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Resumo  

Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento das células 

acinares, ductais e mioepiteliais de glândulas parótidas de ratos sob tratamento 

com antidepressivos, benzodiazepínicos e pilocarpina.  

Métodos: Cento e cinqüenta ratos machos Wistar foram distribuídos em quinze 

grupos. Os grupos controle receberam solução salina durante 30 (C30) e 60 

dias (C60) e pilocarpina (PILO) durante 60 dias. Os grupos experimentais 

receberam fluoxetina (F30), venlafaxina (V30), lorazepam (L30) e midazolam 

(D30) durante 30 dias; fluoxetina (FS60), venlafaxina (VS60), lorazepam (LS60) 

e midazolam (DS60) associado a salina durante 60 dias, e fluoxetina (FP60), 

venlafaxina (VP60), lorazepam (LP60) e midazolam (DP60) associado com 

pilocarpina durante 60 dias. Os espécimes das glândulas parótidas foram 

processados. A expressão imunoistoquímica da calponina foi avaliada nas 

células mioepiteliais e do PCNA nas células acinares e ductais. ANOVA, Tukey 

HSD e Games-Howell foram aplicados para detectar diferenças entre os grupos 

(p<0,05).  

Resultados: O uso crônico de antidepressivos durante 30 dias (F30 e V30) 

provocou aumento no número de células marcadas pela calponina comparado 

ao controle (p<0,05). A venlafaxina (V30) provocou aumento no número de 

células marcadas pelo PCNA quando administrada durante 30 dias. Fluoxetina 

e pilocarpina (FP60) induziram diminuição significativa no número de células 

marcadas pela calponina (p<0,05). Os grupos tratados com lorazepam 

mostraram aumento no número de células marcadas pela calponina 

comparados aos controles (p<0,05). O grupo tratado com midazolam e 

pilocarpina (MP60) induziu aumento na proliferação de células acinares e 
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ductais e diminuição nas células marcadas pela calponina comparado ao grupo 

tratado com midazolam e salina (MS60). 

Conclusões: O uso crônico de venlafaxina e fluoxetina durante 30 dias 

induziram aumento do número de células mioepiteliais marcadas pela 

calponina. Venlafaxina, fluoxetina e pilocarpina não induziram alterações na 

proliferação de células acinares e ductais de glândulas parótidas de ratos 

tratados durante 60 dias. As células mioepiteliais mostraram-se mais sensíveis 

aos efeitos dos benzodiazepínicos do que as células acinares e ductais nas 

glândulas parótidas de ratos.  

Palavras-Chave 

Antidepressivos; Benzodiazepínicos; Imunoistoquímica; Glândulas salivares 

parótidas 
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Abstract  

Objectives: The aim of this study was to evaluate the effects of antidepressants, 

benzodiazepines and pilocarpine on rat parotid glands and on the behavior of 

acinar, ductal and myoepithelial cells.  

Methods: One hundred and fifty male Wistar rats were allocated to fifteen 

groups. Control groups received saline during 30 (C30) and 60 days (C60), and 

pilocarpine (PILO) during 60 days. Experimental groups received fluoxetine 

(F30), venlafaxine (V30), lorazepam (L30) and midazolam (D30) during 30 

days; fluoxetine (FS60), venlafaxine (VS60), lorazepam (LS60) and midazolam 

(DS60) associated with saline during 60 days, and fluoxetine (FP60), 

venlafaxine (VP60), lorazepam (LP60) and midazolam (DP60) associated with 

pilocarpine during 60 days. The immunohistochemical expression of calponin 

on myoepithelial cells, and of PCNA on acinar and ductal cells was evaluated. 

ANOVA, Tukey HSD and Games-Howell tests were applied to detect 

differences among the groups (p<0.05).  

Results: Antidepressants chronic use during 30 days induced an increase in the 

number of positive staining cells for calponin compared with controls (p<0.05). 

Venlafaxine induced an increase in the number of positive staining cells for 

PCNA when administered during 30 days. Fluoxetine and pilocarpine (FP60) 

induced a significant decrease in the number of positive staining cells for 

calponin compared with all groups (p<0.05). Groups treated with lorazepam 

showed an increase in the number of positive staining cells for calponin when 

compared with controls (p<0.05). Midazolam associated with pilocarpine 

(MP60) induced an increase in the proliferation of acinar and ductal cells and a 
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decrease in the positive staining cells for calponin compared with midazolam 

associated with saline (MS60).  

Conclusions: Chronic use of venlafaxine and fluoxetine during 30 days induced 

an increase in the number of positive staining cells for calponin. Venlafaxine, 

fluoxetine and pilocarpine did not induce changes in the proliferation of acinar 

and ductal cells in rat parotid glands treated during 60 days. Myoepithelial cells 

showed to be more sensible to the effects of benzodiazepines than acinar and 

ductal cells in rat parotid glands. 

Key Words: 

Antidepressants; Benzodiazepines; Immunohistochemistry; Parotid salivary 

glands 

  



1. Introdução 

A saliva produzida pelas glândulas salivares pode ser modificada por 

influência de fatores intrínsecos fisiológicos, como regulação neurológica, 

emocional e hormonal, e de fatores extrínsecos, como radiações ionizantes e 

medicamentos.1 Receptores α, β, M3 e GABA estão presentes na superfície 

das células    por vários neurotransmissores, que podem ser alteradas pela 

utilização de fármacos psicotrópicos.3 

A atividade fisiológica da secreção salivar é regulada pelo sistema 

nervoso autônomo simpático e parassimpático por meio dos receptores 

presentes nas glândulas salivares. A estimulação parassimpática por meio de 

ações da acetilcolina sobre receptores muscarínicos M3 (transmissão 

colinérgica) aumenta a quantidade de saliva secretada e regula a liberação de 

água e eletrólitos. A estimulação simpática por meio de ações da noradrenalina 

sobre receptores α e β-adrenérgicos (transmissão noradrenérgica) controla 

principalmente o conteúdo das proteínas e íons salivares.2 

Pesquisas clínicas e laboratoriais com metodologias distintas têm 

demonstrado que fármacos psicotrópicos, tais como antidepressivos e 

benzodiazepínicos (BZDs), produzem efeitos adversos sobre o fluxo salivar e 

sua composição bioquímica e protéica.4-6 As diferenças dos efeitos adversos 

ocorrem em função da farmacocinética e farmacodinâmica dos psicotrópicos; 

estudos com indivíduos doentes versus voluntários saudáveis versus 

portadores de co-morbidades psíquicas e somáticas versus animais; dose 

única versus administração aguda versus administração crônica; meia vida 

plasmática versus duração do estudo; biodisponibilidade das preparações 

comerciais versus fármacos manipulados e interações medicamentosas.7 
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As diversas classes de antidepressivos possuem ações anticolinérgicas 

de diferentes intensidades. Eles interferem na ligação do neurotransmissor 

acetilcolina com o receptor muscarínico M3 na fenda sináptica, resultando em 

diminuição da secreção salivar.1,2 Os BZDs diminuem a secreção salivar por 

meio de receptores para BZDs presentes nas glândulas salivares e também por 

ações indiretas do sistema nervoso central sobre as glândulas salivares por 

meio de receptores centrais para BZDs.3,8 

Apesar de estudos bioquímicos, moleculares, histológicos e clínicos 

realizados, o complexo processo de formação e secreção salivar e a inter-

relação com drogas psicotrópicas ainda não foi totalmente elucidado.3,8-12 

Em 2006, Grégio et al.9 descreveram a presença de hipertrofia de 

células serosas em glândulas parótidas e hipossalivação em ratos sob 

tratamento crônico com a associação de BZDs (Diazepam®) e antidepressivo 

(Tryptanol®). Os autores sugeriram que, frente ao uso crônico da associação de 

psicotrópicos, a saliva parecia ser produzida normalmente, no entanto, ela se 

mantinha retida no interior das células acinares, o que explicaria a hipertrofia, 

e, por mecanismos desconhecidos, não era expelida. Foi sugerida uma 

possível inibição da atividade das células mioepiteliais, decorrente de 

estimulação nervosa, ou diminuição no número destas células para explicar a 

hipossalivação. As células mioepiteliais são células não musculares que 

exercem funções contráteis, contribuindo para o esvaziamento da secreção das 

unidades secretoras e dos ductos.13,14 

Na literatura, não há estudos imunoistoquímicos sobre o comportamento 

das células mioepiteliais, acinares e ductais frente à utilização de psicotrópicos. 
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O comportamento de células parenquimatosas tem sido avaliado em processos 

patológicos inflamatórios, atróficos e proliferativos.15-19  

 Por vários anos, acreditou-se que as células parenquimatosas 

(mioepiteliais, acinares e ductais) das glândulas salivares desenvolvidas e em 

desenvolvimento não apresentavam capacidade proliferativa e de renovação. 

Assim, o crescimento e a reposição celular eram dependentes de células de 

reserva ou de células indiferenciadas presentes em glândulas salivares 

normais, que funcionariam como fonte para a renovação celular, e da indução 

de tumores, pois só estas teriam condições de proliferar.15,20 No entanto, 

atualmente, estes conceitos são refutados, pois células bem diferenciadas, 

como as acinares, ductais e as mioepiteliais, são facilmente identificadas em 

glândulas salivares normais em processos de mitoses. A capacidade 

reprodutiva, proliferativa e de renovação celular destas células foi comprovada 

em vários experimentos in vivo de indução de atrofia glandular após obstrução 

e desobstrução do ducto excretor principal de glândulas salivares.20-22 

Neste trabalho, o comportamento das células mioepiteliais, acinares e 

ductais de ratos sob tratamento crônico com psicotrópicos (antidepressivos e 

BZDs) foi avaliado por meio de estudo imunoistoquímico com a utilização de 

dois imunorreagentes: o anticorpo contra o antígeno calponina, utilizado para 

identificar células mioepiteliais23 e o anticorpo anti–antígeno nuclear de 

proliferação celular (PCNA), um marcador de proliferação celular capaz de 

identificar células acinares e ductais em proliferação.15 



 

 

 

4

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

2. Artigo 1. Efeitos de antidepressivos e da pilocarpina 

sobre glândulas parótidas de ratos. Estudo 

imunoistoquímico. 
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Resumo 

Objetivo: Avaliar o comportamento das células mioepiteliais, acinares e ductais 

de glândulas parótidas de ratos sob tratamento com antidepressivos e 

pilocarpina. 

Métodos: Noventa ratos machos Wistar foram divididos em nove grupos. Os 

grupos controle receberam solução salina durante 30 (C30) e 60 dias (C60) e 

pilocarpina (PILO) por 60 dias. Os grupos experimentais receberam fluoxetina 

(F30) e venlafaxina (V30) por 30 dias; fluoxetina (FS60) e venlafaxina (VS60) 

associado a salina por 60 dias; e fluoxetina (FP60) e venlafaxina (VP60) 

associado a pilocarpina por 60 dias. Os espécimes das glândulas parótidas 

foram processados. A expressão imunoistoquímica da calponina foi avaliada 

nas células mioepiteliais e do PCNA, nas células parenquimatosas. ANOVA, 

Tukey HSD e Games-Howell foram aplicados para detectar diferenças entre 

grupos (p<0,05).  

Resultados: O uso crônico de antidepressivos por 30 dias provocou aumento 

no número de células marcadas pela calponina comparado ao controle 

(p<0,05). A venlafaxina (V30) provocou aumento no número de células 

marcadas pelo PCNA. Fluoxetina e pilocarpina (FP60) induziram diminuição 

significativa no número de células marcadas pela calponina (p<0,05).  

Conclusões: O uso crônico de venlafaxina e fluoxetina durante 30 dias induziu 

aumento do número de células mioepiteliais marcadas pela calponina. 

Venlafaxina, fluoxetina e pilocarpina não induziram alterações na proliferação 

de células acinares e ductais de parótidas de ratos tratados durante 60 dias. 

Palavras-Chave 

Antidepressivos; Imunoistoquímica; Glândulas salivares parótidas 
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Abstract 

Objectives: To evaluate the effects of antidepressants and pilocarpine on the 

behavior of myoepithelial, acinar and ductal cells on rat parotid glands.  

Study design: Ninety male Wistar rats were allocated to nine groups. Control 

groups received saline during 30 (C30) and 60 days (C60), and pilocarpine 

(PILO) during 60 days. Experimental groups were dealt with fluoxetine (F30) 

and venlafaxine (V30) during 30 days; fluoxetine (FS60) and venlafaxine (VS60) 

associated with saline during 60 days; and fluoxetine (FP60) and venlafaxine 

(VP60) associated with pilocarpine during 60 days. Parotid glands specimens 

were processed. The immunohistochemical expression of calponin and PCNA 

on myoepithelial and parenchymal cells, respectively, was evaluated. ANOVA, 

Tukey HSD and Games-Howell tests were applied to detect differences among 

the groups (p<0.05).  

Results: Antidepressants chronic use during 30 days induced an increase in the 

number of positive staining cells for calponin compared with controls (p<0.05). 

Venlafaxine used during 30 days (V30) induced an increase in the number of 

positive staining cells for PCNA. Fluoxetine and pilocarpine (FP60) induced a 

significant decrease in the number of positive staining cells for calponin 

compared with all groups (p<0.05).  

Conclusions: Chronic use of venlafaxine and fluoxetine during 30 days induced 

an increase in the number of positive staining cells for calponin. Venlafaxine, 

fluoxetine and pilocarpine did not induce changes in the proliferation of acinar 

and ductal cells in rat parotid glands treated during 60 days.  

Key Words 

Antidepressants; immunohistochemistry; parotid salivary glands 
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Introdução 

A atual geração de antidepressivos é constituída por fármacos que agem 

em um único neurotransmissor, como os inibidores seletivos de recaptação de 

serotonina (fluoxetina) ou de noradrenalina (reboxetina) ou em múltiplos 

neurotransmissores (venlafaxina), sem ter como alvo outros sítios receptores 

cerebrais não relacionados com a depressão, tais como, histamina e 

acetilcolina.1-3 A venlafaxina é um inibidor seletivo da recaptação de serotonina 

e noradrenalina, e apresenta fraca atividade como inibidor da recaptação de 

dopamina, clinicamente significativo apenas em doses elevadas.1,4,5 Os atuais 

antidepressivos diferem dos clássicos antidepressivos tricíclicos e dos 

inibidores da monoaminoxidase, irreversíveis pela seletividade farmacológica, 

modificando e atenuando os efeitos colaterais.6 

Numa revisão sistemática Cochrane (1966-2004), os efeitos adversos da 

fluoxetina (sensação de boca seca, tontura e sudorese) foram comparados aos 

efeitos adversos dos antidepressivos mais recentes (venlafaxina, reboxetina, 

fenelzina, nefazodona) e mostraram-se mais brandos do que os últimos.7 

Hipossalivação, xerostomia e alterações na composição da saliva são 

importantes efeitos colaterais relacionados à utilização de fármacos 

psicotrópicos, dentre eles, os antidepressivos.8-14 O mecanismo de como 

ocorrem estes efeitos colaterais ainda não está totalmente esclarecido, no 

entanto, estudos histomorfométricos, sialoquímicos e sialométricos vêm 

contribuindo para o entendimento dos efeitos citotóxicos dos psicotrópicos nas 

glândulas salivares.12-15        

Grégio et al., em 2006,12 ao estudar o efeito do tratamento crônico da 

associação de benzodiazepínico (Diazepam®) e antidepressivo (Tryptanol®) 
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sobre glândulas parótidas de ratos, observaram hipossalivação e hipertrofia 

das células serosas, o que sugeriu uma possível inibição da atividade das 

células mioepiteliais, decorrente de estimulação nervosa, diminuição no 

número destas células frente ao uso crônico dos psicotrópicos, ou alteração no 

número de células acinares e ductais. 

As células mioepiteliais, localizadas entre a lâmina basal e a membrana 

plasmática de células acinares secretoras e dos ductos intercalados, exercem 

funções contráteis, contribuindo para o esvaziamento da secreção das 

unidades secretoras e dos ductos.16,17 A calponina é uma proteína presente nas 

células mioepiteliais e está envolvida no sistema de regulação da contração do 

músculo liso. 18 As células acinares secretoras e ductais são células epiteliais 

com capacidade proliferativa e de renovação.19-23  

O objetivo deste estudo foi analisar o comportamento das células 

mioepiteliais e das células acinares e ductais das parótidas de ratos tratados 

com fluoxetina e venlafaxina, por meio de imunorreação com a calponina e o 

PCNA.  

Métodos 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Tuiuti do Paraná (CEP-UTP n. 55/2003). 

A amostra foi constituída por glândulas parótidas de ratos machos, tipo 

Rattus norvegicus albinus, Rodentia, mammalia da linhagem Wistar, com peso 

aproximado de 250 g, incluídas em blocos de parafina e provenientes do 

acervo do laboratório de Patologia Experimental da Pontifícia Universidade 

Católica do Paraná (PUCPR). Foram utilizados 90 animais, divididos em nove 
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grupos, cada grupo constituído por 10 animais. Os animais receberam 

diferentes terapêuticas, conforme descrito na Tabela 1.15  

 Cada tissue microarray (TMA) continha 10 amostras de 3 mm de 

diâmetro24,25 de glândulas parótidas de ratos. Foram realizados cortes 

microscópicos com 4 µm de espessura e, em seguida, as lâminas obtidas 

foram submetidas aos testes imunoistoquímicos. 

Para a técnica da imunoistoquímica foram utilizados os anticorpos anti-

calponina e anti-PCNA. Ambos foram diluídos com diluente da Dako 

(DakoCytomation®; Dako North America, Carpinteria, CA, USA). O anticorpo 

secundário utilizado foi EnVision®+Dual Link/Peroxidase (DakoCytomation®) e 

para as revelações das ligações antígeno-anticorpo, utilizou-se o sistema 

substrato-cromógeno DAB (DakoCytomation®). As lâminas foram contra-

coradas com Hematoxilina de Harris. 

Para a marcação das células mioepiteliais, foi utilizado o anticorpo 

monoclonal contra o antígeno calponina (C) (Dako Corporation, Carpinteria, 

CA, USA). As imunorreações com a C utilizaram diluição do anticorpo em 

1:800. Para a marcação das células acinares e ductais em proliferação, foi 

utilizado o anticorpo anti–antígeno nuclear de proliferação celular – PCNA 

(Dako Corporation). O PCNA é um anticorpo monoclonal que possibilita o 

estudo da cinética celular. As imunorreações com o PCNA utilizaram diluições 

do anticorpo em 1:400. 

A leitura das lâminas foi realizada em microscópio óptico Olympus® 

BX50 (Olympus Corporation, Ishikawa, Japão), utilizando objetiva de 40X, por 

um único examinador (T.M.F.M.). A expressão imunoistoquímica da C nas 

células mioepiteliais e do PCNA nas células acinares e ductais foi analisada 
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verificando-se imagens de 24 campos histológicos, equivalentes a toda a área 

do TMA.  

Todos os espécimes estudados exibiram positividade para o anticorpo C, 

sendo considerada positiva a célula que exibiu qualquer expressão para a C no 

epitélio glandular, representada por cor acastanhada, independente da 

intensidade da marcação, ou seja, o suficiente para diferenciação entre as 

células positivas e negativas.  

Foi avaliada a presença ou ausência de marcação para o anticorpo 

PCNA. Considerou-se positiva a célula que exibiu qualquer expressão para o 

PCNA no epitélio glandular, representada por cor acastanhada, independente 

da intensidade da marcação.  

Considerou-se que em cada TMA havia 24 campos histológicos. 

Previamente à contagem do número de células marcadas pelos anticorpos, 

foram verificados quantos campos dentre os 24 eram possíveis de serem 

avaliados. Para isso, foi levada em consideração a integridade e a qualidade do 

tecido, e a presença de artefatos de técnica. Após a avaliação dos 24 campos 

histológicos de todos os TMA, foram obtidos os índices numéricos das células 

marcadas positivamente para a C e para o PCNA.  

Para determinar o valor médio do número de células marcadas pela C e 

pelo PCNA de cada TMA, foi realizado o seguinte cálculo: valor médio de 

células marcadas no TMA foi igual à soma do número de células marcadas em 

cada campo avaliado, dividido pelo número de campos avaliados. Após a 

obtenção do valor médio de cada TMA, os mesmos foram somados e divididos 

por 10 (equivalente ao número total de TMA) e, assim, foi obtido o valor médio 

de células marcadas de cada grupo. 
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Além das variáveis C e PCNA, foram utilizados neste trabalho, os valores 

médios das variáveis fluxo salivar estimulado (FSE) e volume celular (VC), 

obtidos do trabalho de Da Silva et al., 200915 (Tabela 2 e 3). Uma vez que 

ambos os trabalhos estudaram a mesma amostra, foram comparados os 

achados do FSE e do VC com os resultados da marcação imunoistoquímica 

pela C e PCNA. 

Análise Estatística 

Os resultados foram analisados por meio do software SPSS versão 15.0 

para Windows. A normalidade das variáveis e a homogeneidade de variâncias 

foram analisadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e de Levene, 

respectivamente. 

Para os grupos que apresentaram distribuição normal, foi utilizado o 

teste de Anova a 01 critério. Quando Anova a 01 critério acusou diferenças 

entre as médias dos grupos e tratamento, utilizou-se o teste de comparações 

múltiplas de Tukey HSD para as variáveis que apresentaram homogeneidade 

de variâncias entre os grupos. Para as variáveis que não apresentaram 

homogeneidade de variâncias entre os grupos, utilizou-se o teste de Games-

Howell. 

 Todos os testes estatísticos foram realizados com nível de significância 

de 5% (p<0,05). 

Resultados 

 Dos nove grupos avaliados, três (C30, F30, V30) receberam tratamento 

durante 30 dias, enquanto os outros seis grupos (C60, Pilo, FS60, VS60, FP60, 

VP60) foram tratados por 60 dias. As variáveis analisadas foram a expressão 
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do anticorpo anti-calponina (C) e a expressão do anti – PCNA (PCNA), as quais 

foram comparadas às variáveis VC e FSE.15 

Grupos tratados por 30 dias 

A Tabela 2 mostra os valores médios, desvio padrão e valor p das 

variáveis estudadas segundo os grupos tratados por 30 dias (C30, F30 e V30). 

Houve diferença estatística significante entre os grupos tratados por 30 dias 

para as variáveis FSE, VC, PCNA e C (p<0,05). 

Para FSE, houve diferença significante entre C30 e F30 (p=0,0007) e, 

C30 e V30 (p=0,0250). O grupo C30 apresentou o maior valor médio de FSE 

comparado aos grupos F30 e V30. 

Para C, houve diferença significante entre os grupos C30 e F30 

(p=0,0066) e, C30 e V30 (p=0,0086). Os maiores valores médios de C foram 

observados nos grupos F30 e V30, comparado ao C30. 

Para PCNA, houve diferença estatística significante entre os grupos F30 

e V30 (p=0,0006) e, V30 e C30 (p=0,0001), sendo o menor valor médio de 

PCNA no grupo C30 e o maior no grupo V30. 

Os valores médios de VC foram maiores nos grupos F30 e V30 

comparados ao C30 (p<0,05). 

Grupos tratados por 60 dias 

A Tabela 3 mostra os valores das médias, desvio padrão e valor p das 

variáveis estudadas de acordo com os grupos tratados por 60 dias (C60, PILO, 

FS60, VS60, FP60 e VP60). 

Houve diferenças estatísticas significantes entre os grupos tratados por 

60 dias para as variáveis VC, FSE e C (p<0,05). 
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Para FSE, houve diferença significante entre os grupos PILO e VS60 

(p=0,0047), PILO e FP60 (p=0,0451), VS60 e VP60 (p=0,0214). O menor valor 

médio do FSE foi no grupo VS60 e o maior no grupo PILO. 

Houve diferença significante para C entre os grupos PILO e FP60 

(p=0,0009), FS60 e FP60 (p=0,0006), FS60 e C60 (p=0,0258), VS60 e FP60 

(p=0,0000), VP60 e FP60 (p=0,0025), FP60 e C60 (p=0,0156). O maior valor 

médio de C foi no grupo FS60 e o menor foi no grupo FP60. 

Para VC, o grupo PILO obteve o menor valor médio e o grupo VP60, o 

maior valor médio (p<0,05). 

As Figuras 1-4 ilustram fotomicrografias de glândulas parótidas de ratos 

de grupos controles e experimentais. 

Discussão 

A ação anticolinérgica das drogas psicotrópicas ainda não está 

totalmente esclarecida. Várias são as sugestões sobre o papel farmacológico 

dos fármacos que agem no sistema nervoso central atuando sobre as 

glândulas salivares. As tentativas para esclarecer o efeito xerostômico destes 

fármacos possuem grande valor científico, tanto para elucidar o efeito fisio-

farmacológico, como também para acrescentar benefícios aos pacientes 

usuários destes fármacos. 

 O uso crônico de fluoxetina e venlafaxina por 30 dias provocou redução 

do FSE em ratos, aumento do VC e aumento do número de células 

mioepiteliais. A venlafaxina foi ainda responsável pelo aumento da proliferação 

de células acinares e ductais nas glândulas parótidas. 

Quando administrada em associação com a venlafaxina durante 60 dias, 

a pilocarpina foi capaz de restabelecer o FSE normal de ratos. O número de 
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células mioepiteliais manteve-se estável nas glândulas parótidas de ratos 

tratados durante 60 dias com venlafaxina associada a salina e a pilocarpina. 

Quando administrada em associação com a fluoxetina durante 60 dias, a 

pilocarpina não alterou o FSE e provocou uma severa diminuição do número de 

células mioepiteliais de glândulas parótidas de ratos.  

 O tratamento crônico com fluoxetina e venlafaxina durante 30 e 60 dias 

provocou redução do FSE de ratos. Nos grupos tratados por 30 dias, a redução 

do FSE foi mais intensa do que nos grupos tratados por 60 dias. Nestes, 

apesar de existir redução do FSE (FS60 - 0,036 mL/min e VS60 - 0,020 

mL/min) quando comparados ao grupo controle (0,052 mL/min), a utilização 

crônica dos medicamentos não foi responsável por alterações estatísticas 

significativas do FSE. Diante desses resultados, três pontos principais devem 

ser discutidos: os mecanismos de ação da medicação sobre o sistema nervoso 

central, a adaptação fisiológica frente ao uso de psicotrópicos e a alteração de 

sensibilidade dos receptores no uso crônico dos psicofármacos. 

A fluoxetina e a venlafaxina tem ação anticolinérgica de diferentes 

intensidades. A fluoxetina, por ser um inibidor seletivo da recaptação de 

serotonina, provoca maior disponibilidade de serotonina na fenda sináptica 

alterando a ligação da acetilcolina com os receptores muscarínicos (M3) 

presentes nas glândulas salivares e, assim, diminui a quantidade de saliva 

secretada. A venlafaxina é um antidepressivo atípico, atuando ora como 

inibidor da recaptação da serotonina, ora da noradrenalina, ou ainda de 

dopamina.11 Não apresenta afinidade por receptores adrenérgicos α-1, 

receptores muscarínicos M3 ou histamínicos.1 Conseqüentemente, sua ação 

torna-se imprevisível pela pluralidade de mediadores em que pode atuar, 
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variando desde diminuição da quantidade de saliva secretada até alterações na 

composição da saliva.13,21 A medicação antidepressiva parece não impedir a 

produção da saliva, mas interferir na ligação do mediador químico (acetilcolina) 

com o receptor (M3). Desta forma, a saliva seria produzida, mas não 

conseguiria ser excretada.12 O aumento do VC das glândulas parótidas de ratos 

que receberam antidepressivos por 30 dias (grupos F30 e V30) comparados ao 

grupo controle (C30) representa uma hipertrofia de células acinares e ductais e 

reforça esta afirmação. A hipertrofia de células serosas, caracterizada por um 

alargamento das células acinares e acúmulo de grânulos de secreção, já foi 

relatada anteriormente em uso crônico de psicotrópicos.12,26 

O presente estudo comprovou o efeito anticolinérgico da fluoxetina e da 

venlafaxina quando administradas de forma crônica durante 30 dias. Quando o 

tratamento estendeu-se por 60 dias, a redução do FSE não foi significativa 

comparada ao controle. Sabe-se que a utilização prolongada de drogas 

psicotrópicas é responsável por alteração na sensibilidade de receptores.27 Os 

efeitos terapêuticos e colaterais de uma droga diminuem gradualmente quando 

administrada de modo contínuo ou repetidamente, podendo ocasionar 

dessensibilização, resistência ou tolerância à droga. A adaptação fisiológica 

também pode ocorrer, assim é comum observar que muitos efeitos colaterais 

de fármacos tendem a diminuir com o tempo de administração, apesar do uso 

contínuo da droga.27 De tal modo sugere-se que a redução mais branda do 

FSE em ratos tratados durante 60 dias pode ser decorrente dos efeitos de 

tolerância ou de adaptabilidade dos psicotrópicos. 

A ausência de diferença significante no FSE entre os grupos C60, FS60 

e VS60 sugere que houve um restabelecimento do FSE normal dos ratos 30 
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dias após a suspensão da medicação (Tabela 3). No entanto, estes dados 

devem ser analisados com cautela, uma vez que a redução de FSE de mais de 

50% traz conseqüências clínicas deletérias relevantes (C60 – 0,052 mL/min; 

VS60 – 0,020 mL/min). 

A diminuição do FSE em ratos sob tratamento crônico com fluoxetina 

ainda pode ser conseqüência indireta da ação da serotonina nos receptores 

5HT presentes na microcirculação periférica. Pelo fato da fluoxetina aumentar a 

disponibilidade de serotonina, esta pode se ligar aos receptores 5HT alterando 

o fluxo sanguíneo das glândulas salivares e, conseqüentemente, a quantidade 

e a composição do fluxo salivar.28 

No presente estudo, a pilocarpina apresentou efeito secretagogo 

significante, comprovando sua capacidade agonista colinérgica, corroborando 

os achados de Davies & Shorthose.29 A pilocarpina ocasionou um aumento do 

FSE, mostrando-se eficiente no tratamento da hipossalivação provocada pela 

venlafaxina (grupos VS60 e VP60). Por outro lado, quando a pilocarpina foi 

associada a fluoxetina (grupo FP60), não houve aumento do FSE quando 

comparado ao grupo que não recebeu pilocarpina (grupo FS60 – Tabela 3). A 

pilocarpina é um agente parassimpatomimético que age como agonista dos 

receptores muscarínicos de modo não-seletivo, com atividade β-adrenérgica e 

excreção renal.30,31 Desta maneira, a pilocarpina promove estimulação das 

glândulas exócrinas e, conseqüentemente, secreção salivar, sendo eficiente 

nos pacientes sem destruição grave do parênquima glandular.30 

No presente estudo, tanto a fluoxetina como a venlafaxina, quando 

administradas durante 30 dias, provocaram aumento do número de células 

mioepiteliais nas glândulas parótidas de ratos. Estes resultados são contrários 
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às considerações de Grégio et al.,12 que sugeriram uma possível diminuição do 

número de células mioepiteliais para explicar a hipossalivação e a hipertrofia de 

células mucosas observados no tratamento crônico de ratos com 

benzodiazepínico e antidepressivo. Vale especular que, numa atividade 

compensatória do déficit de saliva, o organismo, na tentativa de aumentar a 

atividade das células mioepiteliais para expulsar a saliva retida, induziria um 

aumento do número destas células, para que elas, em sua função de 

contratilidade, auxiliassem a liberação da saliva retida. As células mioepiteliais 

aceleram o fluxo de saída inicial da saliva, promovendo um efeito de ordenha 

de qualquer fluido extracelular adjacente. Os dendritos das células mioepiteliais 

dobram-se ao redor do sistema de ductos e servem para comprimir as células 

acinares e ductais.16,17 

As células parenquimatosas (acinares, mioepiteliais e ductais) possuem 

potencial proliferativo de manutenção e regeneração da população celular 

parenquimatosa adulta em glândulas normais e capacidade proliferativa 

quando submetidas a injúrias físicas, tais como, obstrução ductal.19,32,33 

Na literatura, não há estudos imunoistoquímicos sobre o comportamento 

das células mioepiteliais, acinares e ductais frente à utilização de 

psicofármacos. Há relatos de estudos imunoistoquímicos sobre a capacidade 

proliferativa das células parenquimatosas em atrofia glandular induzida.19,22,23,33 

Uma análise comparativa entre o presente trabalho e os estudos sobre atrofia 

glandular induzida pode ser estabelecida. No modelo animal, em que foi 

provocada a atrofia do ducto principal da glândula parótida, mesmo após a 

atrofia induzida, a glândula continuou a produzir saliva, no entanto, esta saliva 

não era excretada por causa da obstrução mecânica (física) do ducto excretor 
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principal. No modelo animal tratado cronicamente com antidepressivos, 

sugerimos que a saliva continua a ser produzida, mas devido a interferências 

neuroquímicas dos psicotrópicos, ela não é secretada. Em ambos os modelos 

animais submetidos a injúrias (físicas e neuroquímicas), houve aumento 

significativo do número de células mioepiteliais.22,23,33 

Quando o comportamento das células mioepiteliais foi analisado nos 

grupos tratados durante 60 dias, houve uma diminuição severa do número de 

células mioepiteliais no grupo tratado com fluoxetina e pilocarpina (FP60) e 

uma semelhança no número de células mioepiteliais no grupo tratado com 

venlafaxina e pilocarpina (VP60) comparados ao controle (C60 – Tabela 3). Isto 

pode ter sido conseqüência de um sinergismo farmacológico ou de uma 

interação farmacodinâmica entre fluoxetina e pilocarpina, e venlafaxina e 

pilocarpina. É sabido que as diferentes classes de antidepressivos apresentam 

efeitos anticolinérgicos em graus variados34 e que a associação de duas drogas 

pode resultar em sinergismo farmacológico, em que o efeito combinado das 

duas substâncias mostra-se maior que a soma de cada um isoladamente.35 Por 

outro lado, as interações farmacodinâmicas resultam da ação dos fármacos 

envolvidos no mesmo receptor. Um fármaco pode aumentar o efeito do 

agonista por estimular a receptividade de seu receptor celular ou inibir enzimas 

que o inativam no local de ação. A diminuição de efeito pode dever-se à 

competição pelo mesmo receptor, tendo o antagonista maior afinidade.35 

Uma vez que a calponina não é um marcador de proliferação celular, o 

presente estudo determinou o índice numérico das células marcadas 

positivamente para a calponina, a qual identifica especificamente as células 

mioepiteliais no parênquima glandular. Pela metodologia empregada, não foi 
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possível inferir diretamente a proliferação celular, mas é possível sugerir que 

exista alteração na taxa de proliferação de células mioepiteliais nos grupos 

estudados. 

Neste estudo, para os grupos tratados durante 30 dias, a venlafaxina 

(grupo V30) foi capaz de induzir aumento na proliferação de células acinares e 

ductais comparado à salina (grupo controle). Na tentativa de compensar a 

redução significativa do FSE no uso crônico de venlafaxina (V30), é possível 

que ocorressem mitoses para a formação de novos ácinos e ductos (Tabela 2). 

A intensa capacidade proliferativa das células acinares e ductais já foi relatada 

em trabalhos com atrofia glandular induzida por obstrução.19 Além disso, o 

grupo V30 apresentou o mais alto valor médio de VC, diferente do grupo 

controle (C30), sugerindo a presença de hipertrofia celular. Vale ressaltar que 

para cada célula há um tamanho crítico acima do qual o estímulo para 

hipertrofia deixa de provocar reações adaptativas e a célula entra em mitose 

para compensar o excesso de citoplasma.36 Acreditamos que a intensa 

capacidade proliferativa das células acinares e ductais e a presença de 

hipertrofia celular tenham contribuído para o aumento do número médio de 

células marcadas pelo PCNA no grupo V30. 

Para os grupos tratados durante 60 dias, não houve diferença 

significante para o PCNA. De uma maneira geral, os antidepressivos não 

ocasionaram agressões significativas em células acinares e ductais. Acredita-

se que o potencial proliferativo observado nestas células faz parte da 

manutenção e regeneração da população celular parenquimatosa adulta.  

Os modelos experimentais em ratos apresentam algumas limitações; no 

entanto, a simulação de doenças e/ou terapêutica em modelos animais é de 
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grande importância para se tentar estabelecer o prognóstico das doenças e 

analisar os efeitos colaterais de fármacos. 

Conclusão 

A utilização crônica da fluoxetina e da venlafaxina durante 30 dias 

mostrou-se capaz de induzir aumento do número de células mioepiteliais em 

glândulas parótidas de ratos. A venlafaxina administrada durante 30 dias 

provocou aumento da proliferação de células acinares e ductais. A venlafaxina, 

a fluoxetina e a pilocarpina não provocaram alterações na proliferação de 

células acinares e ductais quando administradas por 60 dias. 
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Tabela 1 - Divisão dos grupos controles e experimentais de acordo com a 

medicação, período de tratamento, dose e via de administração. 

 

Grupos N Fármaco Período de tratamento Dose Via de Administração 

1- C30 

2- C60 

3- PILO 

4- F30 

5- V30 

6- FS60 

 

7- VS60 

  

8- FP60 

 

9- VP60 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

 

10 

 

10 

 

10 

Salina 

Salina 

Pilocarpina1 

Fluoxetina2 

Venlafaxina3 

Fluoxetina 

Salina 

Venlafaxina 

Salina                       

Fluoxetina 

Fluoxetina + Pilocarpina 

Venlafaxina 

Venlafaxina + Pilocarpina 

1-30 dias 

1-60 dias 

1-60 dias 

1-30 dias 

1-30 dias 

1-30 dias 

31-60 dias 

1-30 dias 

31-60 dias 

1-30 dias 

31-60 dias 

1-30 dias 

31-60 dias 

0,1 mL 

0,1 mL 

0,05 mL 

20 mg/kg 

40 mg/kg 

20 mg/kg 

0,1 mL 

40 mg/kg 

0,1 mL 

20 mg/kg 

20 mg/kg  e 0,05 mL 

40 mg/kg 

40 mg/kg e 0,05 mL 

Intraperitoneal 

Intraperitoneal 

Tópica 

Intramuscular 

Intramuscular 

Intramuscular 

Intraperitoneal 

Intramuscular 

Intraperitoneal 

Intramuscular 

Intramuscular e Tópica 

Intramuscular 

Intramuscular e Tópica 

 

N: tamanho da amostra 

1: Gel em ora base preparado com 1% de hidrocloridrato de pilocarpina 

(Gerbras Química e Farmacêutica Ltda., São Paulo, Brasil) 

2: Solução injetável de Fluoxetina (lote 20040625, Galena Química e 

Farmacêutica Ltda., Campinas, Brasil) 

3: Solução injetável de Venlafaxina (lote D/VN/002/02, Galena Química e 

Farmacêutica Ltda., Campinas, Brasil) 
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Tabela 2 – Valores médios, desvio padrão e valor p das variáveis estudadas 

segundo os grupos tratados por 30 dias com salina (C30), fluoxetina (F30) e 

venlafaxina (V30). 

 

Grupos C30 F30 V30  

 X DP X DP X DP Valor p

FSE (mL/min)δ 0,051 ± 0,026 a,b 0,014 ± 0,006 a 0,026 ± 0,022 b 0,001* 

VC (mm3)δ 6965,683 ± 3792,951ab 10384,311 ± 4869,539a 11945,927 ± 7891,179b 0,000* 

PCNA 55,8 ± 14,382 a 59,4 ± 16,900 b 89,5 ± 16,400 a,b 0,000* 

C 13,9 ± 2,644 a,b 20 ± 4,216 a 19,8 ± 5,007 b 0,003* 

 

δ: Valores obtidos do trabalho de Da Silva et al (2009)15 

FSE (mL/min): Fluxo salivar estimulado em mililitros por minuto 

VC (mm3): Volume celular em milímetros cúbicos 

PCNA: Anticorpo anti–antígeno nuclear de proliferação celular  

C: Anticorpo contra antígeno calponina  

X: média 

DP: desvio padrão 

p: valor p de ANOVA 

Letras iguais representam diferença estatística significante entre grupos. 

* diferença estatística (p<0,05) 
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Tabela 3 – Valores médios, desvio padrão e valor p das variáveis estudadas 

segundo os grupos tratados com pilocarpina (PILO), salina (C60), fluoxetina e 

salina (FS60), venlafaxina e salina (VS60), fluoxetina associada a pilocarpina 

(FP60) e venlafaxina associada a pilocarpina (VP60).  
        

Grupos C60 PILO FS60 VS60 FP60 VP60  

 X DP X DP X DP X DP X DP X DP Valor p 

FSE(mL/min) δ 0,052 ± 0,029 0,067 ± 0,028 a,b 0,036 ± 0,017 0,020 ± 0,004 a,c 0,034 ± 0,014 b 0,055 ± 0,026 c 0,000* 

VC (mm3) δ 6505,564± 

3343,475d 
5825,418 ± 

1968,070ab 

6809,347 ± 

3189,246e 

7525,112 ± 

3196,085ac 

7519,797 ± 

4272,808f 

10194,315 ± 

4456,345bcdef 

0,000* 

PCNA 50 ± 17,531 46,8 ± 13,506 36,7 ± 16,687 52,5 ± 18,710 52 ± 17,153 43,6 ± 18,007 0,296ns 

C 13,6 ± 4,789 c,f 22,1 ± 7,385 a 24,2 ± 7,955 b,c 19,7 ± 4,322 d 7 ± 1,563 a,b,d,e,f 18,2 ± 6,250 e 0,000* 

 

δ: Valores obtidos do trabalho de Da Silva et al (2009)15 

FSE (mL/min.): Fluxo salivar estimulado em mililitros por minuto 

VC: Volume celular em milímetros cúbicos 

PCNA: Anticorpo anti–antígeno nuclear de proliferação celular  

C: Anticorpo contra antígeno calponina  

X: média 

DP: desvio padrão 

p: valor p de ANOVA 

Letras iguais representam diferença estatística significante entre grupos. 

* diferença estatística (p<0,05) 

ns - não significante 
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Legenda das figuras 
 
Figura 1: Parênquima de glândula parótida de rato exibindo núcleos de células 

acinares marcados com o anticorpo anti-antígeno nuclear de proliferação 

celular (PCNA). (Grupo FP60; aumento original 400 X) 

Figura 2: Parênquima de glândula parótida de rato mostrando desorganização 

e núcleos de células acinares marcados com anticorpo anti-antígeno nuclear de 

proliferação celular (PCNA). (Grupo VP60; aumento original 400 X) 

Figura 3: Parênquima normal de glândula parótida de rato exibindo células 

mioepiteliais marcadas pelo anticorpo contra o antígeno calponina ao redor dos 

ácinos. (Grupo C30, aumento original 400 X) 

Figura 4: Parênquima de glândula parótida de rato mostrando positividade de 

células mioepiteliais para o anticorpo contra o antígeno calponina, dispostas na 

periferia dos ácinos. (Grupo V30, aumento original 400 X) 
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Abstract 

Objectives: To evaluate the effects of antidepressants and pilocarpine on the 

behavior of myoepithelial, acinar and ductal cells on rat parotid glands.  

Study design: Ninety male Wistar rats were allocated to nine groups. Control 

groups received saline during 30 (C30) and 60 days (C60), and pilocarpine 

(PILO) during 60 days. Experimental groups were dealt with fluoxetine (F30) 

and venlafaxine (V30) during 30 days; fluoxetine (FS60) and venlafaxine (VS60) 

associated with saline during 60 days; and fluoxetine (FP60) and venlafaxine 

(VP60) associated with pilocarpine during 60 days. Parotid glands specimens 

were processed. The immunohistochemical expression of calponin and PCNA 

on myoepithelial and parenchymal cells, respectively, was evaluated. ANOVA, 

Tukey HSD and Games-Howell tests were applied to detect differences among 

the groups (p<0.05).  

Results: Antidepressants chronic use during 30 days induced an increase in the 

number of positive staining cells for calponin compared with controls (p<0.05). 

Venlafaxine used during 30 days (V30) induced an increase in the number of 

positive staining cells for PCNA. Fluoxetine and pilocarpine (FP60) induced a 

significant decrease in the number of positive staining cells for calponin 

compared with all groups (p<0.05).  

Conclusions: Chronic use of venlafaxine and fluoxetine during 30 days induced 

an increase in the number of positive staining cells for calponin. Venlafaxine, 

fluoxetine and pilocarpine did not induce changes in the proliferation of acinar 

and ductal cells in rat parotid glands treated during 60 days.  

Key Words 

Antidepressants; immunohistochemistry; parotid salivary glands 
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Introduction 

The current generation of antidepressants is composed by drugs which 

act in only one neurotransmitter, such as the serotonin (fluoxetine) or the 

noradrenaline (reboxetine) selective reuptake inhibitors, or they act in multiple 

neurotransmitters (venlafaxine), without targeting other cerebral receptors not 

related with depression, such as histamine and acetylcoline.1-3 Venlafaxine is a 

serotonin and noradrenalin selective reuptake inhibitor, and it exerts a weak 

activity as a dopamine selective reuptake inhibitor, which is of clinical 

significance only in high doses.1,4,5 The current antidepressants differ from the 

classic tricyclic antidepressants and from the monoaminoxydase inhibitors, 

irreversible due to pharmacological selectivity, modifying and lessening side 

effects.6 

In a Cochrane systematic review (1966-2004), the adverse effects of 

fluoxetine (dry mouth sensation, dizziness and sudoresis) were compared with 

the adverse effects of the most recent antidepressants (venlafaxine, reboxetine, 

phenelzine, nefazodone) and they have shown to be less pronounced than in 

the latters.7 

Hyposalivation, xerostomia and alterations in the saliva composition are 

important side effects related to the use of psychotropic medication, including 

the antidepressants.8-14 The mechanism in which these side effects take place 

has still not been completely clarified; however, histomorphometric and 

gravimetric studies have been contributing to a better understanding of the 

cytotoxic effects of psychotropic drugs on the salivary glands.12-15   

 Grégio et al. 2006,12 when studying the effects of the chronic use of the 

association of a benzodiazepinic (Diazepam®) and an antidepressant 
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(Tryptanol®) on parotid glands of rats, could observe hyposalivation and 

hypertrophy of serous cells, which suggested a possible inhibition of the activity 

of the myoepithelial cells, originating from nervous stimulation, a decrease in 

the number of such cells with the chronic use of psychotropic drugs, or an 

alteration in the number of acinar and ductal cells.12 

The myoepithelial cells, located between the basal lamina and the 

plasmatic membrane in acinar cells and intercalated ducts, are non-muscular 

cells that exert contractile functions, contributing to empty the secretion from the 

secretory units and from the ducts.16,17 Calponin is a protein located in 

myoepithelial cells that is involved in the regulatory system of smooth muscles 

contraction.18 Acinar and ductal cells are epithelial cells with proliferative 

potential for maintenance and regeneration.19-23 

The aim of this study was to evaluate the behavior of myoepithelial, 

acinar and ductal cells of parotid glands of rats treated with fluoxetine and 

venlafaxine, through immunoreactions with calponin and anti-proliferating cell 

nuclear anti-antigen.  

Methods 

This study was approved by the Research Ethics Committee at 

Universidade Tuiuti do Paraná (CEP-UTP n. 55/2003). 

The sample was composed of parotid glands from male Wistar rats, 

Rattus norvegicus albinus, Rodentia, mammalian, with an approximate weight 

of 250 g, included in paraffin blocks from Laboratório de Patologia 

Experimental, Pontifícia Universidade Católica do Paraná. Ninety animals were 

allocated to nine groups, each group composed of 10 animals. The animals 

received different treatments, as described on Table 1.15 
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Each tissue microarray (TMA) contained 10 samples which ones have 3 

mm of diameter24,25 of parotid glands.  

The slides were manufactured with 4 µm thickness cuts, and thereafter 

underwent the immunohistochemistry process.  

For immunohistochemical, anti-calponin and anti-proliferating cell nuclear 

anti-antigen were used. Both antibodies were diluted (DakoCytomation®; Dako 

North America, Carpinteria, CA, USA). The secondary antibody was 

EnVision®+Dual Link/Peroxydase (DakoCytomation®; Dako North America, 

Carpinteria, CA, USA) and to reveal the antigen-antibodies reactions, DAB 

substrate-chromogen system (DakoCytomation®; Dako North America, 

Carpinteria, CA, USA) was used. The slides were counter-stained with Harris 

hematoxylin. 

For myoepithelial cell staining, the monoclonal antibody anti-calponin (C) 

(Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA) was used. The immunoreactions with 

C used antibody dilution in 1:800. For acinar and ductal cells in proliferation 

staining, the anti-proliferating cell nuclear anti-antigen – PCNA was used 

(Dako®). PCNA is a monoclonal antibody that allows the study of cell kinetic. 

The immunoreactions with PCNA used antibody dilution in 1:400. 

The reading of the slides was carried out in a Olympus® BX50 optical 

microscope (Olympus Corporation, Ishikawa, Japan), using 40X objective, by 

only one examiner (T.M.F.M.). The immunohistochemical expression of C in 

myoepithelial cells and of PCNA in acinar and ductal cells was analyzed by 

means of interpreting images from 24 histological fields, equivalent to the entire 

TMA area.  
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All the specimens showed positive staining cells for antibody C, 

considering positive the cell that exhibited any expression for C in the glandular 

epithelium, represented by a brownish staining, independently from the intensity 

of the staining, and enough to differentiate between positive and negative cells.  

The presence or absence of PCNA antibody staining was evaluated. 

Cells which exhibited any expression for PCNA in the glandular epithelium were 

considered positive, represented by a brownish staining, regardless of staining 

intensity.  

It was considered that in each TMA there were 24 histological fields. 

Previous to counting the number of staining cells for the antibodies, it was 

verified how many fields out of 24 could be evaluated. Therefore, the integrity 

and quality of the tissue, and the presence of technical artifacts were taken in 

consideration. After evaluating the 24 histological fields of all TMA, the numeric 

indexes for the positive staining cells for C and for PCNA were obtained.  

To determine the average value of staining cells for C and PCNA from 

each TMA, the following calculation was made: the average value of staining 

cells in a TMA was represented by the sum of the number of staining cells for 

the antibody in each evaluated field, divided by the number of evaluated fields. 

After obtaining the average value for each TMA, they were added and divided 

by 10 (equivalent to the total amount of TMA) and thus, the average value of 

staining cells for each group was obtained. 

Besides the C and PCNA variables, this study also used the average 

values for stimulated salivary flow rate (SSFR) and cellular volume (CV), 

obtained from the study by Da Silva et al. (2009).15 Because both investigations 
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studied the same sample, the SSFR and CV findings were compared with 

immunohistochemical staining results from C and PCNA. 

Statistical Analysis 

The data were analysed using SPSS software version 15.0 for Windows. 

Normality analysis was performed using the Kolmogorov-Smirnov test, and the 

Levene test was used to analyse variance homogeneity. 

For the groups presenting a normal distribution, the Anova test at 01 

criterion was performed. When the Anova at 01 criterion showed difference 

among the average numbers of the groups and treatment, the Tukey HSD 

multiple comparison test was used for the variables which presented variance 

homogeneity among the groups. For the variables which did not present 

variance homogeneity, the Games-Howell test was used. 

 The level of significance for all the statistical tests was set at 5 % 

(p<0.05). 

Results 

 Three out of nine groups evaluated (C30, F30, V30) were treated during 

30 days, whereas the other six groups (C60, PILO, FS60, VS60, FP60, VP60) 

were treated for 60 days. The studied variables were anti-calponin (C) and anti-

proliferating cell nuclear anti-antigen (PCNA) expression, which were compared 

with the CV and SSFR variables.15 

Groups treated for 30 days 

Table 2 shows average values, standard deviation and the p value for the 

studied variables according to the groups treated for 30 days (C30, F30 and 

V30). There were significant differences among the groups treated for 30 days 

for the SSFR, CV, PCNA and C variables (p<0.05). 
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For SSFR, there was statistical significant difference between groups 

C30 and F30 (p=0.0007), and C30 and V30 (p=0.0250). C30 showed the 

highest SSFR mean value when compared with F30 and V30. 

For C, there was significant difference between groups C30 and F30 

(p=0.0066), and C30 and V30 (p=0.0086). The highest average values for C 

could be observed in F30 and V30 compared with C30. 

For PCNA, there was statistical significant difference between F30 and 

V30 (p=0.0006), and V30 and C30 (p=0.0001). The lowest average value for 

PCNA was found in group C30 and the highest in group V30. 

The highest average values for CV where observed in groups F30 and 

V30 compared with C30 (p<0.05). 

Groups treated for 60 days 

Table 3 shows the average values, standard deviation and p value for the 

studied variables according to the groups treated for 60 days (C60, PILO, FS60, 

VS60, FP60 and VP60). 

There were statistical significant differences among the groups treated 

for 60 days for the CV, SSFR and C (p<0.05) variables. 

For SSFR, there were significant differences between PILO and VS60 

(p=0.0047), PILO and FP60 (p=0.0451), VS60 and VP60 (p=0.0214). The 

lowest SSFR average value was found in VS60 and the highest in PILO. 

There were significant differences for C between groups PILO and FP60 

(p=0.0009), FS60 and FP60 (p=0.0006), FS60 and C60 (p=0.0258), VS60 and 

FP60 (p=0.0000), VP60 and FP60 (p=0.0025), FP60 and C60 (p=0.0156). The 

highest average value for C was found in group FS60 and the lowest in group 

FP60. 
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For CV, group PILO showed the lowest average value and group VP60 

the highest (p<0.05). 

Figures 1-4 illustrate photomicrographs from rats parotid glands in 

experimental and control groups. 

Discussion 

The anticholinergic action of psychotropic drugs still has not been 

completely clarified. There are many suggestions about the pharmacological 

role of drugs which act on the central nervous system, having effects upon the 

salivary glands. The attempts to clarify the xerostomic effects of such drugs are 

of great scientific value, both to explain the physio-pharmacological effect and 

to bring additional benefits to patients using these drugs. 

 Chronic use of fluoxetine and venlafaxine during 30 days was associated 

with a decrease in SSFR, an increase in CV and an increase in the number of 

myoepithelial cells in rats. Venlafaxine was associated with an increase in 

acinar and ductal cell proliferation in the parotid glands. 

When used with venlafaxine during 60 days, pilocarpine could reestablish 

a normal SSFR in rats. The number of myoepithelial cells remained stable in the 

parotid glands of rats treated during 60 days with venlafaxine associated either 

with salina or pilocarpine. When used in association with fluoxetine during 60 

days, pilocarpine has not shown to induce changes in SSFR and was 

associated with a severe decrease in the number of myoepithelial cells of rats 

parotid glands.  

 Chronic treatment with fluoxetine and venlafaxine during 30 and 60 days 

was associated with a decrease in SSFR in rats. In the groups treated for 30 

days, SSFR decrease was more intense than in the groups treated for 60 days. 
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In the latters, in spite of the SSFR decrease (FS60 – 0.036 mL/min and VS60 – 

0.020 mL/min) when compared with the control group (0.052 mL/min), chronic 

use of medication was not associated with significant alterations of SSFR. 

Considering these results, three main points must be discussed: mechanisms of 

action of the medication on the central nervous system, physiological adaptation 

to the use of psychotropic medication and alteration in receptor sensitivity due 

to chronic use of medication. 

Fluoxetine and venlafaxine have anticholinergic effects of different 

intensities. Because fluoxetine is a serotonin selective reuptake inhibitor, it may 

cause higher serotonin availability in the synaptic gap, altering the bond of 

acetylcholine to the muscarinic receptors (M3) present in the salivary glands. 

Thus, it may decrease the quantity of salivary secretion. Venlafaxine is an 

atypical antidepressant, acting as a selective reuptake inhibitor for serotonin, 

noradrenaline as well as dopamine.11 It does not show affinity to α-1 adrenergic 

receptors, M3 muscarinic or histaminic receptors.1 Consequently, its action 

becomes unpredictable due to the plurality of mediators in which it may act, 

ranging from a decrease in salivary secretion to alterations in salivary 

composition.13,21 Antidepressant medication does not seem to block saliva 

production, but to interfere in the bond of the chemical mediator (acetylcholine) 

with the receptor (M3). Thus, saliva would be produced, but it would not be 

excreted.12 The increase in CV values in parotid glands of rats which received 

antidepressants for 30 days (groups F30 and V30) compared with the control 

group (C30) seems to represent acinar and ductal cell hypertrophy and 

reinforces that statement. Serous cell hypertrophy, characterized by widened 
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acinar cells and secretory granule accumulation, has been previously reported 

in chronic use of psychotropic drugs.12,26 

This study has shown the anticholinergic effect of fluoxetine and 

venlafaxine when used chronically during 30 days. With a 60-day treatment, 

SSFR reduction was not significant when compared with the control group. It is 

known that a prolonged use of psychotropics causes alteration in receptors 

sensitivity.24 The therapeutic and side effects decrease gradually when used 

continuously or repeatedly, which may cause desensitization, resistance or 

tolerance to the drug. Physiological adaptation may also occur; therefore, it is 

common to observe that many side effects from drugs tend to diminish with time 

of use, in spite of the continuous use of the drug.27 It is thus suggested that the 

least pronounced SSFR decrease in rats treated during 60 days may be 

consequence from tolerance or adaptability to psychotropic drugs. 

The absence of significant difference of SSFR mean values among 

groups C60, FS60 and VS60 suggests that the normal SSFR of rats was 

reestablished 30 days after suspending the medication (Table 3). However, this 

data must be carefully analyzed since SSFR decrease higher than 50% brings 

relevant prejudicial consequences (C60 – 0.052 mL/min; VS60 – 0.020 

mL/min). 

SSFR reduction in rats undergoing chronic treatment with fluoxetine may 

still be an indirect consequence of serotonin action in the 5HT receptors present 

in peripheral microcirculation. Due to the fact that fluoxetine increases serotonin 

availability, the latter may bind to 5HT receptors, altering the blood flow in the 

salivary glands, and consequently the quantity and composition of the salivary 

flow.28 
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In this study, pilocarpine exerted a significant secretagogue effect, 

showing its cholinergic agonist capacity, and corroborating the findings by 

Davies & Shorthose, 2007.29 Pilocarpine was associated with an increase in 

SSFR, being efficient in the treatment of hyposalivation caused by venlafaxine 

(groups VS60 and VP60). Conversely, when pilocarpine was used in 

association with fluoxetine (group FP60), there was no SSFR increase when 

compared with the group which did not receive pilocarpine (group FS60 – Table 

3). Pilocarpine is a parasympathomimetic agent which acts as an agonist to the 

muscarinic receptors in a non-selective manner, with β-adrenergic activity and 

renal excretion.30,31 Thus it promotes stimulation of the exocrine glands, and 

consequently, salivary secretion, being efficient for patients without extensive 

glandular parenchyma destruction.30 

In the present study, both fluoxetine and venlafaxine, when used during 

30 days, were associated with myoepithelial cell increase in parotid glands of 

rats. These results contradict the suggestions by Grégio et al. (2006),12 who 

suggested a possible decrease in the number of myoepithelial cells in order to 

explain the hyposalivation and serous cell hypertrophy observed in the chronic 

treatment of rats with benzodiazepinic and antidepressant.12 It is worth 

speculating that, in a compensatory activity to the saliva deficit, the organism, in 

an attempt to increase myoepithelial cell activity to secrete the retained saliva, 

would induce an increase in the number of these cells, aiming that they, in their 

contractility function, would assist releasing the retained saliva. The 

myoepithelial cells accelerate the initial saliva emptying flow, promoting draining 

of any adjacent extracellular fluid. The dendrites of myoepithelial cells fold 
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around the duct system; their function is to compress the acinar and ductal 

cells.16,17 

The parenchymatous cells (acinar, myoepithelial and ductal) show a 

proliferative potential for maintenance and regeneration of the adult 

parenchymatous cell population in normal glands, and a proliferative capacity 

when submitted to physical injury, such as ductal obstruction.19,20,32,33  

There are no immunohistochemical studies about the behavior of 

myoepithelial, acinar and ductal cells regarding the use of psychotropics. There 

have been immunohistochemical studies on the proliferative capacity of 

parenchymatous cells in induced glandular atrophy.19,22,23,33 A comparative 

analysis between this study and the studies about induced glandular atrophy 

may be established. In the animal model in which the atrophy of the parotid 

gland main duct was caused, even after induced atrophy, the gland continued 

producing saliva. This saliva, however, was not excreted due to a physical 

obstruction in the main excretory duct. In the animal model treated chronically 

with antidepressants, we suggest that the saliva continues being produced, but 

due to neurochemical interferences from the psychotropic drugs, it is not 

secreted. In both animal models submitted to injuries (physical and 

neurochemical), there was a significant increase in the number of myoepithelial 

cells.22,23,33 

When the behavior of myoepithelial cells was analyzed for groups treated 

for 60 days, there was an intense decrease in the number myoepithelial cells in 

the group treated with fluoxetine and pilocarpine (FP60) and a similarity in the 

number of myoepithelial cells in the groups treated with venlafaxine and 

pilocarpine (VP60) compared with the control group (C60 – Table 3). This may 
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have been a consequence of a pharmacological synergism or of a 

pharmacodynamic interaction between fluoxetine and pilocarpine, and 

venlafaxine and pilocarpine. It is known that the different antidepressants 

classes have anticholinergic effects in various degrees34 and that the 

association of two drugs may result in pharmacological synergism, in which the 

combined effects of the two substances are more pronounced than the two 

added separately.35 Conversely, pharmacodynamic interaction results from the 

action of drugs in the same receptor. A drug may increase the effect of the 

agonist by stimulating the receptivity of its cellular receptor or by inhibiting 

enzymes that may inactivate it in the place of the effect. A decrease in the effect 

may be due to the competition for the same receptor, where the antagonist 

possesses a higher affinity.35  

Once calponin is not a cellular proliferation marker, this study determined 

the numeric index of positive staining cells for calponin, which specifically 

identifies the myoepithelial cells in the glandular parenchyma. Due to the 

methodology which was employed, it was not possible to directly infer the cell 

proliferation, but it is possible to suggest that there is an alteration in the 

myoepithelial cellular proliferation rate among the studied groups.  

In this study, for the groups treated for 30 days, venlafaxine (group V30) 

seemed to induce an increase in acinar and ductal cell proliferation compared 

with saline (control group). In an attempt to compensate the significant SSFR 

reduction in the chronic use of venlafaxine (V30), it is possible that mitoses 

occurred in order to create new acini and ducts (Table 2). The intense 

proliferative capacity of acinar and ductal cells has already been reported in 

studies about glandular atrophy induced by obstruction.19 Moreover, group V30 
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showed the highest CV mean value, different from the control group (C30), 

suggesting the presence of cellular hypertrophy. It is worth emphasizing that 

there is a critical size for each cell, above which the stimulus for hypertrophy 

does not cause adaptative reactions and the cell goes through mitosis to 

compensate the excessive cytoplasm.36 We believe that the proliferative 

capacity of the acinar and ductal cells and the presence of cellular hypertrophy 

contributed to the increase in the mean value of positive staining cells for PCNA 

in group V30. 

For the groups that were treated during 60 days, there was not any 

significant difference for PCNA. Generally, antidepressants chronic use has not 

been associated with significant aggressions to acinar and ductal cells. We 

believe that the proliferative potential observed in these cells assists 

maintaining and regenerating the adult parenchymous cellular population.  

The experimental models in rats show some limitations; however, 

disease and/or therapeutic simulation in animal models is of great importance in 

trying to translate disease prognoses and analyze side effects of drugs. 

Conclusion 

Chronic use of fluoxetine and venlafaxine during 30 days was associated 

with an increase in the number of positive staining cells for calponin in parotid 

glands of rats. Venlafaxine, when used during 30 days, was associated with an 

increase in the proliferation of acinar and ductal cells. Venlafaxine, fluoxetine 

and pilocarpine have not induced changes in the proliferation of acinar and 

ductal cells in rats parotids glands treated during 60 days. 
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Table 1 – Control and experimental groups according to drugs used. 
 

Groups N Drugs Period of treatment Dose Administration 

1- C30 

2- C60 

3- PILO 

4- F30 

5- V30 

6- FS60 

 

7- VS60 

  

8- FP60 

 

9- VP60 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

 

10 

 

10 

 

10 

Saline 

Saline 

Pilocarpine1 

Fluoxetine2 

Venlafaxine3 

Fluoxetine 

Saline 

Venlafaxine 

Saline                      

Fluoxetine 

Fluoxetine + Pilocarpine 

Venlafaxine 

Venlafaxine + Pilocarpine 

1-30 days 

1-60 days 

1-60 days 

1-30 days 

1-30 days 

1-30 days 

31-60 days 

1-30 days 

31-60 days 

1-30 days 

31-60 days 

1-30 days 

31-60 days 

0.1 mL 

0.1 mL 

0.05 mL 

20 mg/kg 

40 mg/kg 

20 mg/kg 

0.1 mL 

40 mg/kg 

0.1 mL 

20 mg/kg 

20 mg/kg  e 0.05 mL 

40 mg/kg 

40 mg/kg e 0.05 mL 

Intraperitoneal 

Intraperitoneal 

Topic 

Intramuscular 

Intramuscular 

Intramuscular 

Intraperitoneal 

Intramuscular 

Intraperitoneal 

Intramuscular 

Intramuscular e Topic 

Intramuscular 

Intramuscular e Topic 

 

N: Sample size 

1: Gel base prepared with 1% pilocarpine hidrocloridrate (Gerbras Química e 

Farmacêutica Ltda., São Paulo, Brasil) 

2: Injectable Fluoxetine (20040625, Galena Química e Farmacêutica Ltda., 

Campinas, Brasil) 

3: Injectable Venlafaxine (D/VN/002/02, Galena Química e Farmacêutica Ltda., 

Campinas, Brasil) 
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Table 2 – Mean values and standard deviations of the studied variables in 

groups treated during 30 days with saline (C30), fluoxetine (F30) e venlafaxine 

(V30). 

 

Groups C30 F30 V30  

 X SD X SD X SD p value

SSFR 

(mL/min)δ 

0.051 ± 0.026 a,b 0.014 ± 0.006 a 0.026 ± 0.022 b 0.001* 

CV (mm3)δ 6965.683 ± 3792.951a,b 10384.311 ± 4869.539a 11945.927 ± 7891.179b 0.000* 

PCNA 55.8 ± 14.382 a 59.4 ± 16.900 b 89.5 ± 16.400 a,b 0.000* 

C 13.9 ± 2.644 a,b 20 ± 4.216 a 19.8 ± 5.007 b 0.003* 

 

δ: Values obtained from the study by Da Silva et al (2009)15 

SSFR (mL/min.): Stimulated salivary flow rate, milliliters per minute 

CV (mm3): Cellular volume, cubic milimeters 

PCNA: anti-proliferating cell nuclear antigen 

C: anti - calponin 

X: mean 

SD: standard deviation 

p: value p ANOVA 

Groups followed by the same letter differed from one another 

* Statistically significant difference among groups (p<0.05) 

 

 



 

 

 

57

Table 3 – Mean values and standard deviations of the studied variables in 

groups treated during 30 days with pilocarpine (PILO), saline (C60), fluoxetine e 

saline (FS60), venlafaxine and saline (VS60), fluoxetine and pilocarpine (FP60) 

e venlafaxine and pilocarpine (VP60).  
        

Grupos C60 PILO FS60 VS60 FP60 VP60  

 X SD X SD X SD X SD X SD X SD p value 

 SSFR  

(mL/min) δ 

0.052 ± 0.029 0.067 ± 0.028 a,b 0.036 ± 0.017 0.020 ± 0.004 a,c 0.034 ± 0.014 b 0.055 ± 0.026 c 0.000* 

CV (mm3) δ 6505.564± 

3343.475d 
5825.418 ± 

1968.070ab 

6809.347 ± 

3189.246e 

7525.112 ± 

3196.085a,c 

7519.797 ± 

4272.808f 

10194.315 ± 

4456.345b,c,d,e,f 

0.000* 

PCNA 50 ± 17.531 46.8 ± 13.506 36.7 ± 16.687 52.5 ± 18.710 52 ± 17.153 43.6 ± 18.007 0.296ns 

C 13.6 ± 4.789 c,f 22.1 ± 7.385 a 24.2 ± 7.955 b,c 19.7 ± 4.322 d 7 ± 1.563 a,b,d,e,f 18.2 ± 6.250 e 0,000* 

 

 

δ: Values obtained from the study by Da Silva et al (2009)15 

SSFR (mL/min.): Stimulated salivary flow rate, milliliters per minute 

CV (mm3): Cellular volume, cubic milimeters 

PCNA: anti-proliferating cell nuclear antigen 

C: anti - calponin 

X: mean 

SD: standard deviation 

p: value p ANOVA 

Groups followed by the same letter differed from one another 

* Statistically significant difference among groups (p<0.05) 
ns – No statistically significant difference among groups (p>0.05) 
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FIGURES 

 

Figure 1 

 

 

Figure 2 
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Figure 3 

 

 

 
Figure 4 
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Legends to illustrations  
 
Figure 1: Parenchyma of rat parotid gland showing positive-staining cells for 

anti-proliferating cell nuclear anti-antigen (PCNA). (Group FP60; original 

magnification 400 X) 

Figure 2: Parenchyma of rat parotid gland showing disorganization and positive-

staining cells for anti-proliferating cell nuclear anti-antigen (PCNA). (Group 

VP60; original magnification 400 X) 

Figure 3: Normal parenchyma of rat parotid gland showing positive-staining 

cells for anti-calponin around the acini. (Group C30, original magnification 400 

X) 

Figure 4: Parenchyma of rat parotid gland showing positive-staining cells for 

anti-calponin, arranged on the periphery of the acini. (Group V30, original 

magnification 400 X) 
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Resumo 

Objetivos: Avaliar o comportamento das células acinares, ductais e 

mioepiteliais de glândulas parótidas de ratos sob tratamento com 

benzodiazepínicos (BZDs) e pilocarpina. 

Métodos: Noventa ratos machos Wistar foram distribuídos em nove grupos. Os 

grupos controle receberam solução salina durante 30 (C30) e 60 dias (C60) e 

pilocarpina (PILO) durante 60 dias. Os grupos experimentais receberam 

lorazepam (L30) e midazolam (D30), durante 30 dias; lorazepam (LS60) e 

midazolam (DS60) associados a salina durante 60 dias, e lorazepam (LP60) e 

midazolam (DP60) associados com pilocarpina durante 60 dias. A expressão 

imunoistoquímica da calponina foi avaliada nas células mioepiteliais e do 

PCNA, nas células acinares e ductais. ANOVA, Tukey HSD e Games-Howell 

foram aplicados para detectar diferenças entre os grupos (p<0,05).  

Resultados: Os grupos tratados com lorazepam mostraram um aumento no 

número de células marcadas pela calponina comparados com controles 

(p<0,05). Grupo tratado com midazolam e pilocarpina (MP60) induziu aumento 

na proliferação de células acinares e ductais e diminuição nas células 

marcadas pela calponina comparado ao grupo tratado com midazolam e salina 

(MS60).  

Conclusão: As células mioepiteliais mostraram-se mais sensíveis aos efeitos 

dos BZDs do que as células acinares e ductais nas parótidas de ratos.  

Palavras Chave: Benzodiazepínicos, Imunoistoquímica, Glândulas salivares 

parótidas 
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Abstract 

Objectives: To evaluate the effects of benzodiazepines (BZDs) and pilocarpine 

on rat parotid glands and on the behavior of acinar, ductal and myoepithelial 

cells. 

Methods: Ninety male Wistar rats were allocated to nine groups. Control groups 

received saline during 30 (C30) and 60 days (C60), and pilocarpine (PILO) 

during 60 days. Experimental groups received lorazepam (L30) and midazolam 

(D30) during 30 days; lorazepam (LS60) and midazolam (DS60) associated 

with saline during 60 days, and lorazepam (LP60) and midazolam (DP60) 

associated with pilocarpine during 60 days. The immunohistochemical 

expression of calponin on myoepithelial cells, and PCNA on acinar and ductal 

cells was evaluated. ANOVA, Tukey HSD and Games-Howell tests were 

applied to detect differences among the groups (p<0.05).  

Results: Groups treated with lorazepam showed an increase in the number of 

positive staining cells for calponin when compared with controls (p<0.05). 

Midazolam associated with pilocarpine (MP60) induced an increase in the 

proliferation of acinar and ductal cells and a decrease in the positive staining 

cells for calponin compared with midazolam associated with saline (MS60). 

Conclusion: Myoepithelial cells showed to be more sensible to the effects of 

benzodiazepines than acinar and ductal cells in rat parotid glands.  

Key Words: Benzodiazepines, Immunohistochemistry, Parotid salivary glands 
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Introdução 

Os benzodiazepínicos (BZDs) são um grupo de fármacos utilizados como 

ansiolíticos, hipnóticos, sedativos, relaxantes musculares e anticonvulsivantes. 

Substituíram largamente os barbitúricos, mas, ao contrário deles, não têm ação 

depressora do centro respiratório, sendo, por isso, de uso mais seguro, além 

de apresentarem maior especificidade sobre a sintomatologia ansiosa.1 Os 

BZDs são responsáveis por cerca de 50% de toda a prescrição de 

psicotrópicos.2  

Os BZDs agem sobre um sub-receptor específico, o receptor das 

benzodiazepinas, no receptor A do GABA (ácido gama-aminobutírico), que é 

um neurotransmissor inibitório do sistema nervoso central (SNC). Os BZDs 

tornam os receptores GABAA mais sensíveis à ativação pelo próprio GABA 

(agem num sub-receptor da proteína do receptor). O GABA é um 

neurotransmissor que abre canais de cloro, hiperpolarizando o neurônio e 

inibindo a geração de potencial de ação, ou seja, potencializa o efeito inibitório 

do GABA fisiológico no seu próprio receptor.3    

 Dentre os vários efeitos adversos dos BZDs, estão a hipossalivação e a 

xerostomia.4 A ação anticolinérgica das drogas ansiolíticas pode estar 

relacionada a sua afinidade pelos receptores adrenérgicos e colinérgicos 

presentes nas glândulas salivares e ainda à redução do influxo colinérgico e 

simpático do SNC.5         

 As células mioepiteliais localizam-se entre a lâmina basal e a membrana 

plasmática de células acinares secretoras e ductos intercalados.6 

Caracterizam-se pelo rico conteúdo de miofilamentos de actina e miosina no 

seu citoplasma, o que torna a contratilidade uma de suas principais funções.7 
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São células altamente especializadas, que têm um fenótipo duplo, ou seja, 

epitelial e muscular liso,8 e contribuem para o esvaziamento das unidades 

secretoras e ductos.9 Caracterizam-se pela imunorreatividade pelo anticorpo 

contra o antígeno calponina, proteína envolvida no sistema de regulação da 

contração do músculo liso.10        

  O anti–antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) é um anticorpo 

monoclonal que possibilita o estudo da cinética celular;11 portanto é um 

marcador de proliferação celular capaz de identificar células acinares e ductais 

em proliferação.12 

Grégio et al., em 2006,5 ao estudarem o efeito do tratamento crônico da 

associação de BZDs (Diazepam®) e antidepressivo (Tryptanol®) sobre 

glândulas parótidas de ratos, observaram hipossalivação e hipertrofia das 

células serosas, o que sugeriu uma possível inibição da atividade das células 

mioepiteliais, decorrente de estimulação nervosa, ou diminuição no número 

destas células frente ao uso crônico dos psicotrópicos, ou ainda, alteração no 

número de células acinares e ductais.5     

O objetivo deste estudo foi analisar o comportamento das células 

mioepiteliais, acinares e ductais de glândulas parótidas de ratos tratados com 

midazolam e lorazepam, por meio de imunorreação com o anticorpo contra 

antígeno calponina e com o anticorpo anti–antígeno nuclear de proliferação 

celular (PCNA). 

Métodos 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Tuiuti do Paraná (CEP-UTP n. 55/2003). 
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A amostra foi constituída por glândulas parótidas de ratos machos, tipo 

Rattus norvegicus albinus, Rodentia, mammalia da linhagem Wistar, com peso 

aproximado de 250 g, incluídas em blocos de parafina e provenientes do 

acervo do laboratório de Patologia Experimental da Pontifícia Universidade 

Católica do Paraná (PUCPR). Foram utilizados 90 animais, divididos em nove 

grupos, cada grupo constituído por 10 animais. Os animais receberam 

diferentes terapêuticas, conforme descrito na Tabela 1.14  

 Cada bloco de parafina continha 10 tissues microarray (TMA) de 3 mm de 

diâmetro20,21 de glândulas parótidas de ratos. Foram realizados cortes 

microscópicos com 4 µm de espessura e, em seguida, as lâminas obtidas 

foram submetidas aos testes imunoistoquímicos. 

Para a técnica da imunoistoquímica foram utilizados os anticorpos anti-

calponina e anti-PCNA. Ambos foram diluídos com diluente da Dako 

(DakoCytomation®; Dako North America, Carpinteria, CA, USA). O anticorpo 

secundário utilizado foi EnVision®+Dual Link/Peroxidase (DakoCytomation®) e 

para as revelações das ligações antígeno-anticorpo, utilizou-se o sistema 

substrato-cromógeno DAB (DakoCytomation®). As lâminas foram contra-

coradas com Hematoxilina de Harris. 

Para a marcação das células mioepiteliais, foi utilizado o anticorpo 

monoclonal contra o antígeno calponina (C) (Dako Corporation, Carpinteria, 

CA, USA). As imunorreações com a C utilizaram diluição do anticorpo em 

1:800. Para a marcação das células acinares e ductais em proliferação, foi 

utilizado o anticorpo anti–antígeno nuclear de proliferação celular – PCNA 

(Dako Corporation). O PCNA é um anticorpo monoclonal que possibilita o 
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estudo da cinética celular. As imunorreações com o PCNA utilizaram diluições 

do anticorpo em 1:400. 

A leitura das lâminas foi realizada em microscópio óptico Olympus® BX50 

(Olympus Corporation, Ishikawa, Japão), utilizando objetiva de 40X, por um 

único examinador (T.M.F.M.). A expressão imunoistoquímica da C nas células 

mioepiteliais e do PCNA nas células acinares e ductais foi analisada 

verificando-se imagens de 24 campos histológicos, equivalentes a toda a área 

do TMA.  

Todos os espécimes estudados exibiram positividade para o anticorpo C, 

sendo considerada positiva a célula que exibiu qualquer expressão para C no 

epitélio glandular, representada por cor acastanhada, independente da 

intensidade da marcação, ou seja, o suficiente para diferenciação entre as 

células positivas e negativas.  

Foi avaliada a presença ou ausência de marcação para o anticorpo 

PCNA. Considerou-se positiva a célula que exibiu qualquer expressão para o 

PCNA no epitélio glandular, representada por cor acastanhada, independente 

da intensidade da marcação.  

Considerou-se que em cada TMA havia 24 campos histológicos. 

Previamente à contagem do número de células marcadas pelos anticorpos, 

foram verificados quantos campos dentre os 24 eram possíveis de serem 

avaliados. Para isso, foi levada em consideração a integridade e a qualidade do 

tecido, e a presença de artefatos de técnica. Após a avaliação dos 24 campos 

histológicos de todos os TMA, foram obtidos os índices numéricos das células 

marcadas positivamente para C e para o PCNA.  
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Para determinar o valor médio do número de células marcadas pela C e 

pelo PCNA de cada TMA, foi realizado o seguinte cálculo: o valor médio de 

células marcadas no TMA foi igual à soma do número de células marcadas em 

cada campo avaliado, dividido pelo número de campos avaliados. Após a 

obtenção do valor médio de cada TMA, os mesmos foram somados e divididos 

por 10 (equivalente ao número total de TMA) e, assim, foi obtido o valor médio 

de células marcadas de cada grupo. 

Além das variáveis C e PCNA, foram utilizados neste trabalho, os valores 

médios das variáveis fluxo salivar estimulado (FSE) e volume celular (VC), 

obtidos do trabalho de Da Silva et al., 200913 (Tabelas 2 e 3). Uma vez que 

ambos os trabalhos estudaram a mesma amostra, foram comparados os 

achados do FSE e do VC com os resultados da marcação imunoistoquímica 

pela C e PCNA. 

Análise Estatística 

 Os resultados foram analisados por meio do software SPSS versão 15.0 

para Windows. A normalidade das variáveis e a homogeneidade de variâncias 

foram analisadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e de Levene, 

respectivamente. 

Para os grupos que apresentaram distribuição normal, foi utilizado o 

teste de Anova a 01 critério. Quando Anova a 01 critério acusou diferenças 

entre as médias dos grupos e tratamento, utilizou-se o teste de comparações 

múltiplas de Tukey HSD para as variáveis que apresentaram homogeneidade 

de variâncias entre os grupos. Para as variáveis que não apresentaram 

homogeneidade de variâncias entre os grupos, utilizou-se o teste de Games-

Howell. 
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 Todos os testes estatísticos foram realizados com nível de significância 

de 5% (p<0,05). 

Resultados 

Dos nove grupos avaliados, três (C30, M30, L30) receberam tratamento 

durante 30 dias, enquanto os outros seis grupos (C60, PILO, MS60, LS60, 

MP60, LP60) foram tratados por 60 dias. As variáveis analisadas foram C e 

PCNA, as quais foram comparadas às variáveis VC e FSE.13 

Grupos tratados por 30 dias 

A Tabela 2 mostra os valores médios, desvio padrão e valor p das 

variáveis estudadas segundo os grupos tratados por 30 dias (C30, M30 e L30). 

Houve diferença estatística significante entre os grupos tratados por 30 dias 

para as variáveis FSE, VC e C (p<0,05). 

 Para FSE, houve diferença significante entre os grupos C30 e L30 

(p=0,002), e C30 e M30 (p=0,001). O grupo C30 apresentou o maior valor 

médio de FSE. 

Para VC, houve diferença significante entre C30 e M30 (p=0,000), C30 e 

L30 (p=0,000), e M30 e L30 (p=0,002). O grupo M30 apresentou o maior valor 

médio de VC, seguido pelos grupos L30 e C30. 

 Para C, houve diferença significante entre os grupos C30 e L30 

(p=0,001), sendo o maior valor médio de C no último. 

Grupos tratados por 60 dias 

A Tabela 3 mostra os valores das médias, desvio padrão e valor p das 

variáveis estudadas de acordo com os grupos tratados por 60 dias (C60, PILO, 

MS60, LS60, MP60 e LP60). 
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Houve diferenças estatísticas significantes entre os grupos tratados por 

60 dias para as variáveis FSE, VC, PCNA e C (p<0,05). 

Para FSE, o maior valor médio foi no grupo PILO e o menor valor no 

grupo MS60. Houve diferenças significantes entre os grupos LS60 e LP60, 

PILO e LS60, PILO e MS60 (p<0,05). 

 Os maiores valores de VC foram nos grupos LS60 e MP60, com 

diferença significante quando comparados ao grupo C60 (p<0,05). 

 Para C, os maiores valores médios foram nos grupos LS60 e LP60 e o 

menor valor no grupo C60. Houve diferenças significantes entre C60 e LS60, 

C60 e LP60, C60 e PILO (p<0,05). 

 O maior valor médio de PCNA foi no grupo MP60 com diferença 

significante quando comparado aos grupos LS60 e MS60 (p<0,05). 

As Figuras 1-4 ilustram fotomicrografias de glândulas parótidas de ratos 

de grupos controles e experimentais. 

Discussão 

 O uso crônico de lorazepam e midazolam por 30 dias provocou redução 

do FSE e aumento do VC em glândulas parótidas de ratos. O lorazepam, 

quando administrado durante 30 dias (grupo L30), foi responsável pelo 

aumento do número de células mioepiteliais comparado a salina (grupo C30). 

Quando administrada em associação com o lorazepam durante 60 dias, a 

pilocarpina foi capaz de restabelecer o FSE normal de ratos (grupos C60, LS60 

e LP60). O uso do lorazepam associado a salina (LS60) ou a pilocarpina 

(LP60) provocou aumento do número de células mioepiteliais comparado ao 

grupo que recebeu salina (C60). Quando a pilocarpina foi associada ao 

midazolam (MP60), houve aumento da proliferação de células acinares e 
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ductais e diminuição do número de células mioepiteliais quando comparado ao 

grupo que recebeu midazolam e salina (MS60).  

O tratamento crônico com lorazepam e midazolam durante 30 e 60 dias 

provocou redução do FSE em ratos. Nos grupos tratados por 30 dias, a 

redução do FSE foi mais severa que nos grupos tratados por 60 dias. Vale 

lembrar que, nos grupos tratados por 60 dias (MS60 e LS60), houve suspensão 

dos medicamentos e administração de salina nos 30 últimos dias. É possível 

que esta manobra tenha permitido que houvesse uma reorganização dos 

mecanismos de secreção salivar nas glândulas parótidas. Para compreender 

melhor esses resultados, alguns tópicos devem ser discutidos, dentre eles: a 

farmacocinética e a farmacodinâmica dos BZDs, a presença de receptores 

periféricos em glândulas salivares, a adaptação fisiológica frente ao uso de 

psicotrópicos, a alteração de sensibilidade dos receptores no uso crônico dos 

psicofármacos e a atividade das células mioepiteliais, acinares e ductais. 

Os BZDs atuam seletivamente nos receptores GABAA que medeiam a 

transmissão sináptica em todo o SNC. Os BZDs intensificam a resposta ao 

GABA facilitando a abertura de canais cloreto ativados pelo GABA.16 A ativação 

dos receptores GABAA aumenta a condutância ao íon cloro, que se encontra 

em maior concentração na superfície externa da membrana. Como o fluxo de 

cloro obedece o gradiente de concentração, ocorre hiperpolarização da 

membrana pós-sináptica que inibe os disparos do neurônio pós-sináptico por 

dificultar a despolarização de sua membrana, necessária à geração de impulso 

nervoso.16 Desta forma, há intensificação da atividade inibitória do SNC com a 

administração de BZDs.  
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Existem receptores GABA centrais e periféricos (localizados nas 

glândulas salivares).17,18 Kawaguchi & Yamagishi19 e Kosuge et al.20 

comprovaram a presença de receptores GABA periféricos em células acinares 

de glândulas parótidas e submandibulares de ratos. A quantidade de 

receptores nas glândulas salivares é menor do que no SNC.21 

Numerosos estudos, tanto em seres humanos como em animais, têm 

demonstrado que os BZDs ocasionam diminuição da secreção salivar com 

graves efeitos colaterais bucais.4,22,23 Os BZDs atuam provocando a diminuição 

da secreção salivar por meio de receptores para BZDs presentes nas glândulas 

salivares e também por ações indiretas do SNC sobre as glândulas salivares 

por meio de receptores centrais para BZDs.24,25 Além de inibirem os receptores 

muscarínicos presentes nas glândulas salivares, que são responsáveis pela 

secreção salivar, os BZDs também modificam o transporte de cloro e o influxo 

do cálcio, os quais desencadeiam os processos de secreção do fluido. Como 

conseqüência, há diminuição da atividade da secreção salivar.19,26 Os BZDs 

também podem inibir os receptores β-adrenérgicos, suprimindo a liberação de 

amilase das glândulas parótidas de rato.24 

O presente estudo comprovou o efeito anticolinérgico do midazolam e do 

lorazepam, quando administrados de forma crônica durante 30 dias. Quando o 

tratamento estendeu-se por 60 dias, a redução do FSE não foi estatisticamente 

significativa comparada ao controle. Sabe-se que a utilização prolongada de 

drogas psicotrópicas é responsável por alteração na sensibilidade de 

receptores.3 Os efeitos terapêuticos e colaterais de uma droga diminuem 

gradualmente quando administrada de modo contínuo ou repetidamente, 

podendo ocasionar dessensibilização, resistência ou tolerância à droga. A 
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adaptação fisiológica também pode ocorrer, assim é comum observar que tanto 

os efeitos terapêuticos quanto os efeitos colaterais de fármacos tendem a 

diminuir com o tempo de administração, apesar do uso contínuo da droga.3 

Assim, sugere-se que a redução mais branda do FSE em ratos tratados 

durante 60 dias ocorreu graças aos efeitos de tolerância ou de adaptabilidade 

dos psicotrópicos. 

A ausência de diferença estatística significante no FSE entre os grupos 

C60, MS60 e LS60 sugere que houve um restabelecimento do FSE normal dos 

ratos 30 dias após a suspensão da medicação (Tabela 3). No entanto, estes 

dados devem ser analisados com cautela uma vez que a redução de FSE de 

mais de 50% traz conseqüências clínicas deletérias relevantes (C60 – 0,052 

mL/min; MS60 – 0,022 mL/min).        

 Um dos principais efeitos dos ansiolíticos e hipnóticos é a ação 

miorrelaxante.16 As células mioepiteliais, apesar de serem classificadas como 

células não musculares, apresentam acentuada capacidade de contração.6 O 

citoplasma contém numerosos microfilamentos contráteis de actina e miosina, 

filamentos intermediários da família da citoqueratina 14 e estruturas típicas de 

fibras musculares lisas.27 As células mioepiteliais exercem funções contráteis, 

contribuindo para o esvaziamento da secreção das unidades secretoras e dos 

ductos.6,27 Assim, sugere-se que a atividade miorrelaxante ocasionada pelos 

ansiolíticos pode ser, em parte, responsável pela redução do FSE de ratos 

tratados com lorazepam e midazolam.  

O uso crônico do lorazepam durante 30 (L30) e 60 dias (LS60 e LP60) 

provocou um aumento significativo do número de células mioepiteliais quando 

comparado a salina (C30 e C60). Para o midazolam (M30, MS60 e MP60), esta 
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diferença não ocorreu (Tabelas 2 e 3). Há importantes diferenças qualitativas e 

quantitativas na farmacocinética entre o midazolam e o lorazepam que 

necessitam ser discutidas. O lorazepam (exemplos de nomes comerciais: 

Lorax®, Mesmerin®) é uma droga que não apresenta metabólitos ativos. Ele é 

metabolizado por meio de conjugação direta com um radical glicosídeo, um 

processo mais rápido que a oxidação. Além disso, o lorazepam tem meia vida 

curta (12-18 horas).16 Por outro lado, o midazolam (exemplos de nomes 

comerciais: Dormonid®, Dormire®) possui metabólito ativo (derivado 

hidroxilado), cuja meia vida é 2 horas.16 A meia vida do midazolam é ultracurta 

(menor de 6 horas). Uma vez que o lorazepam tem meia vida até três vezes 

mais longa que o midazolam, seus efeitos atuam por mais tempo, o que 

poderia explicar alterações significativas nas glândulas salivares. Os BZDs, 

sendo fármacos lipossolúveis, têm liberação via secreção salivar, e podem 

circular por tempo prolongado na saliva.16  

As células mioepiteliais têm função contrátil e estão envolvidas no auxílio 

da secreção da saliva, localizando-se ao redor dos ácinos e porção intercalar 

dos ductos.6 Vale especular que numa atividade compensatória do déficit de 

saliva, o organismo, na tentativa de aumentar a atividade das células 

mioepiteliais para expulsar a saliva retida, induz um aumento do número destas 

células, para que elas, em sua função de contratilidade, auxiliem a liberação da 

saliva retida. Burgess et al., em 1996,28 comprovaram, por meio de estudos 

imunoistoquímicos em glândulas parótidas atróficas de ratos induzidas pela 

obstrução ductal, que as células mioepiteliais são capazes de proliferar, 

principalmente quando induzidas por uma injúria à glândula. Sugere-se que o 
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lorazepam possa atuar como agente agressor químico capaz de desencadear 

mitoses e, conseqüentemente, aumentar o número de células mioepiteliais. 

No presente estudo, a pilocarpina associada com o lorazepam durante 

60 dias foi capaz de restabelecer o FSE normal de ratos (grupos C60, LS60 e 

LP60), comprovando sua capacidade agonista colinérgica. Por apresentar ação 

colinomimética, a pilocarpina ativa os receptores muscarínicos M3 presentes 

nas glândulas salivares, promovendo um aumento da liberação de secreção 

salivar. Ainda não estão claras as vias de como estes mecanismos ocorrem. 

Kujirai, Sawaki, Kawaguchi25 constataram que o diazepam (benzodiazepínico) 

foi capaz de induzir a redução do FSE pela pilocarpina em rato in vivo e que, 

nas células acinares das glândulas parótidas dos ratos, o diazepam provocou 

aceleração do influxo de cloro (Cl-) e inibição do efluxo. 

Quando a pilocarpina foi associada ao midazolam, houve aumento da 

proliferação de células acinares e ductais e diminuição do número de células 

mioepiteliais quando comparado ao grupo que recebeu midazolam e salina. 

Isto pode ter sido conseqüência de um sinergismo farmacológico ou de uma 

interação farmacodinâmica entre midazolam e pilocarpina. É sabido que a 

associação de duas drogas pode resultar em sinergismo farmacológico, em 

que o efeito combinado das duas substâncias mostra-se maior que a soma de 

cada um isoladamente.29 Por outro lado, as interações farmacodinâmicas 

resultam da ação dos fármacos envolvidos no mesmo receptor. Um fármaco 

pode aumentar o efeito do agonista por estimular a receptividade de seu 

receptor celular ou inibir enzimas que o inativam no local de ação. A diminuição 

de efeito pode dever-se à competição pelo mesmo receptor, tendo o 

antagonista maior afinidade.29   
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Ensaios laboratoriais são limitados pelas características 

neurofisiológicas eminentes e subjetivas dos animais. Apesar das limitações 

inerentes ao presente estudo, é possível transpor para a prática clínica, pelo 

menos parcialmente, resultados na elucidação de respostas nos organismos in 

vivo. 

Conclusão 

A utilização crônica do lorazepam mostrou-se capaz de induzir aumento 

do número de células mioepiteliais em glândulas parótidas de ratos. O 

midazolam associado a pilocarpina provocou aumento da proliferação de 

células acinares e ductais. As células mioepiteliais mostraram-se mais 

sensíveis a ação dos BZDs do que as células acinares e ductais de glândulas 

parótidas de ratos. 
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TABELA 1 - Divisão dos grupos controles e experimentais de acordo com a 

medicação, período de tratamento, dose diária e via de administração. 

Grupos n 
Fármacos Período de 

tratamento
Dose Via de 

Administração 
      

1- C30 10 Salina 1-30 dias 0,1 mL Intraperitoneal 

2- C60 10 Salina 1-60 dias 0,1 mL Intraperitoneal 

3- PILO 10 Pilocarpina1 1-60 dias 0,05 mL Tópica 

4- L30 10 Lorazepam2 1-30 dias 0,5 mg/kg Intramuscular 

5- M30 10 Midazolam3 1-30 dias 0,1 mg/kg Intramuscular 

6- LS60 10 Lorazepam 1-30 dias 0,5 mg/kg Intramuscular 

  Salina 31-60 dias 0,1 mL Intraperitoneal 

7- MS60 10 Midazolam                       1-30 dias 0,1 mg/kg Intramuscular 

   Salina                          31-60 dias 0,1 mL Intraperitoneal 

8- LP60 10 Lorazepam 1-30 dias 0,5 mg/kg Intramuscular 

  Lorazepam + 

Pilocarpina 

31-60 dias 0,05 mL Intramuscular e 

Tópica 

9- MP60 10 Midazolam                       1-30 dias 0,1 mg/kg Intramuscular 

   Midazolam + 

Pilocarpina 

31-60 dias 0,05 mL Intramuscular e 

Tópica 

N: tamanho da amostra 

1: Gel em ora base preparado com 1% de hidrocloridrato de pilocarpina 

(Gerbras Química e Farmacêutica Ltda., São Paulo, Brasil) 

2: Lorazepam (Cosmética Farmácia de Manipulação Ltda, Curitiba, Paraná, 

Brasil) 

3: Midazolam (Cosmética Farmácia de Manipulação Ltda, Curitiba, Paraná, 

Brasil) 
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Tabela 2 – Valores médios, desvio padrão e valor p das variáveis estudadas 

segundo os grupos tratados por 30 dias com salina (C30), midazolam (M30) e 

lorazepam (L30). 

 

Grupos C30 M30 L30   
  X DP X DP X DP Valor p
FSE (mL/min) δ 0,051 ± 0,025ab 0,019 ± 0,009b 0,019 ± 0,015a 0,000* 

VC (mm3) δ 6.965,68 ± 

3.792,96bc 

20.036,56 ± 

7.955,70ac 

14.266,57 ± 

8.790,42ab 

0,000* 

C 13,9 ± 2,643a 15,3 ± 7,118 21,9 ± 4,483a 0,003* 

PCNA 55,8 ± 14,382 39,6 ± 30,008 43,9 ± 22,467 0,286ns 

 

δ: Valores obtidos do trabalho de Da Silva et al (2009)13 

FSE (mL/min): Fluxo salivar estimulado em mililitros por minuto 

VC: Volume celular em milímetros cúbicos 

PCNA: Anticorpo anti–antígeno nuclear de proliferação celular  

C: Anticorpo contra antígeno calponina  

X: média 

DP: desvio padrão 

p: valor p de ANOVA 

Letras iguais representam diferença estatística significante entre grupos. 

*: diferença estatística (p<0,05) 

ns não significante 
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Tabela 3 – Valores médios e desvio padrão das variáveis estudadas segundo 

os grupos tratados com pilocarpina (PILO), salina (C60), lorazepam e salina 

(LS60), midazolam e salina (MS60), lorazepam e pilocarpina (LP60) e 

midazolam e pilocarpina (MP60). 

 

Grupos PILO C60 LS60 MS60 LP60 MP60  
  X DP X DP X DP X DP X DP X DP Valor p
FSE (mL/min) δ 0,066 ± 0,027ab 0,052 ± 0,028 0,025 ± 0,004ac 0,022 ± 0,005bd 0,040 ± 0,008cd 0,038 ± 0,028 0,000* 

VC (mm3) δ 5.825,42 ±      

1.968,07abc 

6.505,56 ± 

3.343,48de 

9.382,75 ± 

2.769,85ad 

8.143,93 ± 

3.470,78b 

7.481,02 ± 

4.468,91 

9.152,06 ± 

4.605,78ce 

0,000* 

C 21,1 ± 7,385 a 13,6  ± 4,788adg 25 ± 6,182 bdh 15,6 ± 6,221 bce 25,1 ± 5,526 efg 14,3 ± 6,147cfh 0,000* 

PCNA 46,8 ±  13,505 50 ± 17,530 41,5 ± 18,069 a 39 ± 14,110b 46,8  ± 15,746 67  ±  19,102ab 0,006* 

 

δ: Valores obtidos do trabalho de Da Silva et al (2009)13 

FSE (mL/min.): Fluxo salivar estimulado em mililitros por minuto 

VC: Volume celular em milímetros cúbicos 

PCNA: Anticorpo anti–antígeno nuclear de proliferação celular  

C: Anticorpo contra antígeno calponina  

X: média 

DP: desvio padrão 

p: valor p de ANOVA 

Letras iguais representam diferença estatística significante entre grupos 

*: diferença estatística (p<0,05) 
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Figura 3 
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Legendas das figuras 

Figura 1: Parênquima normal de glândula parótida de rato exibindo núcleos de 

células acinares em proliferação celular marcados pelo anti-PCNA. (Grupo 

C60; aumento original 400 X) 

Figura 2: Parênquima de glândula parótida de rato mostrando núcleos de 

células acinares em proliferação celular marcados pelo anti-PCNA. (Grupo 

MS60; aumento original 400 X) 

Figura 3: Parênquima de glândula parótida de rato exibindo células 

mioepiteliais marcadas com anti-calponina (Grupo PILO, aumento original 400 

X) 

Figura 4: Parênquima de glândula parótida de rato mostrando células 

mioepiteliais marcadas com anti-calponina na periferia de ácinos (Grupo M30, 

aumento original 400 X) 
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