar-se a
microorganismos formando uma barreira protetora de superficie, além de
lubrificacdo da cavidade oral (Munger, 1964; Ellis e Auclair, 2008; Ten Cate,
2013; Proctor, 2016).

Algumas glandulas salivares menores bem como por¢des secretoras
terminais mucosas de glandulas salivares maiores possuem, anexo ao acino,
uma porcao serosa em forma de semilua na extremidade do tabulo, a semilua
serosas ou acino seromucoso. Por meio de canaliculos intercelulares,
estendem-se na extremidade tubular por entre as células mucosas e sua
secrecdo atinge o lumen, alcancando assim, o interior da cavidade oral
(Berkovitz et al, 1992; Ten Cate, 2013).

3.5.2 DUCTOS

A rede ductal das glandulas salivares tem como fungdo auxiliar a
passagem da saliva da porcéo acinar até a cavidade oral, além de participacao
ativa no processo de producdo e modificagdo da saliva priméaria para saliva

secundaria. As trés classes de ductos sdo o intercalado, ducto estriado e ducto
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excretor, sendo que o diametro tubular aumenta de forma progressiva (Ten
Cate, 2013).

Conectado diretamente aos acinos, as células do ducto intercalado séo a
primeira porcéo ductal a receber a saliva ainda considerada primaria, produzida
pelas células acinares interligando-se ao restante dos ductos. Portanto, o
limen da porcé@o secretora € continuo ao limen do ducto intercalar e seu
comprimento é diferente entre glandulas salivares maiores e menores. Esta
porcdo € parcialmente coberta por células mioepiteliais e sua estrutura é
formada por células do epitélio simples cubico, muitas vezes ocultas entre
acinos e ductos nas glandulas salivares menores, devido ao seu pequeno
tamanho e auséncia de caracteristicas distintas. Possui nucleos centrais e
pequena quantidade de citoplasma onde pode-se verificar a presenca de
pequenos granulos de secrecdo na regido apical, a qual possui pequenos
microvilos projetando-se para dentro do lumen. Esses granulos possuem
componentes como lisozima e lactoferrina, que sdo secretados na saliva
(Berkovitz et al., 1992; Sato e Miyoshi, 1998; Ten Cate, 2013).

A mais importante e maior por¢cdo do sistema ductal é constituida pelo
ducto estriado, o qual recebe a saliva primaria do ducto intercalado.
Localizados em meio aos l6bulos glandulares, € considerado um ducto
intralobular. E a porcdo especializada na regulacéo da secrecéo e reabsorcio
de eletrélitos, com a importante funcdo de modificacdo da saliva primaria para
secundaria, sendo este o segundo na rede ductal com transporte bi-direcional
entre o lumen e 0s espacos extracelulares. Suas células sdo colunares e seu
ndcleo é central ao citoplasma. A regido citoplasméatica apical pode conter
granulos de secrecao onde ha presenca de calicreina e pode haver a presenca
de outras proteinas plasmaticas, bem como vesiculas, 0 que sugere a
possibilidade de participacdo celular na endocitose de substancias a partir do
[imen ductal. Possui humerosas mitocondrias alongadas e dobramentos na
superficie basolateral da membrana plasmatica, dai o termo “estriado”

(Berkovitz et al., 1992; Proctor & Carpenter, 2007; Ten Cate, 2013).

Finalmente, o ducto excretor interlobular ou extralobular (devido sua

localizacdo entre os lébulos glandulares), € responsavel pela continuagdo da
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reabsorcdo de sodio e secrecdo de potassio e é o ultimo na rede de ductos,
atingindo a mucosa da cavidade oral por onde a saliva € secretada. Possui
epitélio pseudoestratificado, podendo tornar-se estratificado préximo a
desembocadura da mucosa oral, além de varios tipos de células colunares
epiteliais onde microvilos luminais consideradas de alguma forma como células
receptoras, podem estar envolvidos no fluxo salivar ou em sua sensibilidade,
reabsorcdo e secrecdo. Filamentos de actina com prolongamentos alongados
semelhantes aos da célula mioepitelial podem se encontrar nas células basais
desse ducto em alguns casos. Células dendriticas ou apresentadoras de
antigenos também sdo encontradas (Berkovitz et al., 1992; Sato e Miyoshi,
1998; Ten Cate, 2013).

A modificacdo ductal da saliva priméaria para secundaria, realizada pelos
ductos estriados e excretores, bem como seu transporte, realizado também
através do ducto intercalado, sdo cruciais para a secrecdo de uma saliva

hipotbnica ao interior da cavidade oral (Ten Cate, 2013).

3.5.3 CELULAS MIOEPITELIAIS

As células mioepiteliais estdo presentes na unidade secretora acinar,
interpostas entre 4cinos e a membrana basal de muitas glandulas exdcrinas de
mamiferos, como nas glandulas salivares, mamarias, sudoriparas e lacrimais.
Nos achados imunoistoquimicos encontram-se filamentos intermediarios de
gueratina, considerado de origem epitelial e que também contém miofilamentos
representando uma volumosa expressao de proteinas contrateis como actina,
caldesmona, calponina e miosina, proteinas de musculo liso (Redman, 1994;
lanez et al., 2010; Ogawa, 2003; Chitturi et al., 2015).

Sua distribuicdo varia de forma consideravel entre os tipos de glandulas
e mesmo durante o curso do desenvolvimento glandular. Tamarin em 1966 a

descreveu “‘como um polvo sentado em uma rocha”. Na porcao terminal das
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glandulas salivares, as células mioepiteliais “abragam” os acinos. Ainda nao ha,
na literatura, um consenso sobre a localizacdo especifica das células
mioepiteliais. Em uma analise qualitativa de glandulas salivares, identificou-se
células mioepiteliais ao redor dos acinos mucosos e serosos e em diferentes

regides do sistema ductal (Hardy e Kramer, 1998).

As células mioepiteliais sdo associadas a funcfes de contragcdo. Elas se
contraem auxiliando na expulsdo da saliva através de compressdo e
fortalecimento das células do parénquima glandular. Também possuem funcéo
na producdo da membrana basal, além de contribuir para supressdo de
tumores e transporte de metabolitos. Acredita-se que estas células sejam
originadas de células precursoras, porém, esta hipotese ndo esta totalmente
elucidada (Redman, 1994; Hardy & Kramer, 1998; lanez et al., 2010; Chitturi et
al., 2015).

A deteccdo citoquimica de colinesterase e a presenca de juncdes de
hiato ultramicroscopicamente, apoiam a hipotese de que a células mioepiteliais
tém um papel na propagacao de estimulos neurais, também considerada uma

de suas funcgdes, apesar de ndo comprovado (Chitturi et al., 2015).

3.6 SUPRIMENTO NERVOSO DAS GLANDULAS SALIVARES

A composicao e o volume de saliva secretada dependem de estimulagéo
neural e a secrecdo normal estd associada oo sistema nervoso autbnomo.

Neste cenario, 0 nervo parassimpatico tem uma grande importancia.

O sistema nervoso parassimpatico, que esta intimamente associad ao
desenvolvimento da glandula salivar de fases precoces, é essencial a
morfogénese de ramificacdo e iniciacdo de formacdo luminal. O sistema
nervoso simpatico, em contraste, ndo esta associado as fases posteriores uma

vez que a estrutura ramificada tenha se formado. A este passo, coincide-se a
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expansao do espaco luminal e diferenciagdo dos acinos e estruturas ductais. O
papel do sistema nervoso simpéatico durante o desenvolvimento da glandula
salivar, no entanto, ndo esta totalmente elucidado. Foi demonstrado que o fator
de crescimento neural (NGF) tem um papel chave na regulacdo do neurdnio
simpatico em outros sistemas e esta via € expressa nas glandulas salivares
humanas. (Ghasemlou et al., 2004; Proctor e Carpenter, 2007; Knox et al.,
2010; Datta et al., 1991; Naesse et al., 2013; Nedvetsky et al., 2014)

Proctor e Carpenter (2007) e Proctor (2016), em sua excelente revisao,
demonstraram que o reflexo da secrecdo de saliva € mediada por nervos
autonémicos em glandulas salivares adultas. A estimulacdo parassimpatica
provoca um aumento no volume de saliva, enquanto que a estimulacdo
simpética interfere em uma secrecao rica em proteinas. Os receptores M1 e M3
muscarinicos interagem com acetilcolina nos nervos parassimpatico levando a
secrecdo de fluidos, enquanto o0s nervos simpaticos sdo ativados pela
noradrenalina e B1 adrenérgicos a secrecdo de proteinas (Asking e Gjorstrup,
1987; Proctor, 2016).

Quase todos os tipos de células de glandulas salivares parecem ser
inervado por ambos, 0s nervos simpaticos e parassimpatico. A inervacao
colinérgica no sistema vascular ocorre em todas as glandulas salivares. Nos
vasos sanguineos glandulares, a inervacdo simpatica provoca vasoconstri¢cao,
porem, ndo ocasiona nenhum efeito no reflexo salivar (Rossoni et al, 1981;.
Garret, 1987; Proctor e Carpenter, 2007).

Alguns receptores como mecanorreceptores, receptores olfativos,
receptores gustativos e nociceptores induzem a secrecao de saliva através do
reflexo de estimulo, como a mastigacao, paladar e outros estimulos. A ativacao
de alguns diferentes mecanorreceptores localizados no ligamento periodontal e
mucosas, onde estdo o epitélio dos botbes de paladar no dorso da lingua,
evocam a secrecao salivar nas glandulas salivares maiores. Este aumento do
fluxo também pode ocorrer nas glandulas salivares menores em resposta a
estimulo de paladar (Shannon et al., 1969; Speirs, 1984; Hector e Linden,
1999).
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3.7 SUPRIMENTO SANGUINEO DAS GLANDULAS SALIVARES

A artéria carotida externa oferece suprimento sanguineo a parétida, ja a
glandula submandibular tem acesso a vascularizacdo arterial via ramos da

artéria lingual (Katchburian e Arana, 2014).

Capilares provindos de arteriolas estendem-se ao redor das por¢oes
secretoras terminais e dos ductos estriados. Essas arteriolas sdo originadas
por uma ou mais artérias que penetram na glandula e dividem-se em arteriolas
menores encontradas também ao redor dos ductos excretores. O fluxo
sanguineo é capaz de aumentar em até 15 vezes durante o periodo de

secrecdo maxima (Ten Cate, 2013).

Apesar de o papel da vasculatura durante o desenvolvimento glandular
embrionario permanecer sem elucidacdo, o suprimento vascular das glandulas
salivares é crucial para se manter o fluido necessario de forma que a secrecdo
salivar seja mantida (Patel et al., 2006; Ten Cate, 2013; Liu e Wang, 2014).

3.8 SALIVA

O principal componente salivar é a agua (Ishikawa et al., 2006).

A saliva é um complexo fluido biolégico, essencial a preservacao da
imunidade e homeostase oral através da manutencdo da lubrificacdo e
protecdo dos dentes, protecédo contra invasdo de organismos potencialmente
patogénicos, neutraliza a acdo dos acidos agindo como solucdo de
tamponamento, auxilia no paladar, mastigacdo e degluticdo dos alimentos,
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proporcionando conforto e bem estar ao organismo humano com particular
importédncia a cavidade oral. O epitélio de superficie da mucosa oral é
considerado escamoso estratificado queratinizado ou ndo queratinizado e
fornece protecdo mecanica contra atividade microbiana, além de danos
quimicos (Dale et al., 1990; Edgar, 1992; Humphrey e Williamson, 2001,
Tiwari, 2011; Patel e Hoffman, 2014)

Produzida e secretada pelos trés principais pares de glandulas salivares,
além das glandulas salivares menores distribuidas no interior da cavidade oral,
a saliva € composta por mais de 99% de agua, além de uma variedade de
eletrdlitos que incluem sodio, potassio, magnésio, calcio, fosfatos e
bicarbonato, aménia e ureia como produtos nitrogenados, proteinas, enzimas,
imunoglobulinas e mucinas. A secrec¢do salivar acontece em dois estagios. Em
um primeiro momento, a saliva produzida por células acinares é isotdnica
(saliva primaria), tornando-se um fluido hipotdnico (saliva secundaria), durante
sua passagem pelo sistema ductal. O ducto intercalar, que esta ligado
diretamente ao &cino, ndo participa da transicdo salivar de isotbnica para
hipotbnica, visto que nesse ramo do ducto ndo ha alteracbes ou troca de
eletrélitos. E no ducto estriado que o sédio e cloro sdo reabsorvidos para que,
ja na porcao final, as células do ducto excretor permanecam reabsorvendo
sodio e secretem K* e HCO;3 a saliva final, antes que esta seja lancada a
cavidade oral jA em sua forma hipoténica (Roth e Calmes, 1981; Garret, 1987,
Edgar, 1992, Sreebny, 2000; Humphrey e Williamson, 2001; Turner e Sugiya,
2002; Melvin et al., 2005; Proctor e Carpenter, 2007; Hsu e Yamada, 2010; Lee
et al., 2012; Delporte, 2013; Ferreira e Hoffman, 2013)

As membranas apicais e basolaterais das células secretoras sao
capazes de gerar a osmose em resposta a um gradiente transepitelial de ions

promovendo assim, a secrecéo salivar (Ishikawa e Ishida, 2000).

De forma mais minuciosa, a transformacdo da saliva isotbnica para

hipoténica ocorre da seguinte maneira:

Primeiramente, as células acinares secretam um fluido isoténico que

passa do ducto intercalar ao ducto estriado. As células do ducto estriado
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modificam a secrec&o acinar primaria reabsorvendo Na* e CI', o que indica que
a formacao da saliva é principalmente realizada pelo transporte transepitelial de
ClI" e que, a absor¢do de CI" é dependente do Na® dirigido para dentro do
gradiente através da membrana plasmaética basolateral. Um aumento no Ca**
intracelular, normalmente associado ao estimulo de receptores muscarinicos,
provoca secrec¢ao do fluido ativando simultaneamente os canais de CI" apicais
e canais basolaterais de K*. Em um segundo momento, ainda nas porgdes de
ducto estriado e excretor, ocorre a secre¢do de K* e HCO3', resultando em uma
saliva final hipoténica. Em células acinares da glandula salivar, a secregéo esta
associada com mudancas de volume celular. O encolhimento e inchago das
células acinares seguem estimulos de receptores muscarinicos e f-
adrenérgicos, que ocorrem como resultado de um desequilibrio entre o influxo
e efluxo de ions (especificamente CI), entre a membranas basolaterais e
luminais. O resultado na mudanca de tonicidade requer uma rapida e regulada
alteracdo na permeabilidade, resultando em um gradiente osmoético
transepitelial, dirigindo o movimento da &gua e criando uma secrecao
semelhante a secrecdo priméaria. Quando a saliva atinge o interior da cavidade
oral ela é considerada hipotdnica. (Foskett e Melvin, 1989; Foskett, 1990;
Turner et al., 1993; He et al., 1997; Steward et al., 1998; Delporte, 2013).

Exemplos das trocas idnicas que ocorrem durante a formacdo da saliva

estdo ilustrados na Figura 7.
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Saliva
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hipotonica

Células acinares Células ductais

(Delporte, 2013)

Figura 7: Estrutura acinar no processo de transformacdo da saliva primaria
para secundaria. Na primeira etapa, a secrec¢ado salivar, um fluido
isotdnico rico em NaCl é secretado pelas células acinares. Na
segunda etapa, ocorre troca idnica nas porc¢des do ducto estriado e
excretor onde Na* e CI sdo reabsorvidos e HCO3; e K sdo
secretados, resultando em uma saliva final hipotonica ao atingir a
cavidade oral.

Além do ciclo circadiano, onde uma menor taxa de fluido salivar
acontece durante os periodos de sono, ha também um ciclo anual interferente
no fluxo e concentracdo de componentes salivares (eletrdlitos e proteinas).
Durante o verao, o fluxo salivar diminui, enquanto seu pico ocorre no inverno
(Dawes, 1974; Edgar, 1990; Rudney, 1995).

A média salivar diaria é de 750 ml a 1 litro. A saliva é ligeiramente acida
e possui pH entre 6,0 e 7,0 podendo variar de 5,3 em baixo fluxo salivar até 7,8
em pico de fluxo. Relata-se ainda, que o fluxo salivar pode diminuir de acordo
com o aumento da idade, ocorrendo em menor quantidade em pessoas idosas
(Edgar, 1990; Catalan et al., 2009).

A diminuicdo da saliva ou xerostomia pode ser causada, por doencas

como a Sindrome de Sjogren, efeito adverso de medicacgles, radiacdo para
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tratamento de cancer de cabeca e pescoco, entre outros, podendo acarretar
em perda da saude oral com a ocorréncia de caries, doenca periodontal
severa, infeccdes persistentes, além de causar dificuldades para mastigar,

engolir e falar (Hsu e Yamada, 2010).

Muitas éareas de pesquisa ja avaliam as funcdes e componentes
salivares no diagnéstico, tratamento e prevencdo de doencas locais e
sistémicas. Seu valor incontestavel no fornecimento de diversos tipos de
informacdes continua crescendo também pelo fato de ser um fluido facilmente

coletavel, com um processo néo invasivo (Humphrey e Williamson, 2001).

O movimento de agua entre as membranas celulares é fundamental para
a producdo salivar e este tipo de transporte € realizado com o auxilio de
proteinas de canais de membrana denominadas aquaporinas (Kozoko et al.,
2002).

3.9 AQUAPORINAS

A 4gua é o principal componente de todas as células vivas constituindo
cerca de 70% da massa corplrea. Sua distribuicdo e eficiente regulacdo
através de movimentos intercelulares € necessaria a muitos processos
bioldgicos. Para isso, uma familia de proteinas de canais de membrana
denominadas aquaporinas auxiliam o transporte de agua (Kozono et al., 2002;
Matsuzaki et al., 2004; Agre, 2006; Kruse et al., 2006; Papadopoulos et al.,

2008).

Descoberta por Agre e colaboradores no final dos anos 80, as
aguaporinas fazem parte da familia das proteinas integrais de membrana que
formam canais envolvidos no transporte de 4gua e outros pequenos solutos

entre membranas celulares, em resposta a um gradiente osmaotico ou gradiente
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de concentragéo representado por difusdo facilitada (Agre et al., 1987; Krane et
al., 2001; Kozono et al., 2002; Agre, 2009; Abscal et al., 2014; Mobasheri e
Barret-Jolley, 2014).

As agquaporinas possuem estruturas muito similares e estdo presentes
em diferentes tecidos. Sua permeabilidade contribui para muitos eventos
fisiologicos por sua regulacdo precisa no transporte de agua, eletrdlitos e
outros solutos, sendo nas glandulas salivares elemento crucial & producédo
salivar (Mulders et al., 1995; Krane et al., 2001; Kozono et al., 2002).

As proteinas aquaporinas (AQP’s) sdo o0s canais de agua mais
abundantes em uma variedade de células que transportam fluidos (Figura 8).
Treze membros da familia AQP foram identificados até o momento nas células
de mamiferos (AQPO a AQP12). Estas proteinas sao divididas em trés
subgrupos: as aquaporinas (AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6, AQPS8)
permedveis somente a agua, as aquagliceroporinas (AQP3, AQP7, AQP9 e
AQP10), permeaveis a agua e pequenos solutos como glicerol e ureia, além de
ter papel no metabolismo energético e no transporte de metais pesados. As
aguaporinas 11 e 12 podem ser denominadas superaquaporinas ou
aguaporinas ndo classicas, pois sua permeabilidade a agua ou pequenos
solutos € incerta (Borgnia et al., 1999; Agre et al., 2002; Agre, 2004; Morishita
et al., 2004; Hara-Chikuma e Verkman, 2006; Yool, 2007; Rojek et al., 2008;
Musa-Aziz et al., 2009; Ishibashi et al., 2011, Ishibashi et al, 2014, Zhu et al.,
2015).
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Fonte: https://iwww.boundless.com/biology/textbooks/boundless-biology-textbook/structure-and-function-of-plasma-

membranes-5/passive-transport-65/facilitated-transport-332-11469/

Figura 8: Esquema ilustrando abertura de passagem entre os meios extra e
intracelular da bicamada fosfolipidica da membrana plasmatica
através da aquaporina.

Recentes avancos na determinacao estrutural das aquaporinas ao nivel
atomico tem revelado a chave de mecanismos pelos quais estes canais
mantém uma impressionante seletividade sem sacrificar altas taxas de
transporte. Alguns estudos preveem um modelo “ampulheta” para estrutura das

aguaporinas (Jung et al., 1994; Kozono et al., 2002).

Com peso molecular de 28-32 kDa, as proteinas aquaporinas possuem
seis dominios transmembranicos e cinco voltas intracelulares (A-E). As voltas B
a E contém uma alta e conservada caracteristica ou sinal Asn-Pro-Ala (NPA),
que estdo profundamente incorporados na membrana lipidica bilateral
formando um poro aquoso. Cada monémero age como um poro aquoso

individual, resultando de sua associacao tetramera, e cada isoforma de AQP é


https://www.boundless.com/biology/textbooks/boundless-biology-textbook/structure-and-function-of-plasma-membranes-5/passive-transport-65/facilitated-transport-332-11469/
https://www.boundless.com/biology/textbooks/boundless-biology-textbook/structure-and-function-of-plasma-membranes-5/passive-transport-65/facilitated-transport-332-11469/
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composta por uma Unica cadeia de peptideo de 270 aminoacidos (Figura 9)
(Preston e Agre, 1991; Smith e Agre, 1991; Jung et al., 1994; Walz et al., 1997,
Agre, 2004; Kruse et al., 2006)

Loop A Loop C

A - Out
I
I I D |
®
|| (N = e
In
Loop B
Loop D C

(Kruse et al, 2006)

Figura 9: Topologia de uma proteina aquaporina no interior da bicamada
fosfolipidica da membrana plasmatica. A proteina consiste de seis
hélices transmembranares (I-VI) conectados por cinco ciclos (A-
E). Em lados opostos, C, terminal carboxilo; N, no terminal amino.

Evidencia-se a facilitacdo da migracdo celular através das aquaporinas.
Mais investigagGes podem revelar que os sinais estruturais levam a diferengas
em muitos aspectos em suas funcdes como base para oligomerizacao,
propriedades na permeabilidade de canal, estabilidade e movimentacéo
(Kozono et al., 2002; Papadopoulos et al., 2008).

As aquaporinas aumentam a permeabilidade da membrana celular
plasmatica a agua em 5 a 50 vezes mais, quando comparada a membranas
onde a agua move-se primariamente através do lipidio bilateral (Verkman,
2005)



36

Suspeita-se que as aquaporinas possam estar envolvidas em
numerosos danos a sistemas e 6rgaos que envolvem o transporte de fluidos
como a angiogénese em vasos sanguineos da metastase tumoral, glaucoma,
edema cerebral, pre-eclampsia, cirrose, falha cardiaca congestiva e outros
eventos que necessitem de agilidade no movimento celular dirigido. Existem
também, evidéncias de migracdo celular em fendmenos biolégicos como a
angiogénese, regeneracdo de o6rgaos, cicatrizacdo de feridas, entre outros
(Kozono et al., 2002; Saadoun et al., 2005; Papadopoulos et al., 2008).

A elucidacdo das bases moleculares do mecanismo de controle das
aguaporinas pode levar ao entendimento do movimento da agua entre as
membranas biolégicas no que diz respeito a doencas. Portanto, conhecer a
estrutura das aquaporinas pode facilitar o planejamento do uso racional de
medicamentos e promover percepcdes que levem a visdo de doencas
causadas por diferentes mutacées em um unico gene, objetivando uma nova
terapéutica e promovendo assim, resolucdes farmacoldgicas. Agentes que
auxiliam no bloqueio de canais de &gua podem ser Uteis em estados de

sobrecarga de fluidos como diuréticos (King e Agre, 1996)

Em mecanismos fisiopatoldgicos de tumores, observa-se o aumento da
expressdo das aquaporinas em muitos tipos de cancer. Inibir a acdo das
aquaporinas pode modular os eventos de propagacdo de células neoplasicas.
A descoberta deste potencial faz com que estas proteinas sejam novo objeto
anti-tumoral para desenvolvimento molecular objetivando a terapéutica para o
cancer (Papadopoulos et al., 2008; Huang et al., 2013; Mobasheri e Barret-
Jolley, 2014; Shan et al., 2014).

As aquaporinas 1, 3 e 5 tém sido amplamente identificadas nas
glandulas salivares de mamiferos (King e Agre, 1996; Ma e Verkman, 1999;
Ishikawa e Ishida, 2000; Beroucas et al., 2001; Gresz et al., 2001; Krane et al.,
2001; Verkman, 2002; Akamatsu et al., 2003; Matsuzaki et al., 2004; Delporte e
Steinfeld, 2006; Ishikawa et al., 2006; Kruse et al., 2006; Gresz et al., 2015) e,
baseando-se nessas evidéncias, investigamos neste trabalho a expresséo das

aqguaporinas 1, 3 e 5.
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3.9.1 AQUAPORINA 1 (AQP1)

O primeiro indicio da existéncia das aquaporinas ocorreu pela
identificag8o de proteinas, até entdo desconhecidas, purificadas de eritrocitos,
uma célula altamente permeavel a &gua. Denominada CHIP28 e
posteriormente aquaporina 1, esta foi a primeira proteina da familia aquaporina

a ser descrita (Smith e Agre, 1991; Preston et al., 1992, Agre et al, 1993).

A aquaporina 1 é amplamente distribuida nas células endoteliais de
capilares e pequenos vasos sanguineos por todo o corpo, realizando o
transporte transendotelial, com excecdo ao sistema nervoso central.
Particularmente nas glandulas salivares, a expressao de AQP1 ja foi descrita
em modelos animais e humanos, sendo encontrada tanto em componentes do
estroma e do parénquima glandular. Outros estudos mostram a expressao
desta aquaporina também nas células ductais e mioepiteliais (Gresz et al.,
1999; Gresz et al., 2001; Verkman, 2002; Matsuzaki et al., 2004; Verkman,
2006; Akamatsu et al, (2003) identificaram a presenca de AQP1l em vasos
sanguineos e capilares na glandula submandibular de ratos durante todo o

periodo de desenvolvimento embrionario.

Estudos sugerem que o crescimento e a propagacdo de tumores
estejam possivelmente relacionados com a atividade dos canais de agua,
indicado pela observacdo de aumento de expressdo de AQP1 em células
tumorais malignas. Com a delecdo do gene desta aquaporina em ratos,
observou-se reducdo da angiogénese, da migracdo celular endotelial e
limitacdo no crescimento de tumores na agiogénese. A expressao da
aguaporina 1 em células tumorais facilita sua infiltracdo e, consequentemente,
seu potencial metastatico de modo que a inibicdo deste canal pode reduzir o

crescimento tumoral (Saadoun et al., 2005; Papadopoulos et al., 2008).
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O papel funcional de AQP1 nas células endoteliais ainda ndo esta
elucidado, mas evidéncias indiretas aceitam a ideia de que esta proteina tenha
papel na formacgéo e funcdo de pequenos vasos sanguineos. Em hemacias, ha
uma baixa taxa de permeabilidade de CO, através dos canais de AQP1, e sua
estrutura dindmica demonstra caracteristicas que facilitam o rapido transporte
de 4gua. Dados sugerem que a AQP1 também néo exerca fungéo crucial na
secrecdo salivar. Além das glandulas salivares, a AQP1 também esta presente
no ducto biliar, sistema ductal pancreatico, rins, e figado (Terashima e Ono,
2002; Saadoun et al., 2002; Matsuzaki et al., 2004; Saadoun et al., 2005;
Delporte e Steinfeld, 2006; Gregoire et al., 2015).

3.9.2 AQUAPORINA 3 (AQP3)

A aquaporina 3 é uma aquagliceroporina, o que indica que além de
adgua, esta proteina possui caracteristicas Unicas que a permitem mediar o
transporte de glicerol, ureia e outros pequenos solutos (Matsuzaki et al., 2004;
Hara-Chikuma e Verkman, 2008). Esta aquaporina foi identificada nas
membranas basolaterais das células acinares serosas e mucosas das
glandulas salivares em humanos adultos e ratos. Sua expressao, no entanto,
nao foi confirmada em células ductais (Gresz et al.,, 2001; Beroukas et al.,
2002; King et al., 2004).

Na pele, a AQP3 tem funcéo crucial por mediar o transporte de glicerol
como elemento para suas func¢des basicas e sua deficiéncia pode acarretar
diminuicdo de elasticidade e hidratacdo. Também demonstra aumento na
migracao e proliferacdo de queratinocitos, com implicacdes terapéuticas na
cicatrizagdo de feridas. Sua expressao também é citada nas coérneas, colon,

anus, rins e pulmdes, com especial intensidade no epitélio do trato digestivo
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superior e cavidade oral (Ma et al., 2002; Matsuzaki et al., 2004; Hara-Chikuma
e Verkman, 2008, Papadopoulos et al., 2008; Verkman et al., 2008).

A AQP3 é inativada em baixo pH, porém sua expressao € aumentada
por hipertonicidade e hiperosmolaridade. E possivel que uma das funcdes
desta proteina seja contribuir para 0 movimento fluido transepitelial da lamina
propria (Zeuthen e Klaerke, 1999; Matsuzaki et al., 2001; Matsuzaki et al.,
2004). Além disso, sugere-se que a aquaporina 3 tenha papel determinante no
crescimento tumoral devido aos altos indices desta AQP encontrados em
amostras de cancer gastrico e evidencias de ativacdo de vias de sinalizacao
tumoral (Chen et al., 2014; Zhou et al., 2016).

3.9 .3 AQUAPORINA 5 (AQP5)

A aquaporina 5 € um canal de agua especifico encontrado nas células
secretoras de tecidos glandulares como as glandulas salivares, sudoriparas e
lacrimais, glandulas submucosas das vias respiratorias, estbmago, duodeno,
epitélio bronquico e pneumdcitos tipo | do trato respiratorio, além de epitélio da
cOrnea e vias aéreas e do pancreas. Possibilita a regulacdo da permeabilidade
transcelular, bem como permeabilidade paracelular, exercendo importante
funcdo na secrecéao de fluidos, além da migracéo e proliferacdo celular (King e
Agre, 1996; Ishikawa et al., 1998; Matsuki et al., 2005; Ishikawa et al., 2006;
Sidhaye et al., 2012; Huang et al., 2013).

Muitos estudos relatam a expressdo de diferentes aquaporinas nas
glandulas salivares humanas e em modelos animais, mas a aquaporina 5 tem
um papel central no processo de regulacdo da secrecdo do fluido salivar
(Beroukas et al., 2001; Akamatsu et al., 2003; Larsen et al., 2011; Saito et al.,
2015), visto que delecdes da proteina AQP5 prejudicam a secrecao de fluidos
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da glandula salivar (Ma et al., 2000). Ap6s o nascimento, quando ja existe
estimulo de secrecéo salivar, a AQP5 foi encontrada nas membranas luminais,

laterais e basais das células acinares (Aure et al., 2011; Larsen et al., 2011).

Sendo esta aquaporina o principal meio de regulacdo da permeabilidade
de 4gua através das membranas celulares dos acinos das glandulas salivares,
a AQP5 determina as taxas de fluxo e composicéo idnica da saliva secretada.
A regulacdo do volume das células acinares durante a secrecdo salivar € um
processo dinamico influenciado por estimulos muscarinicos e a-adrenérgicos,
resultando respectivamente em tumefacédo e encolhimento celular. Também é
descrito que o envolvimento nervoso do sistema parassimpatico nas células
acinares submandibulares, e B-adrenérgico na glandula parétida, interferem
nos niveis de aquaporina 5. Os mecanismos de integracdo nervosa das
glandulas salivares durante o periodo de desenvolvimento glandular salivar
ainda nao estao totalmente elucidados (Proctor e Carpenter, 2007; Krane et al.,
2001; Hosoi, 2016).

7

A utilizacdo da técnica de imunoistoquimica € eficiente para
demonstracdo de expressdo de AQP5. A recuperacdo antigénica é um passo
essencial na exposicdo de epitopos e, consequente, imunomarcacao das
glandulas salivares adultas humanas. Deste modo, é possivel observar a
distribuicdo de APQ5 nas membranas apicais, basolaterais e citoplasma das
células acinares, e citoplasma ductal, tecido conjuntivo em torno de acinos e
ductos das glandulas salivares humanas, além do citoplasma das células
epiteliais ductais. (Beroukas et al, 2001, Gresz et al., 2001). A expressao de
AQP5 também tem sido detectada nas células acinares de ratos, camundongos
e outras espécies animais durante o desenvolvimento embrionario. Estudos
recentes demonstram padrdes de transcricdo e expressao de AQP5, bem como
sua distribuicdo espaco temporal nas diversas fases do desenvolvimento de
glandulas salivares submandibulares de ratos (Krane et al., 2001; Aure et al.,
2011; Larsen et al., 2011).
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4. MATERIAIS E METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS

Espécimes de glandulas salivares dissecadas de embribes/fetos
humanos em diferentes estagios gestacionais (14 a 25 semanas), provenientes
da Divisdo de Anatomia Patologica do HC-FMUSP foram utilizados (Figura 10).
Ao todo, 47 espécimes de 20 fetos diferentes foram submetidos a técnica de
imunoistoquimica. Todos os fetos obtidos para disseccao foram oriundos de
abortos espontaneos e pesavam menos de 500 gramas, sendo considerados
pecas cirlrgicas. As idades gestacionais dos fetos foram determinadas por
meio da medida plantar segundo MCBride et al, (1984), no momento da
disseccdo. Todos os espécimes foram fixados em formalina tamponada a 10%

e emblocados em parafina para realizacdo da técnica de imunoistoquimica.

Figura 10: Dissecc¢do das glandulas salivares nos fetos humanos. A: Labio; B:

Lingua; C: Glandula paroétida; D: Glandula submandibular.
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4.1 Critérios de inclusao

Espécimes de estruturas orofaciais de fetos humanos que
apresentavam, ao exame microscopico, estruturas identificadas como

glandulas salivares nos seus diversos estagios de morfodiferenciacéo.

4.2 Critérios de exclusao

Espécimes dissecados de fetos humanos que nao apresentavam
estruturas glandulares ou que, ao exame microscopico apresentavam
estruturas maceradas e com a morfologia prejudicada pelo processamento

histolégico.

4.3 Imunoistoquimica

Cortes de 3um dos espécimes selecionados - paroétida, submandibular e
glandulas salivares menores do palato, assoalho, mandibula, labio e lingua,
foram inicialmente desparafinizados em trés banhos de xilol: o primeiro a 60°C
por 30 minutos, o segundo e o terceiro a temperatura ambiente por 7 minutos
cada. A seguir os cortes foram reidratados em cadeia descendente de etanol (2

banhos de 2 minutos cada em etanol 100%, 2 banhos de 2 minutos cada em
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etanol 95% respectivamente) e imersos em solugdo de hidroxido de amoénia a
10% durante 10 minutos para a remoc¢do de pigmentos formdlicos. Apds
lavagem em agua corrente po 5 minutos e agua destilada por 5 minutos, a
recuperacdo dos epitopos antigénicos foi realizada com tampéo citrato pH 6,0
em steamer por 45 minutos. ApOs esse periodo, as laminas passaram por

tempo de resfriamento (20 minutos), em temperatura ambiente.

ApoGs a lavagem em agua corrente e agua destilada, foi realizada a
incubacdo do material em solucdo de peréxido de hidrogénio 10 volumes, 2
banhos por 10 minutos cada, com o intuito de bloquear a peroxidase enddégena
tecidual. Repetida a lavagem com agua corrente e agua destilada, os cortes
foram imersos duas vezes em solucdo Tris HCI pH 7,4 por cinco minutos cada.
Em seguida, os cortes foram incubados em leite Molico a 10% diluido em PBS
pH 7,4 por 30 minutos com intuito de bloquear eventuais proteinas
inespecificas. As informacfes sobre os anticorpos e a concentracdo de cada
um deles estdo descritas na tabela 1. Os procedimentos posteriores foram
sempre precedidos de duas lavagens em solucao Tris HCI pH 7,4.

ApoOs a incubacdo com o anticorpo primario em periodo overnight, os
espécimes foram incubados com anticorpo secundario sistema Novolink® em 2

etapas de 30 minutos cada.

Para a reacdo de revelacdo, os espécimes foram incubados com o
revelador permanente diaminobenzidina — DAB (Dako Cytomation®) - por 3
minutos, que evidencia a rea¢ao por meio de coloracdo acastanhada. Os cortes
foram posteriormente lavados em agua corrente e 4gua destilada e contra-
corados com hematoxilina de Carazzi por 5 minutos. Posteriormente, foram

montados em resina permount®para o exame ao microscépio de luz.

Os controles negativos das reagdes supracitadas foram realizados por
meio da incubacdo de espécimes com soro ndo-imune, € 0S pPositivos
pertinentes foram incluidos de acordo com as especificagbes de cada

anticorpo.
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Soro Ly . Controle N Recuperacao

primario Clone/codigo Titulo pOSitivo Procedéncia antigénica
Mouse Citrato pH

AQP1 monoclonal 1:500 Rim Abcam 6,0 —
ab9566 Steamer
Rabbit Citrato pH

AQP3 policlonal 1:1000 Rim Abcam 6,0 —
ab153694 Steamer
Rabbit A Citrato pH

AQP5 monoclonal 1:900 G;zn\c/i;:a Abcam 6,0 —
ab92320 Steamer

Tabela 1. Dados dos anticorpos primarios utilizados no estudo em glandulas
salivares humanas, com respectivos clones e cdédigos, titulaces
utilizadas, controles, procedéncias e modo de recuperacao
antigénica.

Todos os resultados foram analisados qualitativamente, de acordo com a
fase do desenvolvimento glandular, levando-se em conta a topografia das
aquaporinas estudadas. Os resultados foram fotografados com equipamento

fotografico digital acoplado a microscopio éptico Olympus.
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5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS

A andlise qualitativa dos espécimes incluidos no estudo revelaram a
presenca de glandulas salivares nas diversas estruturas dissecadas. Essas
glandulas apresentavam-se nos diversos estagios de sua morfogénese,
seguindo a classificacdo de Tucker, 2007. A idade dos fetos utilizados foi
variavel, entretanto, observamos que em um mesmo tempo de idade
gestacional, observavam-se glandulas salivares em estagios morfogenéticos
distintos. Baseados nesses achados, os resultados aqui descritos irdo se
basear nos aspectos fenotipicos das glandulas salivares, de acordo com o seu

estagio de desenvolvimento e ndo na idade fetal.

5.1 Anélise imunoistoquimica

5.1.1 Aquaporina 1 (AQP1)

Houve expressdo da proteina aquaporina 1 em todas as fases da
morfogénese glandular salivar humana (Figura 11). O resultado da

imunoexpressao dos tipos celulares estdo descritos na tabela 2.

Em todos as fases onde espécimes de glandulas salivares fetais
humanas com idade entre 14 e 25 foram submetidos ao teste de
imunoistoquimica, a aquaporina 1 exibiu relevante expressdao em capilares e

vasos sanguineos.
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Pdde-se observar que, durante o periodo de morfogénese das glandulas
salivares humanas, algumas células mioepiteliais expressaram aquaporina 1,
ao passo que outras ndo obtiveram imunomarcacdo. Além disso, alguns
espécimes de glandula submandibular também ndo expressaram AQP1,

independente de sua fase de desenvolvimento ou idade fetal.

N&o houve expressao desta proteina nas por¢des dos ductos estriados e

excretores em nenhuma das fases da morfogénese glandular salivar humana.

ESTAGIO BOTAO INICIAL

Nesta fase, observamos acentuada e difusa expressao de aquaporina 1
nos primordios acinares. Foi possivel identificar intensa expressdo desta

proteina nas membranas basolaterais.

ESTAGIO PSEUDOGLANDULAR.

O citoplasma dos primérdios acinares permaneceram expressando
aguaporina 1 de forma difusa. A expressdo da aquaporina 1 nas membranas

basolaterais continuou sendo observada de forma acentuada.

ESTAGIO CANALICULAR

Observamos leve diminuicdo de expressao citoplasmatica e as porcdes
de membrana basolateral permaneceram expressando aquaporina 1 de forma

acentuada.

ESTAGIO DE BOTAO TERMINAL

Nesta fase n&do houve expressdo aquaporina 1 no citoplasma e
membranas basolaterais. Esta proteina foi observada nas por¢ces de ducto

intercalar em alguns espécimes e em porcdes organizadas das células pro-
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acinares, do que se presume serem células mioepiteliais. Na maior parte dos
espécimes, somente o0s ductos intercalares de fases mais desenvolvidas

expressaram aquaporina 1.
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Figura 11: Expresséo da proteina aquaporina 1 durante o desenvolvimento das glandulas

salivares de fetos humanos. A/B/C - ESTAGIO BOTAO INICIAL: intensa
expressdo de aquaporina 1 nas membranas basolaterais dos primérdios
acinares, com difusa e acentuada expressdo citoplasmatica. Pequenos
capilares no estroma também s&o positivos para expressdo de AQP1; D/E/F -
ESTAGIO PSEUDOGLANDULAR: O citoplasma pré-acinar permanece
expressando aquaporina 1 de forma difusa. A expressdo da aquaporina 1
permanece nas membranas basolaterais de forma acentuada. Células do
endotélio expressam AQP1; G/H/l - ESTAGIO CANALICULAR: as por¢des
pré-acinares expressam aquaporina 1 nas membranas basolaterais. Em alguns
acinos, observa-se diminuicdo de expressédo citoplasmatica. Possiveis células
mioepiteliais (Imagem ) também s&o positivas para esta proteina. Capilares
sanguineos sdo positivos para aquaporina 1; J/IL - ESTAGIO DE BOTAO
TERMINAL: Nesta fase, células do ducto intercalar e de vasos sanguineos
apresentam aquaporina 1. Na imagem K, além de ductos intercalares, é
possivel observar células presumidamente mioepiteliais expressando esta
proteina. Células endoteliais do tecido de sustentagdo expressam AQP1 de
forma intensa. Magnificacdo original: A/C/K/L 630x; B/D/E/F/G 400x; H/J200x.
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5.1.2 Aquaporina 3 (AQP3)

Houve expressdo da proteina aquaporina 3 em todas as fases da
morfogénese glandular salivar humana (Figura 12). O resultado da
imunoexpresséao dos tipos celulares estdo descritos na tabela 2.

Em todos os espécimes onde o epitélio pdéde ser verificado, houve
intensa expressao de aquaporina 3. Isto ocorre devido a regido epitelial da
mucosa oral ser considerada uma extensdo da pele, onde esta proteina

expressa-se nos queratinécitos.

N&do houve expressdo de aquaporina 3 em vasosS sanguineos e
capilares, células mioepiteliais e ductos estriados e excretores em nenhuma

das fases da morfogénese glandular salivar humana.

ESTAGIO BOTAO INICIAL

Rudimentos acinares expressaram aquaporina 3 de forma difusa no
citoplasma. A expressado desta proteina foi também identificada em estruturas

membranares basolaterais forma intensa.

ESTAGIO PSEUDOGLANDULAR

Observou-se intensa expressao citoplasmatica de aquaporina 3, porém,
nesta fase, estruturas mais maduras expressaram esta proteina de forma
menos acentuada. Neste estagio, a expressao da aquaporina 3 tornou-se mais
organizada e acentuada nas estruturas membranares basolaterais e apicais.
Nas estruturas onde pdde ser observada, AQP3 expressou-se de forma difusa

e apicalmente nas estruturas pré-ductais.



52

ESTAGIO CANALICULAR

Identificamos intensa expressdo da aquaporina 3 nas membranas
basolaterais e apicais. No citoplasma pré-acinar, a expressao desta proteina foi
observada de modo menos intenso quando comparada as fases anteriores,
chegando a ser negativa em alguns espécimes. A regido ductal evidénciou

expresséo de AQP3 de forma difusa e nas estruturas apicais.

ESTAGIO DE BOTAO TERMINAL

Nesta fase, o citoplasma das células pré-acinares apresentaram fraca
positividade para a aquaporina 3. As membranas basolaterais das células pro-
acinares expressam esta proteina de forma menos acentuada. Houve intensa
expressao de aquaporina 3 nos ductos intercalares observados em todos os

espécimes.
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Figura 12: Expressao da proteina aquaporina 3 durante o desenvolvimento das glandulas

salivares de fetos humanos. A/B/C - ESTAGIO BOTAO INICIAL: Células acinares
rudimentares expressam aquaporina 3 de forma intensa nas membranas
basolaterais e difusamente no citoplasma; D/E/F - ESTAGIO
PSEUDOGLANDULAR: A expressao citoplasmatica é evidente, mas ocorre de
forma menos acentuada em algumas estruturas mais desenvolvidas desta fase. A
expressdo da Aquaporina 3 nas membranas basolaterais é intensa, bem como na
regido apical rudimentar e pré-ductal; G/H/I - ESTAGIO CANALICULAR:
Observa-se expressdo da aquaporina 3 nas membranas basolaterais e apicais. No
citoplasma acinar, a expressdo de aquaporina 3 & observada de modo menos
intenso quando comparado as fases anteriores; J/K - ESTAGIO DE BOTAO
TERMINAL: O citoplasma das células acinares apresentam positividade fraca para
aquaporina 3. As membranas basolaterais das células pré-acinares expressam
esta proteina de forma menos acentuada. Ductos intercalares evidenciam intensa
expressao para aquaporina 3. L - Queratindcitos presentes no epitélio da mucosa
demonstraram intensa positividade para esta proteina, mas o epitélio ductal é
negativo. Magnificacao original: A/B/C/D/E/FIG/H/I/K 630x; J/L 400x.
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5.1.3 Aquaporina 5 (AQP5)

Houve expressdo da proteina aquaporina 5 em todas as fases do
desenvolvimento glandular salivar humano (Figura 13). O resultado da
imunoexpresséao dos tipos celulares estdo descritos na tabela 2.

N&o houve expressdo de vasos sanguineos e capilares, células

mioepiteliais e ductos estriados e excretores nos espécimes analisados.

ESTAGIO DE BOTAO INICIAL

Nesse estagio as células epiteliais glandulares expressaram aquaporina
5 de forma intensa e difusa, com maior intensidade na membrana apical em

espécimes onde esta estrutura ja pode ser observada.

ESTAGIO PSEUDOGLANDULAR

Observou-se acentuada e difusa expressao citoplasmética de
aguaporina 5, além de expressao intensa desta proteina nas membranas
basolaterais e apicais das estruturas pré-acinares. Nos espécimes onde foi
possivel identificar o inicio da abertura pré-ductal, a expresséo de aquaporina 5

ocorreu nas membranas apicais e de forma difusa.

ESTAGIO CANALICULAR

Nesta fase, o citoplasma de algumas estruturas pré-acinares
expressaram aquaporina 5 de forma menos acentuada quando comparado as
fases anteriores. As membranas apicais e basolaterais permaneceram

expressando aquaporina 5 de forma evidente e acentuada. A regido apical da
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abertura ductal expressou esta proteina de forma acentuada e algumas vezes

difusa.
ESTAGIO BOTAO TERMINAL

Neste estagio, o citoplasma das células pro-acinares foi fracamente
positivo para aquaporina 5. As membranas basolaterais e apicais expressaram
esta proteina de forma intensa sendo mais evidnete na membrana apical. As

estruturas ductais intercalares expressaram aquaporina 5 de forma acentuada.
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Figura 13: Expressao da proteina aquaporina 5 durante o desenvolvimento das glandulas
salivares de fetos humanos. A/B/C - ESTAGIO DE BOTAO INICIAL: Rudimentos
acinares expressam AQP5 de forma intensa e difusa; D/E/F - ESTAGIO
PSEUDOGLANDULAR: Expressdo intensa da aquaporina 5 nas membranas
basolaterais e apicais. O citoplasma de acinos rudimentares expressam AQP5 de
forma acentuada. Nos sitios onde abertura pré ductal é observada, a expressao de
aquaporina 5 ocorre de nas membranas apicais e de forma difusa; G/H/l -
ESTAGIO CANALICULAR: As membranas apicais e basolaterais de &cinos
rudimentares expressam AQP5 de forma intensa. A regido apical da abertura
ductal expressa esta proteina de forma acentuada e algumas vezes difusa. O
citoplasma esta mais fracamente marcado em algumas estruturas; J/K/L -
ESGTAGIO BOTAO TERMINAL: As células pré-acinares do estagio de botdo
terminal apresentam intensa positividade para aquaporina 5 nas membranas
basolaterais. As membranas apicais de &cinos e ductos expressam AQP5 de
forma intensa e o citoplasma é fracamente marcado nesta fase. Na imagem K
desta figura, € possivel identificar um ducto intercalar expressando aquaporina 5
de forma intensa. Magnificac&o original: 630x.
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Estagios Estruturas AQP1 AQP3 AQP5

Células acinares
rudimentares

Células ductais

i Pseudoglandular
Células mioepiteliais

Capilares e vasos + - -
sanguineos

Células pro-acinares

Células ductais + + +

Botdo terminal
Células mioepiteliais -[+ - -
Capilares e vasos + _ _

sanguineos

Tabela 2: Anadlise da expressdo das aquaporinas nas diferentes fases do
desenvolvimento fetal das glandulas salivares humanas. (+)
Imunomarcacgédo positiva; (-) Auséncia de imunomarcacédo; (-/+)
Imunomarcacéo indefinida.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou a expressao das aquaporinas 1, 3 e 5 nas
diversas fases do desenvolvimento e morfogénese das glandulas salivares
humanas. Essas proteinas exercem a importante funcdo de facilitar o
transporte de agua e pequenos solutos através da bicamada fosfolipidica da
membrana plasmatica, auxiliando na producao e secrecdo da saliva ao interior
da cavidade oral. Dessa forma, investigamos e descrevemos o0s padroes de
expressdo imunoistoquimicos das aquaporinas 1, 3 e 5. Até 0 momento, nado
existem estudos das proteinas aquaporinas nas glandulas salivares de fetos
humanos descritos, mas extensas revisbes e trabalhos experimentais
descrevem a presenca das aquaporinas 1, 3 e 5 em glandulas salivares
humanas adultas e em modelos animais adultos e em desenvolvimento, que
em geral relataram resultados semelhantes aos nossos. (King e Agre, 1996; Ma
e Verkman, 1999; Matsuzaki et al., 1999; Ishikawa et al., 2000; Beroucas et al.,
2001; Gresz et al., 2001; Verkman, 2002; Akamatsu et al., 2003; King et al.,
2004;; Larsen et al., 2009, 2011; Gresz et al., 2015).

Corroborando nossos achados, a expressdao da aquaporina 1 foi
identificada em células endoteliais, capilares e regido basal acinar. Relatos em
glandulas salivares de ratos demonstram que a aguaporina 1 expressa-se no
polo basal do citoplasma de acinos rudimentares da glandula labial e também
em ductos intercalares. A expressao de aquaporina 1 nas células mioepiteliais
de glandulas salivares, apesar de ndo confirmada em nosso trabalho, é
amplamente descrita na literatura (Beroucas et al., 2002; Gresz et al., 1999,
2001; Verkman, 2002; Akamatsu et al., 2003).

Nas glandulas salivares de fetos humanos em desenvolvimento
utilizadas nesse trabalho, pode-se observar que a expressédo da aquaporina 1
ocorreu nas membranas basolaterais e difusamente distribuidas na regido
citoplasmatica de estruturas glandulares acinares pouco desenvolvidas.

Identificamos ainda, que durante as fases mais tardias do desenvolvimento
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somente células endoteliais e ductos intercalares imunoexpressam AQP1. A
presenca da aquaporina 1 em pequenos capilares que circundavam o0s
rudimentos acinares em desenvolvimento, sugere que o enovelamento de
capilares e vasos sanguineos seja imprescindivel ao desenvolvimento acinar
glandular. Akamatsu et al., (2003) identificaram importante expressao de
MRNA de AQP1 em glandulas submandibulares de ratos em desenvolvimento
por meio de RT-PCR, principalmente nas fases iniciais de desenvolvimento.
Seus resultados imunoistoquimicos identificaram AQP1 somente em capilares
e vasos sanguineos, sendo ausente em ductos glandulares, sugerindo que a

AQP1 seja fundamental na manutencgéo da estrutura glandular normal.

As glandulas salivares humanas adultas por sua vez, também
expressaram AQP1 nas células endoteliais e mioepiteliais (Gresz et al., 2001).
Além disso, 0 mesmo estudo identificou achados semelhantes aos nossos, em
gue se detectou uma pequena diferenca no padrdo de expressdao da AQP1
entre os acinos serosos da glandula paroétida, que tém uma expressao mais
intensa da proteina, e os acinos mucosos das glandulas submandibular,
sublinguais e labiais adultas. Relata-se ainda, que a regido basal de acinos e
ductos intercalares também expressem aquaporina 1, porém discute-se que
essa expressao ductal pode indicar, na verdade, a presenca dessa proteina
nas células mioepiteliais que envolvem estes ductos, ndo representando

necessariamente uma expressao em células ductais (Gresz et al., 2001).

Durante todo o periodo de desenvolvimento glandular dos fetos
humanos, os nossos resultados reveleram que a expressdo da aquaporina 1
em células endoteliais do estroma foi evidente e intensa, corroborando diversos
estudos descritos na literatura (Beroucas et al., 2002; Gresz et al., 1999, 2001;
Verkman, 2002; Akamatsu et al., 2003). Algumas evidéncias indicam ainda que
a AQP1 tenha papel na formagédo e fungcdo de microvasos (Saadoun et al.,
2005).

Em nossos achados, alguns espécimes de glandulas parétidas
expressaram aquaporina 1 em vasos sanguineos e na regidao citoplasmatica
acinar rudimentar de forma difusa na fase inicial do desenvolvimento,

particularmente nas membranas basolaterais e nas membranas apicais.
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Glandulas submandibulares da mesma idade gestacional, por sua vez, néo
demonstraram expressao de rudimentos acinares ou ductais. Questiona-se se
esta diferenca na expressdo da aquaporina 1 ocorra devido a origem
embrionaria dos folhetos germinativos. Dessa forma, sugere-se que a glandula
pardtida humana tenha origem ectodermal, enquanto as glandulas
submandibulares, sublinguais e glandulas salivares menores sejam originadas
a partir do segundo folheto germinativo, o endoderma, representando portanto
um possivel motivo para a discrepancia de expressdo de AQP1 nas diferentes
glandulas (Fitzgerald, 1980; Filho et al., 2002; Avery, 2002).

Larsen et al., (2009) realizaram trabalhos experimentais em glandulas
salivares embrionarias de camundongos, demostrando expressdo de mRNA
das aquaporinas 1, 3 e 5, sugerindo que a presenca dessas proteinas estejam
envolvidas no processo de maturacdo glandular. Sugere também que essas
aguaporinas estejam participando de processos de apoptose, adesédo celular,
osmose ou regulacdo do volume celular, proliferacdo, além de migracdo e

transporte transepitelial.

Embora a aquaporina 1 seja amplamente descrita nas células
mioepiteliais de glandulas salivares humanas e nossos resultados ilustrarem a
imunomarcacdo de AQP1 em regides que apresentam células mioepiteliais,
este trabalho sugere que nao seja possivel concluir somente por meio de
imunoistoquimica que as células positivas realmente representem esse tipo
celular durante o periodo de morfogénese das glandulas salivares humanas.
Nos espécimes submetidos aos testes de imunoistoquimica, a AQP1
expressou-se nos ductos intercalares de algumas amostras. Um estudo
realizado por Beroukas et al., (2002) identificou a expressdo de AQP1 nas
células dos ductos intercalados das glandulas salivares de pacientes com
Sindrome de Sjogren primaria, porém, um estudo de Gresz et al.,, (2001)
sugere a possibilidade desta imunomarcacdo ter ocorrido nas células

mioepiteliais presentes neste ducto.

Estudos preliminares do nosso grupo revelam que algumas amostras
submetidas a dupla marcacdo com APQ1 e marcador de actina de musculo liso

(SMA), no entanto, ndo demonstraram co-localizacdo dessas moléculas,
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indicando que AQP1 ndo se expresse nas células mioepiteliais das glandulas
salivares.

Pouco se sabe sobre a importancia da expresséao e atividade da AQP1
durante processos morfogenéticos, porém ja se relatou o aumento da
expressdo da aquaporina 1 em neoplasias malignas. Isso indica um possivel
papel regulador para os canais de agua no crescimento e disseminacdo
tumoral, mostrando que essa proteina € importante ndo s6 nos processos de
embriogénese, mas também na manutencdo de estruturas normais e em

processos patoldgicos (Saadoun et al., 2005).

Corroborando nossos estudos, a aquaporina 3 € identificada, segundo
os dados da literatura, de forma intensa na regidao mucosa da cavidade oral,
especificamente na membrana plasmatica das células do epitélio escamoso
estratificado, expressando-se também nas membranas basolaterais das células
acinares de glandulas salivares humanas adultas e modelos animais em
desenvolvimento e apdés o nascimento. (Matsuzaki et al., 1999; Gresz et al.,
2001; Beroucas et al, 2002, Akamatsu et al., 2003). Na mucosa epitelial da
cavidade oral e anus, a expressdao da AQP3 ocorre por continuacdo da

epiderme (Matsuzaki et al., 2004).

Gresz et al., (2001) identificaram a expressédo de AQP3 nas membranas
basolaterais de acinos mucosos e serosos de glandulas salivares humanas
adultas por meio da técnica de imunoistoquimica, mas ndo nas membranas
apicais das células acinares e ductos intercalados. Nossos resultados
ilustraram que, além de expressdo das membranas basolaterais, a expressao
da AQP3 no ducto intercalado e nas membranas apicais de &cinos de
glandulas salivares de fetos humanos também foi evidente em todas as fases
do desenvolvimento. A expressao ductal da aquaporina 3 ainda ndo havia sido
descrita nas glandulas salivares. Gresz et al., (2001) observaram ainda, a
expressdo da proteina aquaporina 3 mais abundante em acinos serosos que
em acinos mucosos das glandulas submandibulares, porém essa diferenca nao

foi observada em nossos experimentos.

Nossos achados corroboram ainda, resultados descritos por Beroucas et

al., (2002) e Baker et al., (2010), que identificaram intensa expressao de AQP3
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nas membranas basolaterais acinares em glandulas parétidas de ratos e em
células acinares de glandulas salivares humanas adultas. Akamatsu et al.,
(2003) e Larsen et al., (2009) identificaram ainda a expressdao de mRNA de
aguaporina 3 nas glandulas salivares de ratos em desenvolvimento. Larsen et
al., (2009) sugerem que a aquaporina 3 exerca o papel mais importante
durante os estagios iniciais do processo de desenvolvimento glandular salivar.
Em nossos achados, observamos que glandulas salivares humanas em
desenvolvimento expressaram aquaporina 5 de forma tdo acentuada quanto
aguaporina 3 em todas as fases do desenvolvimento, ressaltando a importancia

de mais investigagOes comparativas entre os modelos humano e animal.

Ainda ndo esté elucidada a forma como aquaporina 5 se distribui nas
glandulas salivares durante o desenvolvimento embrionario (Larsen et al.,
2011).

A principal proteina responsavel pela regulacdo da permeabilidade de
agua através da membrana plasmatica das células acinares de glandulas
salivares € a AQP5, que determinara a composicao iénica e as taxas de fluxo
salivar secretado (Krane et al., 2001). Em acordo com essa hip6tese e também
corroborando nossos resultados, a expressao de aquaporina 5 foi amplamente
descrita em glandulas salivares adultas e de ratos em desenvolvimento e apés
0 nascimento. Morfologicamente e por meio de diferentes técnicas, a
aguaporina 5 foi encontrada na regiao apical acinar, em membrana basolateral
e citoplasma das células acinares, incluindo canaliculos e granulos secretores
intercelulares, além de ser encontrada em ductos intercalares (He et al., 1997;
Ma et al., 1999; Matsuzaki et al., 1999; Beroucas et al., 2001, 2002; Gresz et
al., 2001, 2015; Ishikawa et al., 2000, 2006; Krane et al., 2001; Akamatsu et al.,
2003; Matsuki et al., 2005; Larsen et al., 2009, 2011; Aure et al., 2011; Sidhaye
et al.,, 2012; Sugimoto et al., 2013; Peters et al.,, 2014). Das estruturas de
glandulas salivares de fetos em desenvolvimento que puderam ser observadas
em microscopio optico convencional, identificamos a expressdo da AQP5 em

todos os sitios de glandulas acinares rudimentares citados na literatura.

Gresz et al., (2015) descrevem que as regides ductais em proximidade

com o0s acinos secretores de glandulas labiais menores em humanos adultos
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ndo ha imunorexpressédo para AQP5. No entanto, pudemos identificar que a
expressdo desta proteina ocorre em ductos intercalares em &cinos labiais
rudimentares das glandulas salivares de fetos em desenvolvimento.
Analogamente, Sugimoto et al., (2013) identificaram a expressdo de AQP5 na
membrana apical de &cinos mucosos e serosos de glandulas submandibulares
de ratos, além da membrana basolateral de 4cinos mucosos. Tais resultados
também foram encontrados em nossos espécimes humanos, em que a
expressdo de aquaporina 5 foi observada em ambos os tipos acinares em
desenvolvimento. Adicionalmente, Larsen et al.,, (2011) n&o identificaram a
expressdo de AQP5 na vasculatura. Em nossos achados também néo
pudemos concluir que a aquaporina 5 expressa-se em estruturas vasculares,

sendo necessario desenvolver futuros estudos para confirmar tal informacao.

A expressdo de AQP5 nas células dos corddes terminais de glandulas
salivares de camundongo em desenvolvimento nao foi detectada até o estagio
pseudoglandular em estudos prévios (Larsen et al., 2011). Em contrapartida,
observamos intensa e evidente expressao desta proteina em todas as fases do
desenvolvimento glandular salivar humano, sendo mais difusa e pouco definida
nas regides apicais e basolaterais nos estagios de botdo inicial. Glandulas
salivares embrionarias de ratos, por sua vez, obtiveram um padrdo de
expresséo irregular para AQP5 durante o curso do seu desenvolvimento,
assemelhando-se ao padrdo de expressdo observado em nossos achados.
Aure et al., (2011) identificaram AQP5 primeiramente na fase canalicular,
tornando-se mais organizada na membrana luminal das células acinares nas
fases mais tardias, em que também foi detectada na membrana celular dos
ductos intercalares, participando do processo de transferéncia da agua na
formacdo salivar. Além de sua expressdao na membrana apical acinar, a AQP5
foi detectada por todo o ducto intralobular no estagio de botdo terminal, o que
indica que a AQP5 desempenhe uma funcdo importante durante o

desenvolvimento embrionario das glandulas salivares.

Matsuki et al., (2005) relatam uma expressao citoplasmatica difusa que

pode representar a presenca de AQP5 nos granulos secretores. Ja por meio da
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técnica de microscopia imunoeletrénica, este estudo também confirmou a

presenca de granulos secretores acinares em regido demarcadamente apical.

Peters et al.,, (2014) observaram que a aquaporina 5 é expressa
apicalmente e lateralmente nas células do epitélio pré-acinar em cultivo de
células de glandula submandibular, tornando-se mais evidente na regido apical
de acordo com o curso do desenvolvimento glandular. Esse achado
corroboram diretamente nossos resultados, cuja expressdo de AQP5 também
foi encontrada na membrana basolateral em glandulas salivares humanas em
desenvolvimento, de forma menos intensa nos estagios finais de maturacao,
concentrando-se nas membranas apicais de forma mais acentuada com o
decorrer do desenvolvimento. Ainda, Aure et al., (2011) identificaram a
expressdo do RNA da aquaporina 5 nas glandulas salivares de ratos em
desenvolvimento por meio da técnica RT-PCR, permitindo identificar a
expressao desta proteina em todos os estagios do desenvolvimento incluidos
no estudo, sendo que o padréo de expressao apical se tornava mais evidente
conforme a evolugcdo do desenvolvimento (maturacdo glandular), ainda com
expressao citoplasmatica. A expressao citoplasmatica de aquaporina 5 foi
observada de forma menos intensa nos estagios terminais do desenvolvimento

também em nossos estudos.

Alguns autores descrevem a localizacdo da AQPS5 restrita e claramente
confinada a membrana plasmatica apical das células acinares rudimentares
durante o desenvolvimento. Outros autores por sua vez, definem a expressao
da AQP5 também nas membranas basolaterais. Em ratos, apesar de ter-se
detectado AQP5 nas membranas apicais e basolaterais, além da regido
citoplasmatica, sua expressao nas células ductais permanece controversa
(Ishikawa et al., 2006; Larsen et al., 2011; Teymoortash et al., 2012; Gresz et
al., 2015).Em nosso trabalho, a imunoexpressdo de AQP5 também pbde ser
identificada nas membranas apicais do ducto intralobular nas fases de botéo
terminal, especificamente nas células préximas aos tubulos terminais e em toda
a extensdo do ducto intercalar. As demais regides ductais foram negativas

neste estudo.
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A expressdo de aquaporinas no nosso estudo ao longo do
desenvolvimento  glandular  humano, principalmente AQP3 e 5,
interessantemente torna-se menos difusa no citoplasma de células ductais a
medida que o0 espaco luminal se instala. A estrutura ductal € mais
frequentemente encontrada nas fases mais tardias. Estudos recentes
investigam 0s mecanismos envolvidos no processo de expansao luminal de
ductos que permitam sua formacéo e a manutencao do espaco adequado para
secrecdo. Relata-se que exista uma repulséo eletrolitica dentro dos ductos em
formacdo ocasionada pela ativacdo de canais ibnicos das células que
estimulam a expansdao luminal e contribuem para a morfogénse ductal, como ja
relatado em vasos sanguineos (Strilic et al.,, 2010; Datta et al., 2011). Essa
hipétese fundamenta o0s nossos achados, indicando que a importante
expressdo das aquaporinas durante o desenvolvimento glandular humano
tenha realmente um papel crucial para a formacéo glandular, e ndo somente
para estimulo secretério salivar, porém estudos futuros sdo necessarios para

esclarecer essa relacao.

Akamatsu et al., (2003) identificaram, por meio da imunoistoquimica, a
presenca de AQP5 no sistema de vasculatura das glandulas submandibulares
de ratos. Em nossos achados, porém, ndo foi possivel observar expressao de

aguaporina 5 em capilares ou vasos.

O envolvimento de AQP5 em processos tumorais ja foi descrito em
relacdo a seu mecanismo de invasdo e progressdo de varios tipos de cancer
em humanos, sendo que, em pacientes com cancer de célon, a
superexpressao das aquaporinas 1, 3 e 5 foi correlacionada de forma
significativa com metastase ganglionar. Evidéncias apontam aquaporina 5
como um alvo promissor para o desenvolvimento de farmacos e como um
biomarcador com potencial terapéutico e diagnostico. (Kang et al., 2015; Direito
et al., 2016).

A etapa laboratorial e analise dos resultados topograficos das
aquaporinas gerou questionamentos, ainda nao explorados na literatura, com
especial destaque para as aquaporinas 1. Apesar de amplamente descrita na

literatura em modelo animal e glandulas salivares adultas, ndo foi possivel



67

afirmar de forma categorica que AQP1 se expresse nas células mioepiteliais de
glandulas salivares humanas em desenvolvimento. Assim, nosso trabalho abre
portas para novas pesquisas que elucidem o papel dessas importantes
proteinas na morfogénese das glandulas salivares humanas. A pavimentacao
dessa pesquisa e a possibilidade de novas investigacbes irdo, certamente,
contribuir para o entendimento de doencgas como as que levam a xerostomia, e,
talvez possam auxiliar no desenvolvimento de terapias medicamentosas que

utilizem esses canais de agua.

Por fim, cremos que a identificacdo de diferencas interessantes na
expressdo das aquaporinas em modelos animais e tecido humano abra novas
gquestbes para serem investigadas cientificamente. A elucidacdo dessas
questdes podem ndo sO beneficiar a area de conhecimentos basicos da
morfogénese das glandulas salivares, mas também, a area aplicada, com
novos marcadores e possiveis alvos terapéuticos das enfermidades que

envolvem as glandulas salivares.
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7. CONCLUSAO
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7. CONCLUSAO

Nosso trabalho evidenciou a imunoexpressao das aquaporinas 1, 3 e 5

nas glandulas salivares humanas durante o periodo de embriogénese. A

andlise topogréfica dessas proteinas nos permitiu identificar diferencas no

padrdo de expressdo em diferentes sitios da estrutura glandular durante os

diferentes estagios do desenvolvimento.

Com este trabalho podemos concluir alguns pontos principais:

As aquaporinas 1, 3 e 5 investigadas nesse trabalho foram amplamente
expressas em todas as fases do desenvolvimento das glandulas

salivares humanas;

A AQP1 foi marcadamente mais expressa em regifes acinares
rudimentares durante as fases iniciais do desenvolvimento, tornando-se
menos evidente nas fases canaliculares e ausente nas estruturas
acinares terminais. Nos estagios onde foi possivel observar a regido de
ducto intercalar, AQP1 expressou-se de forma intensa. Capilares e
vasos sanguineos expressaram aquaporina 1 em todas as fases do

desenvolvimento fetal humano.

As AQP3 e AQP5 resultaram em padrbes de expressdao semelhantes
durante o desenvolvimento glandular, mostrando um perfil citoplasmético
difuso nas fases mais iniciais do desenvolvimento. A expressao de
ambas proteinas tornou-se mais evidente nas estruturas membranosas
em estagios mais tardios, tanto em regido apical como basolateral,
adquirindo padrées de marcacao citoplasmaticos menos evidentes com
o0 decorrer do processo de maturacdo. Em todos os espécimes onde
puderam ser observados, ductos intercalares exibiram acentuado padrao

de expresséao.
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