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1. INTRODUGCAO

O conhecimento sobre a variabilidade histofuncional
existente entre as glandulas salivares maiores dos mamiferos tem
sido constantemente ampliado com a descricao de novos resultados.
O mesmo se pode dizer quando se trata dessas gléndulas numa mes

(4 K3 .
ma especie animal.

Porém, os resultados apresentados na literatura fo
ram obtidos em diferentes épocas, por diversos autores e, notada
mente, com metodologia variada. Conquanto seja valido fundamen
tar novos achados em pesquisas anteriores, sobressaem dificulda
des oriundas da heterogeneidade acima apontada, em especifico quan
do a compreensé’o da histofisiologia glandular se fundamenta princi
palmente no conhecimento exato dos varios tipos celulares que com
poe o parenquima de cada glandula.

Se lembrarmos ainda que tal conhecimento envolve,
para a analise global dos fatos, aspectos tais como a estrutura, a
freqlléncia, a histoquimica e bioquimica — além de outros — ficara
mais evidente a conveniéncia da eleicao de uma especie animal de
facil obtengio, cuja literatura no setor ainda se revele incompleta
ou conflitante, e que se realize um estudo amplo e detalhado, livre

das limitagoes ja apontadas.

Dessa maneira o autor estaria somando as mais va
riadas informacgoes, com absoluto controle da metodologia emprega
da, aumentando a seguranga nas correlagoes de resultados obtidos
para as diferentes glé[ndulas salivares de uma mesma especie, com
parativamente a idade e sexo ou, ainda, com outras especies ani
mais.

Respeitados os aspectos acima referidos, elaborou=-
se um plano de pesquisa com a proposigaTo de se estudar as gla‘fndg
las salivares de hamsters machos e femeas, tanto adultos quanto jo
vens., '
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As glandulas foram estudadas sob o ponto de vista
estrutural pela microscopia éptica e eletronica, langando-se mao da
histometria para o estabelecimento da proporgéo entre os diferen

tes componentes do parenquima.

- . . . ¥ b
A detecgao histoquimica de polissacarideos, protei
. . r, 7 . . ” .
nas, acido ribonucleico, lipides e algumas enzimas, tambem serviu
de base para a melhor caracterizagao das propriedades de cada um

dos componentes do adenomero glandular.

.. . Id » . .
A analise bioquimica, pelos dados quantitativos que
. e . . LK} ’,
ofereceu, revelon-se significativa com respeito a acidos nucleicos,
. - . s . > . s Pay L4
enzimas digestivas e metabolicas, hexosaminas e acido sialico, alem

de protel'na total.

. . . Oy o Pd
Foram ainda obtidos dados sobre a cinetica da sin
z . 7z I
tese de proteinas e polissacarideos, atraves o uso de precursores
radioativos, haja vista sua importancia para a interpretagéo da capa

cidade funcional das gléndulas salivares.

A literatura descreve ainda a presencga de dimorfis
mo sexual das glé‘ndulas salivares de alguns roedores - notadamente
da submandibular - embora o assunto ainda seja controvertido em
se tratando de hamster. Da mesma forma sao descritas variacoes
funcionais e estruturais do parénquima de gla?ndulas salivares de

animais jovens e adultos, o que justifica seu exame neste trabalho.

Os resultados aqui obtidos tragcam, portanto, um
perfil geral das gléfndulas salivares maiores do hamster de molde a
constituir base indispensavel para estudos futuros que pretendemos
desenvolver em continuidade a este trabalho sendo, a par, mais uma

contribuigé'o para os demais pesquisadores deste campo.



2. REVISAO DA LITERATURA

As glandulas salivares dos roedores, de modo geral,
tem se constituido no principal modelo biologico para o estudo da

histofisiologia destes orgaos.

Inimeros trabalhos e revisoes abordando aspectos
estruturais, histoqui'micos, bioqufmicos, ete., servem como base
para a afirmacao acima e, dentre eles, podemos citar os de: Arvy
(1962); Shackleford e Klapper (1962a); Schitzle (1962); Jakowska
(1963); Sreebny e Meyer (1964); Spicer e Duvenci (1964); Kawakatsu,
Mori, Mizushima e Makino (1964); Fava de Moraes (1965 e 1969);
Schneyer e Schneyer (1967); Munhoz (1967); Code (1967); Shackleford
e Wilborn (1968) e Emmelin e Zotterman (1972).

Embora os roedores sejam muito estudados, a afir
. » a w o
mativa e praticamente restrita ao rato, camundongo e cobaia, estan

do o hamster (Mesocricetus auratus) menos estudado no que se re

| -~ : p " -~ 4
fere as suas glandulas salivares maiores. Esta conclusao esta ba
seada no relativo pequeno numero de trabalhos catalogados e, que

por relacao com a proposicao desta tese, serao analisados.

O estudo da embriogénese da gl:;ndula submandibu
lar de hamster foi realizado por Devi e Jacoby (1966), que demons
traram sua completa diferenciacao a partir da 42 semana de vida
pos-natal. Posteriormente, Schneider (1971) completou o assunto

estudando ainda a parotida e sublingual.

Sob o ponto de vista estrutural em microscopia 6pt_i
ca, as glandulas salivares de animais adultos foram inicialmente es
tudadas por Boerner-Patzelt (1956) e posteriormente abordadas nos
trabalhos de Sumi (1960); Schackleford e Klapper (1962 b); Devi e
Jacoby (1963); Flores-Veas (1964); Chauncey e Kronman (1964); Fa
va de Moraes (1965 e 1969); Flon e Gerstner (1968) e Musil e Kittel
(1968).

Uma sintese global dos trabalhos acima referidos

. ' . . o~
oferece as seguintes caracteristicas peculiares para as glandulas



salivares de hamster, quando comparadas com outros roedores:

-~ v, . . (g ]
1. a glandula parotida possui alem dos acinos serosos, um pequeno
» r 3 . .
numero de acinos mucosos; ductos intercalares proeminentes e

ricos em granulos de secregao;

-
2. a glandula submandibular possui acinos com estrutura predomi
- » W . 3
nantemente mucosa, além de acinos mucosos propriamente di
tos, sendo contraditorias as evidencias sobre um dimorfismo se

xual entre animais adultos;
3. a gl§ndu1a sublingual ¢ predominantemente mucosa.

Os resultados estruturais so foram histometrados
por Fava de Moraes (1969) sem objetivar, contudo, diferenca entre
sexos e/ou idades. No entanto, estes dados sao importantes para

. e b . . .
inumeras correlacoes histofuncionais.

Por outro lado, a analise estrutural de maior reso
lug:afo como & feita pela microscopia eletronica é muito escassa. Des
tacam-se os trabalhos de Shackleford e Schneyer (1964) na parotida
e submandibular, Dorey e Bhoola (1972a e b) na submandibular, e
a nota previa de Flon (1973) que relata algumas caracteristicas ul
tra-estruturais das glafndulas salivares maiores de animais adultos.
Estes trabalhos realcam as caracteristicas secretoras dos “ductos
intercalares e a natureza mucosa dos acinos na glandula submandi
bular.

A evidenciagao histoquimica de diversas macromo

leculas nos componentes glandulares tém merecido alguns estudos.

Os polissacarideos, provavelmente mais estudados
sao caracterizados juntamente com as glico e mucoprotefnas. Nes
te setor a maioria dos autores tem descrito a presenca de sialo e
sulfomucinas nos acinos da submandibular e sublingual (Shackleford
e Klapper, 1962b; Spicer e Duvenci, 1964; Fava de Moraes, 1965;
'Kronman e Chauncey, 1965; Devi e Jacoby, 1966; Stoward, 1967;
Munhoz, 1967; Flon e Gerstner, 1968; Kronman, Donnell e Chauncey,
1968; Sorvari e Stoward, 1970 e Schneider, 1971).
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Sialomucinas estao ainda presentes nos ductos in
tercalares da glafndula parotida (Fava de Moraes, 1965) e polissaca
rd ’ i ‘ .
rideos neutros nos acinos, ductos intercalares e ductos estriados
modificados da submandibular (Boerner-Patzelt, 1956; Graumann,
1964; Spicer e Duvenci, 1964 e Fava de Moraes, 1965).

Da mesma forma reagoes positivas para diversos
aminoacidos ja foram obtidas nos acinos e ductos intercalares da
parotida e submandibular, bem como nos ductos estriados modifica
dos da submandibular e semi-luas da sublingual (Kawakatzu, Deguchi,
Oka e Takita, 1962; Kronman, 1963 a; Kronman e Chauncey, 1965;
Munhoz, 1967; Flon e Gerstner, 1968; e Kronman, Donnell, Chauncey,
1968).

Foram realizados poucos estudos histoquimicos so
bre a atividade de algumas enzimas nas glindulas salivares do hams
ter. Kronman (1963 b) estabeleceu a distribuicao da fosfatase acida
nas glandulas submandibular e sublingual em hamsters albinos de di
ferentes idades e de ambos os sexos. Apos duas semanas de idade
os acinos e os ductos da submandibular dos animais femeas reagi
ram mais intensamente do que os dos machos. Esta diferenca ine
xiste entre animais adultos, embora nesta fase etaria a reagao se
Jja mais evidente. O mesmo resultado foi obtido para a glafndula

sublingual nas diferentes idades.

Reacao positiva para fosfatase alcalina so foi obti
da por Devi e Jacoby (1966) e Jacoby e Rees (1969) ao nivel das ce

lulas mioepiteliais presentes na gléfndula submandibular.

Resultados positivos para a succino desidrogenase,
difosforo piridino nucleotideo diaforase e trifosforo piridino nu
cleotideo diaforase, nos ductos estriados e estriados modificados
da submandibular de hamster adulto, foram descritos por Shapiro,
Wattenberg e Gorlin (1966) e Shapiro (1967). Nestes trabalhos, os
acinos e os ductos intercalares mostraram-se praticamente negati
VoS,

Em 1970, Bloom, Carls88 e Kumlien, descreveram

resultados positivos para peroxidase exclusivamente nos granulos
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de secrecao dos ductos estriados modificados de submandibular. Con
tudo, no ano seguinte (1971) Carls88, Kumlien e Bloom, realizando
varidveis em técnica, determinaram que a peroxidase pode ser evi

denciada em todos os componentes do parenquima da submandibular.

A evidenciacao de lipides nas glandulas salivares
do hamster sé conta com os resultados de Vacer e Novetny (1959),
que descreveram resultados negativos; e os de Devi de Jacoby
(1966) que obtiveram resultados positivos para os ductos intercala

res ¢ estriados modificados da submandibular em diferentes idades.

Pesquisa relacionada a sintese protéica foi desen
volvida por Tiber (1971) com leucina-H3 e submandibular de hams
ter adulto. Os resultados demonstraram que os acinos e os ductos
estriados modificados concentraram o iso'topo na regi::o perinuclear
15 minutos apds a inje(;éfo, na regiao do Golgi apos 45 minutos e na
regia?o apical aos 75 minutos, com um maximo de incorporaga.o em
torno dos 90 minutos. Esta migragéo intracelular do isétopo nao
ocorreu nos ductos estriados onde a regiao basal foi a mais marca
da. Este trabalho demonstra que os referidos acinos e ductos es
triados modificados apresentam o mesmo indice de sintese protei
ca, diferindo apenas na extrusao das substancias mércadas, que foi

mais rapida nos ductos estriados modificados.

A capacidade de incorporar sulfato radioativo-S3°
foi descrita por Bélanger (1954) mais na glandula sublingual do que
na submandibular de hamster com 4 dias de idade, Surpreendente
mente, o mesmo autor em 1963, usando a mesma documentagéo do
trabalho anterior, descreve resultados exatamente antagonicos. Es
tas conclusoes estao baseadas em radiocautogramas obtidos em mate
rial retirado 2 horas apos a injeg:io do isétopo, nao oferecendo pois
qualquer informacao sobre a cinetica da sintese das sulfomucinas.
Incorporagé:o de sulfato radioativo 3 a 6 horas apos a injegéfo, foi
descrita por Spicer e Duvenci (1964) nos acinos da submandibular e

sublingual e nos ductos intercalares da pardtida.

. . . ~ . . .
Bioquimicamente, algumas substancias ja tiveram

sua atividade ou concentracao determinadas em glandulas salivares
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de hamsters adultos. Entre elas, maior atividade proteolitica na
gle‘fndula parétida do que na submandibular, foi descrita por Shackle
ford e Klapper (1962 ¢). Resultado inverso foi obtido por Fava de
Moraes (1969), que demonstrou ainda maior atividade na glandula
parotida para a amilase e desoxiribonuclease (DNase). O mesmo re
sultado para a amilase jé fora descrito por Shackleford e Schneyer
(1964) enquanto Sreebny, Ruark e Tamarin (1967), descreveram ati
vidade para a DNase apenas na parotida. A presenga de lisozima
exclusivamente na glindula parétida foi obtida por Junqueira e Fava
de Moraes (1965) e Fava de Moraes (1969).

O acido sialico, componente que caracteriza bioqui
micamente sialomucina, foi determinado na submandibular por
Shackleford e Klapper (1962b), e por Fava de Moraes e Nicolau
(1965) e Fava de Moraes (1969), que estabeleceram sua maior con
centragao na glandula sublingual, submandibular e parodtida respec
tivamente.

A concentracao e respectiva relagao dos acidos nu
cléicos, RNA e DNA, também foi determinada por Fava de Moraes
(1969) quando obteve diferenca significantemente maior na glandula

parotida em relacao a submandibular de hamsters adultos.

Baseado no que foi apresentado ate aqui, pode-se
concluir que existem informagoes isoladas sobre as glefndulas sali
vares do hamster e que, além de setores ainda nao explorados, nao
ha um estudo global que ofereca um perfil mais completo sobre
suas caracteristicas, justificando portanto, a proposig,:;o desta te

se.



3. MATERIAL E METODOS

Para o presente trabalho utilizaram-se glandulas sa
livares maiores (parotida, submandibular e sublingual) de 142 hams
ters, sendo 85 adultos de 90 a 100 dias de idade (43 machos e 42 fg
meas) e 57 jovens de 25 a 30 dias (28 machos e 29 femeas), perten
centes a ordem Rodentia, subordem Myomorpha, género e especie
Mesocricetus auratus.

Todos os animais, exceto os destinados ao estudo
radioautografico, foram sacrificados por traumatismo craniano apos
um jejum de 15 horas e, em seguida, as gléndulas parotida, subman
dibular e sublingual foram dissecadas para as diferentes experiég_
cias. '

Considerando que as glz;ndulas salivares foram ana
lisadas sob o ponto de vista da estrutura em microscopia optica e
eletronica, histometria, histoquimica, radioautografia e bioquimi
ca, resolveu-se apresentar separadamente, o material e a metodo
logia utilizada para cada um destes setores, com o objetivo de faci

litar a leitura do trabalho.

3.1 - Método de avaliacao do peso corporal e glandular

Os animais utilizados no item 3.7 foram sempre pe
sados em balanca de sensibilidade de 0,1 grama e as glandulas sali
vares parotida, submandibular e sublingual, foram pesadas em bg_
langa com sensibilidade de 0, 01 miligrama.,

Para a estimacao do peso glandular relativo utili
zou-se a formula: '

Peso glandular absoluto X 100

Peso corporal

3.2 - Microscopia Optica

ra. o .
Para a analise estrutural foram sacrificados 12 ani

mais adultos,. sendo 6 machos e 6 fémeas, e ainda 12 animais jo



i)

vens subdivididos em lote de 6 para cada sexo. As glandulas de um
lado foram fixadas em Helly durante 8 horas e incluidas em parafi

na segundo as técnicas rotineiras.

Obtiveram=-se cortes de 6 micrometros (um) de es
pessura que foram submetidos aos métodos de colora(_;é'o de hematg

xilina-eosina e hematoxilina fosfotfmgstica de Mallory.

Além desta analise, utilizou-se tambem cortes de
0, 5 micrometro obtidos em processamento téecnico destinado a mi
croscopia eletronica e descrito em detalhe no item 3.3. Estes cor
tes foram corados em azul de metileno e azur II na proporgao de
1:1.

3.3 - Microscopia eletrdnica

Para o estudo ao microscdpio eletronico foram uti
lizados 6 animais adultos (3 para cada sexo) ¢ 6 jovens (3 machos e
3 femeas).

Imediatamente apés a morte dos animais, as gléndg
las salivares parotida, submandibular e sublingual foram retiradas
e, em seguida, fragmentos desses orgaos sofreram a rotina técnica
de fixagao e inclusao para os estudos de microscopia eletronica da
seguinte maneira:

Os fragmentos de espessura aproximada de 0,5 a 1
mm das diferentes glefndulas foram imersos em glutaraldeido a 1,5%
a 09C em tampao fosfato 0,1 M em pH 7,2 (350 mO) durante 3 ho
ras. Depois refixados em acido ésmico a 1% (1 volume de acido 6§_
mico a 2% mais 1 volume de tampao fosfato 0,1 M pH 7,2) durante
3,30 horas, sendo 2 horas a 09C e 1, 30 horas a temperatura ambien
te. Em seguida fez-se imersao em uranila a 0,5% em sacarose
10, 56% durante 15 horas, desidratacao em alcool de concentracao
crescente e passagem por oxido de propileno durante 20 minutos.
Logo apos realizou-se a infiltracao com Jxido de propileno mais re
sina na proporgéo de 1:1, agitando-se durante 1 hora em temperatu
ra ambiente. As pegas foram transferidas para resina pura por 1
ora a 379C, agitando-se. Foi feita a inclusao em resina araldite

na estufa a 609C durante 3 dias.
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Depois da polimeriza_qio os blocos foram aparados
e levados ao ultramicrotomo Porter-Blum MT-1, para a obtengao
de cortes de 0, 5 micrometro que foram corados segundo a técnica
de Richardson, Jarett e Finke (1960), que consiste: na mistura ime
diata de partes iguais de azur Il a 1% em agua destilada e azul de
metileno a 1% em borax a 1%. Filtra-se a mistura antes da colora
¢ao, que ¢ feita a quente durante 5 minutos, apos o que os prepara

™ L4
dos foram lavados em agua.

Os blocos cujos cortes foram selecionados no estu

. r . 4 . . . »
do em microscopio optico, foram levados ao ultramicrotomo Porter—
Blum MT-2 para obtengao de cortes ultralinos com navalha de dia

mante e pescados em telas de cobre de 200 malhas.

A coloragz;o dos preparados forai baseados nos mg’
todos de uranila e chumbo segundo Watson (1958) e Reynold (1963).
Desta forma os cortes ultrafinos foram corados por uma solugéo sa
turada de acetato de uranila durante 1 hora, lavados em agua bides
tilada e corados em citrato de chumbo durante 30 minutos (mistura
de nitrato de chumbo, 1,33 g; citrato de sédio, 1,7g; égua destila
da, 30 ml; e apo’s uma agitagé'o prévia, junta-se 8 ml de hidroxido

de sédio 1 N, seguida de uma diluicao até 50 ml de agua destilada).

O exame ao microscopio eletronico dos cortes ul
v e . >e > . . ’
trafinos e suas eletronmicrografias loram realizadas em microsco

pios eletronicos Zeiss modelos ENM. 9 e EM. 9S5-2.

3.4 - Histometria

O mesmo material referido no item 3.2 e corado pe
la hematoxilina fosfotungstica de Mallory foi histometrado segundo
o método de Hennig (1958) com a finalidade de se estabelecer a rela
950 percentual dos diferentes componentes do adendmero e mais o
estroma das trés glandulas, Para tanto, usou-se a ocular integra
dora I Zeiss com 25 pontos, fazendo-se a leitura de 15 campos dis
tribuidos ao acaso para os componentes das gléfndulas parc;tida e
submandibular de animais adultos. Para estas mesmas glindu’las

nos animais jovens e para todas as sublinguais foram histometrados
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10 campos. Os campos foram sempre escolhidos pelo sistema de
varredura horizontal e as contagens foram feitas em aumento de
320 vezes.

O numero total de pontos contados foi considerado
como 100%, fazeundo-se em seguida o calculo percentual para os va
lores obtidos na contagem de cada componente do adendmero e para

0 estroma.

. » .
3.5 - Histoquimica
el

3.5.1 - Polissacarideos

O mesmo material que loi lixado em Helly para a
analise estrutural, prestou-se também para o estudo histoquimico
de pol issacarideos. Glandulas salivares pertencentes a outros 4
animais subdivididos entre adultos e jovens de ambos os sexos fo
ram fixadas em Gendre gelado durante 4 horas para a deteccao de
glicogénio. Todos os drgaos sofreram a mesma rotina técnica de
inclusao em parafina e cortes de 6 pm. Em seguida as preparacoes
foram submetidas aos metodos de detec¢ao de polissacarideos asso
ciados aos respectivos bloqueios para o controle destas mesmas

substancias.

3.5.1.1 - Acido periddico-Schiff (PAS), para a evidenciaqéo de po
lissacarideos neutros. (McManus, 1946), com controle pe
la acetilacao (McManus e Cason, 1950).

3.5.1.2 - PAS apos agéo da amilase salivar, para a deteccao de gli
cogénio (Lison, 1960).

3.5.1.3 - Alcian blue (AB) a pH 2,5 para a evidenciacao de polissa
carideos acidos carboxilados e sulfatados (Lison, 1960).

3.5.1.4 - Para a distincao entre polissacarideos acidos sulfatados,
foram usados AB pHO, 5 e AB pH2,5 com controle pela
acetilagao (Terner e Lev, 1963) e reacao da  benzidina
(Bracco e Curti, 1953).

3.5.1.5 - AB + PAS, para a evidenciagéo conjunta de polissacar_lf
deos acidos e neutros (Vialli, 1955).

3.5.1.6 - Hidrolise acida + AB pH 2,5 para a deteccao de acido sia
lico (Quintarelli, Tsuiki, Hashimoto e Pigman, 1961).
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3.5.2 - Proteinas e aminoacidos

As glandulas pardtida, submandibular e sublingual
de um dos lados pertencentes aos mesmos animais referidos no item
3.2, foram fixadas em (ormol salino 1 M (soluge:o de forrizalina a
10% contendo 36,5 gramas de cloreto de sodio) durante 20 horas.
Apos a fixacao, os orgaos foram lavados em agua corrente durante
40 horas e processada a inclusao em parafina e cortes com 12 mi
crometros de espessura. Em seguida os cortes foram submetidos

, ’
aos seguintes metodos:

3.5.2.1 - Aloxana-Schiff, para a evidenciagéo de grupos aminos li
vres (Yasuma e Ichikawa, 1953) com controle pela desami
nagao pelo acido nitroso (Lillie, 1958).

3.5.2.2 - Naftol yellow S (NYS) apos metilagao, para proteinas bés_i

cas (Deitch e Terner, 1965).

W
(@2
6o

2.3 - NYS apos metilagao e acetilacao branda para a evidencia
950 de lisina (Deitch e Terner, 196G5).

3.5.2,4 - NYS apos metilagEIo e acetilagato enérgica, para a detec
cao de histidina (Deitch ¢ Terner, 1965).

3.5.2.5 - Alfa-naftol-hipoclorito de sodio, para detecg.é'o de argini
na (Sakaguchi, 1925) com controle pela aéetilag:io ene’rgj
ca (Deitch e Terner, 1965).

3.5.2.6 - Reagente de Millon para tirosina (Bensley e Gersh, 1953)

com controle pela iodacao (Pearse, 1968).

w
w
Do
°
o |
i

Ferrocianeto ferrico para cisteina (Adams, 1956) com con

trole pela iodoacetamida (Barka e Anderson, 1963).

3.5.2.8 - Para evidenciagao de cistina fez-se bloqueio prévio dos
grupamentos sulfidrila da cisteina com iodoacetamida. Re
ducao com o acido tioglicolico dos grupos dissulfeto em
sulfidrila (Barka e Anderson, 1963) e repeticao do metodo
para cisteina segundo Adams (1956).

3.5.2.9 - Paradimetilaminobenzaldel’do em meio acido, para a de

teccao de triptofano (Lison e Pinheiro, 1960) com contro

le pelo acido perférmico (Toennies, 1942).
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3.5.3 - Acidos nucléicos (RNA)

Para a evidenciagao e posterior analise citofotome
trica da basofilia ergastoplasmatica (RNA), o mesmo material do
item 3.5. 2 foi utilizado neste estudo apos coloragao com o azul de
metileno 1074 M em tampao acetato 0,1 M (pH 4) durante 13 minu
tos. Para o controle fez-se a incuba¢ao de alguns cortes durante 2
horas a 379C em solugao de ribonuclease cristalina (Sigma) na con
centracao de 0,2 wmg/ml. Apds a digestao, os preparados foram

corados pelo azul de metileno.

O estudo quantitativo do material basofilo foi feito
atraveés do histofotometro Reichert no aumento de 800 vezes, utili
zando um filtro interferencial para 580 nanometros (nm). O dia
fragma situado adiante da célula t‘otométrica, tinha 1 milimetro de
diefmetro, o que permitiu efetuar medidas nos casos em que a subs
tancia basdfila se confinava a uma estreita faixa de citoplasma. Em
cada preparado efetuaram-se medidas em 40 celulas acinosas dife
rentes (1 medida para cada celula). As leituras foram expressas
em termo de densidade optica. Os valores obtidos foram referidos

como concentracgao da substancia basofila do citoplasma.

3.5.4 - Enzimas

Para o estudo histoquimico de enzimas foram sacri
ficados 24 animais divididos igualmente entre adultos e jovens de
ambos os sexos. Uma vez retiradas as glindulas salivares, as mes
mas sofreram diferentes processamentos técnicos de acordo com a

metodologia empregada.

Todas as reagaes foram acompanhadas dos respecti

vos controles pela ausencia do substrato do meio de incubacao.

O material destinado a deteccao de fosfatase acida
foi fixado em formol-calcio de Baker gelado, durante 18 horas, se
guido da imersdo dos fragmentos em sacarose-goma gelada por 48
horas e cortes em congela§a~o com 8 pm de espessura, segundo o mé
todo de Holt e Hicks (1961).



_14_

Para a investigagéo de loslatase alcalina, fragmen

tos de glandulas foram fixados em acetona gelada (49C) durante 6
A S ¢ 5

horas, em acetona a temperatura de 289C por 12 horas, inclufdos

em parafina e cortes de 8 pm, segundo Gomori, (1952).

As glandulas salivares destinadas a pesquisa de lac
to e malico desidrogenase, monoaminas oxidase, peroxidases, suc
cino desidrogenase, alfa-glican fosforilase ¢ adenosinas trifosfata
ses acidas nao foram fixadas previamente, mas cortadas em criosta
to, sendo os cortes com 4 pm de espessura tratados respectivamen
te pelos métodos de Wagmann e Sotelo (1962); Glenner, Burtner e
Brow (1967); Pearse (1968); Nachlas, Tsou, Souza, Cheng e Seli
gman (1957); Pearse (1968) e Wagmann e Bankowski (1960).

3.5.5 - Lipides

Para a pesquisa de lfpides foram sacrificados 10
animais, sendo 5 adultos (3 machos e 2 [émeas) e 5 jovens (2 ma
chos e 3 femeas). As glandulas foram dissecadas, fixadas em for
mol-calcio de Baker durante 18 a 48 horas, cortadas em micrdtomo
de congelagéo com aproximadamente 12 micrometros de espessura
e submetidas aos metodos do sudan black B e sudan IV (Lison, 1960)
para lipides em geral, O metodo do sullato azul do Nilo em meio
acido (Dunnigan, 1968) foi utilizado para a identil‘icagéo de L'osfoll’p_i

des e sua diferencia¢ao com acidos graxos livres e lipides neutros.

O controle das reacoes foi feito pela extrag¢ao dos

lipides pela piridina.

3.6 - Radioautografia

Para a realizacao deste método foram utilizados
apenas hamsters adultos, sendo 14 para cada sexo. Apos jejum de
40 horas os animais foram alimentados e receberam a injecao dos
precursores radioativos. Depois de determinados intervalos de tem
po, foram sacrificados pela inalacao de cloroférmio, e as glandulas
salivares retiradas.

Foram feitos dois tipos de experiencias:
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3.6.1 - Para a primeira experiéncia 16 desses animais foram sele
cionados, sendo 8 para cada sexo. Cada animal recebeu
3)1C por grama de peso corporal pela via intraperitonial de
L-leucina triciada (Radiochemical Centre) com atividade es
pecifica 35,9 C/mM. Esses hamsters foram sacrificados
em grupo de dois para cada sexo nos seguintes intervalos de
tempo, apos injecao: 0,30, 1,30, 3,00 e 7,00 horas. Uma
vez retirado o material, o mesmo foi fixado em formol-ace
tado de ealcio gelado a 49C durante 24 horas, segundo Leppi,
Spicer, Henson e Fioravanti (1967). Em seguida a fixacao,
os orgaos foram desidratados em alcoois de concentracoes
crescentes, diafanizados em benzeno e incluidos em parafi
na. Os cortes com espessura de 6 pm foram previamente
désparafinizados, hidratados, secos ao meio ambiente e co
bertos na camara escura, pela emulsao fotografica (Ilford
tipo K 5) em forma de gel, diluida ¢ agua destilada na pro.
porgao 1:1 e fundida a 459C. Em seguida os preparados fo
ram secos sob corrente de ar frio durante 1,30 horas e
guardados em caixa a prova de luz, com um agente desumi
dificante. Apés o perl'odo de exposig:io na g_eladeira a 49C,
0s mesmos foram submetidos a ac¢ao do revelador Kodak D
19b, lavados rapidamente em agua destilada e tratados com
fixador endurecedor Kodak I 5, seguindo-se 6 banhos em
a:gua destilada. Finalmente os cortes foram corados pela
hematoxilina-eosina, diferenciados na solugao a 1% de aci
do cloridrico em alcool 70% e submetidos a seqlléncia de
montagem: desidratacao em alcoois, oleo de cedro com

10% de xilol e resina sintetica (duas passagens).

De cada experimento fez-se 4 conjuntos de prepara
dos, os quais foram expostos por diversos intervalos de
tempo entre 37 a 120 dias.

O indice de incorporagao dos radioisétopos foi obti
do atraves da contagem dos graos de prata utilizando-se
‘uma ocular reticulada de 8 X e objetiva de imersao de 100 X.
Cada unidade de reticulo delimitou uma area de 81 }.1(1]2.



-16~

P d 4 3
Foram contados 20 reticulos nos acinos e nos duc
tos glandulares. Salientamos que todas as contagens foram
feitas ao acaso, nao sendo contados mais do que uma unida

Pl 14 »
de de reticulo no mesmo acino ou ducto.

O "background'" da emulsao, praticamente nulo, nao

foi subtraido das contagens feitas.

3.6.2 - Na segunda experiéncia, os 12 animais restantes, foram uti
lizados sendo 6 de cada sexo. Cada hamster recebeu 2 pC
por grama de peso corporal, também pela via intraperito
nial, de sulfato de s6dio-S3° livre de carregador ( Instituto
de Energia Atomica de Sao Paulo). Tais animais foram sa
crificados em grupos de dois para cada sexo nos seguintes
intervalos de tempo, apos a illjegéo: 0,30, 4,00 e 24,00 ho
ras.

Aobtengéo das glaAndulas salivares, o fixador, bem
como todo o processamento técnico do material foi o mes

mo utilizado no item anterior.

De cada experimento foram feitos 4 conjuntos de pre
parados tendo sido expostos por diversos intervalos de tem

po entre 21 a 120 dias.
3.7 - Bioquimica

Para a dosagem bioqufmica de acido ribonucléico
(RNA), acido desoxiribonucléico (DNA), acido sialico, hexosaminas,
protefna total e atividades da 1isozima,r DNase, succino desidrogena
se, amilase e protease, foram sacrificados 40 animais, sendo 20
adultos (10 para cada sexo) e 20 jovens (10 machos e 10 fémeas).
Logo apos a morte de cada animal as gléndulas salivares foram reti
radas, pesadas, congeladas e homogeneizadas a 10% em agua desti
lada com um homogeneizador de vidro e um pistilo de "teflon'. Faz
excegéo a dosagem de hexosaminas em que a homogeneizacao foi
feita em acido cloridrico 2 N a 2% para as gléndulas submandibular
e sublingual e a 5% para a parotida. Nos homogenatos eram imedia

. o . s i LA ”,
tamente dosadas as atividades enzimaticas, os acidos nucleicos, o
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acido sialico e as hexosaminas, ou entao os mesmos eram congela

dos a -2092C para uso posterior.

Para os diferentes tipos de dosagens a metodologia

empregada foi a seguinte:

3:7.1 =

*3.7.2 -

3.7.3 -

3.7.4-

. L4 .
Acidos nucleicos

Tanto o RNA como o DNA foram dosados segundo a
adaptacao dos metodos de Schmidt e Tannhauser (1945) e
Schneider (1945), apds hidrdlise alcalina (NaOH N) e fracio
namento pelo acido perclorico. Os resultados sao expres
sos em miligrama (mg) por grama (g) de tecido fresco. Lei

tura no espectrofotometro Zeiss em 260 nanometros (nm).

Acido sialico

Quantificou-se apenas o acido N-acetilneuraminico
(NANA), nao se pesquisando outros derivados do acido neu
raminico. Foi utilizado o método do acido tiobarbiturico
segundo Warren (1959), adaptado para pequenas aliquotas.
O resultado € expresso em miligrama por 100 gramas de te
cido fresco. Leitura no espectrocolorfmetro Beckman em
532 e 549 nm.

Hexosaminas

Dosadas segundo Boas (1953), apos hidrolise acida
(HCi 2 N) a quente. O produto de condensagao entre hexo
saminas do hidrolizado e acetilacetona em meio alcalino (pH
9,3 a 9,9) foi obtido em banho-maria a 909C durante 45 mi
nutos. O resultado e expresso em mg por 100 g de tecido
fresco. A leitura foi realizada no espectrocolori’metro Be

ckman em 530 nm.

Proteina total

Dosada segundo Lowry, Rosebough, Farr e Randall
(1951) apds hidrolise alcalina (hidroxido de sodio 1 N) duran
te 40 minutos a 379C. O resultado € expresso em mg por
grama de tecido fresco. Leitura no espectrocolorfmetro

Beckman em 650 nm.
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Lisozima

Quantificada segundo Shugar (1952), tendo sido utili

zado como substrato uma suspensao de Micrococus lysodei

. . . . b . ’ .
kticus, liofilizado em tampao fosfato comi cloreto de sodio
a pH 6, 2 durante 10 minutos a 379C. A atividade da enzima
r . .
e expressa e mg de muramidase por grama de tecido fres

. &
co. Leitura no espectrocolorimetro Beckman em 450 nm.

Desoxiribontclease (DNase)

Dose.da segundo Kurnick (1953), utilizando-se como
substrato D) A-verde de metila, em tampao Tris com sulfa
to de magné;;io a pH 7,5, durante 30 minutos a 379C. A ati
vidade da en:zima é expressa em unidades Kurnick por gra
ma de tecidc fresco. Leitura no espectrocolorimetro Beck

man em 640 nm.

Succino desidrogenase

Dosida segundo o metodo de Kun e Abood (1949), uti
zando-se como substrato o succinato de sodio em tampao
fosfato a pH 7,4 durante 15 minutos a 379C. A atividade es
pecifica da enzima ¢ expressa em Unidade por miligrama
de proteina (U/mg de proteina). Uma Unidade (U) de ativi
dade enziméatica corresponde a quantidade de micromoles do
substrato que ¢ liberada por minuto e por miligrama de pro

Il . b d
teina. Leitura no espectrocolorimetro Beckman em 580 nm.,

Amilase

Dosada segundo Sumner e Howell (1955), utilizando-
se o amido' como substrato em tampao fosfato com cloreto
de sodio a pH 6, 9 durante 30 minutos a 379C. A atividade
especffica da enzima é expressa em Unidade por miligrama
de proteina (U/mg de proteina). Leitura no espectrocolor_l'

metro Beckman em 520 nm.,
Protease

Dosada segundo o metodo de Anson (1938), tendo si

do usada como subsirato a caseina em tampao carbonato-bi
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carbonato a pH 9, 6 durante 1 hora a 379C. A atividade espe
cifica da enzima é expressa em Unidade por miligrama de
proteina (U/mg protei'na). Leitura no espectrocolorimetro

Beckman em 640 nm.

3.8 - Método estatistico

A estatistica dos resultados do peso corporal e pe
so glandular absoluto e relativo, histométrico, citofotométrico e bio
quimico obtidos em iodos os animais, foram analisados pela anali
se de variancia através dos coeficientes polinominais,segundo Lison
(1958). |

Devido a pequena amostragem e ao reduzido nume
ro de tempos escolhidos, os resultados radioautograficos foram tra
tados estatisticamente pelo teste "t'" de Student (Lison, 1958), consi
derando-se portanto as possiveis diferencas para cada um dos tem

pos isoladamente.

Em todos os casos foi estabelecido em 5% o limite
de significefncia.



4, RESULTADOS

4.1 - Peso corporal e glandular absoluto e peso glandular relativo

Os pesos corporais e os pesos glandulares absolu
tos e relativos das gléfndulas parotidas, submandibulares e sublin
guais de hamsters jovens e adultos de ambos os sexos encontram-se
na tabela 1.

A analise estatistica da tabela a seguir demonstra
que o peso corporal dos hamsters adultos é significantemente maior

que o dos jovens, enquanto entre sexos nao ha diferenca.

Cousiderando o peso absoluto das glandulas saliva
res estudadas, a parotida apresenta diferenca significante entre ani
mais adultos e jovens e das fémeas adultas em relacao aos machos
adultos. Na submandibular e sublingual nao ha diferencas entre se

X0S, mas os animais adultos possuem glandulas mais pesadas.

Poreém, como o peso relativo ¢ mais importante pa
ra tais considerag(Ses, podemos observar que para a glﬁndula parg'_
tida sao sempre signifiéantes as diferencas, tanto entre animais ma
chos e fémeas como entre adultos e jovens, com as fémeas apresen
tando os maiores valores. Para a submandibular so os animais f_é:
meas jovens apresentaram maiores valores que os machos jovens,
nao ocorrendo nenhuma variagao entre adultos e jovens de ambos os
sexos, bem como, entre machos e fémeas adultas. A sublingual
nao apresenta qualquer variagaTo no peso relativo entre animais de
sexos diferentes, mas nas féemeas adultas esta gl:indula demonstra

menor peso relativo que o das femeas jovens.



TABELA 1

MEDIAS E DESVIOS PADRAO DO PESO CORPORAL E GLANDULAR ABSOLUTO E PESO GLANDULAR RELATIVO DA PAROTIDA SUBMANDIBULAR E
SUBLINGUAL DE HAMSTERS JOVENS E ADULTOS DE AMBOS 0S SEXOS

PESO CORPORAL

EAMSTERS NO DE ANIMAIS PARCTIDA | PARCTIDA | SUBMANDIBULAR | SUBMANDIBULAR | SUBLINGUAL | SUBLINGUAL
) PESO PESO
(g) {mg) | RELATIVO (mg) PESO RELATIVO (mg) RELATIVC
. 44,45 76,20 G,157 73,40 0,165 21,40 0.044
JOVEM 7 (a) 10
+ 5,76 + 10,62 |+ C,01¢ + 6,46 + 0,016 - 4,16 + 0,01¢
i 39,05 74,80 0,199 78,80 0,202 26,60 0,071
JOVEM = (b) 10
+ £,18 + 4,7¢ + 0,027 - 9,63 + 0,035 + 3,39 + 0,035
. 1€3,9C 106,80 Gy 102 184,60 0,180 3e,4(C G087
ADULTC < (c) 10
+ 11,86 = 7.40 |+ 0,008 35,58 + 0,027 + 7,33 + §,067
10&,35 184,40 0,137 198,00 0,176 40,00 ;028
ADULTO L+ (d) 10
+ 13,86 20,16 + 5,014 + 26,46 + 0,022 +- 7,84 + 0,007
a x ns ns . ns S ns ns
PROEABILIDADE c x s 4 8 L i LL a3
(p) a x S S S ns S ns
b x S S S ns g S
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4,2 - Histologicos

4,2,1 - Em microscopia optica

4,2.1.1 - Cortes em parafina

Parotida

Apresenta em geral as mesmas caracteristicas es
truturais em todos os animais de sexos e idades estudados. Pelos
métodos de coloragoes rotineiras, trata-se de uma glafndula mista
com acinos serosos ¢ mucosos. Os acinos serosos pequenos e pre
dominantes, apresentam lume raramente percepu’vel e sao consti
tuidos por células de forma prismatica, com nucleo basal ovoide e
cromatina frouxa. Observa-se evidente basofilia ergastoplasmatica
de localizacao basal, porem mais acentuada nos animais adultos, en
quanto nas demais regioes do citoplasma verifica-se um material
granuloso (figs. 1 e 2). Entre as celulas acinosas evidenciam-se de

licados canaliculos (fig. 3).

Uma das caracteristicas histologicas principais do
orgao, € a presencga de grande numero de ductos intercalares longos
e ramificados que apresentam aspécto granuloso (figs. 1 e 2). Acham-
se revestidos de um epitelio cubico simples, com nucleo elipsoide

e cromatina pouco condensada.

Os ductos estriados estao revestidos por uma Unica
camada de células epiteliais cilindricas, com citoplasma acidofilo,
homogéneo e evidente estriacao basal. Os nicleos, de forma elipsé_i
de e cromatina frouxa, acham-se em geral, no terco medio da célg
la (fig. 3). '

Os ductos excretores sao constituidos de um epite
lio cilindrico simples ou raramente estratificado, com células de el
toplasma acidofilo e nucleo esferico de cromatina pouco condensada.
Envolvendo os ductos, conforme seu digrnetro, encontra-se varia;
vel quantidade de estroma.

Id ’r o, ] .
Alem dos acinos serosos, a glandula possui peque

- r Sy o3
na proporgao de volumosos acinos mucosos ""especiais' (AME), apre
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sentando celulas de citoplasma claro, com finas granulagoes acido
: » ’ ’ .
filas e grande numero de pequenos vacuolos. Os nucleos, de locali
zagéo basal, apresentam=-se achatados e volumosos com forma elip

soide ou irregular (fig. 56).

Submandibular

Trata-se de uma glr;ndula de aspecto mucoso com
dois tipos de acinos. Os mais abundantes, possuem lume reduzido
e nos hamsters femeas aparentam"ser maiores do que nos achos
de mesma idade. Estes acinos estao constituidos de células pirami
dais, em geral mal delimitadas, com citoplasma pouco granuloso e
acidofilo, possuindo porem inumeros pequenos vacuolos. No terco
basal, onde esta o nucleo de forma ovoide e cromatina frouxa, ha

uma discreta basofilia do ergastoplasina (fig. 4).

O outro tipo de acino (acino mucoso "especial'': AME)
embora pouco freqllente como na parotida, apresenta as mesmas ca
racteristicas estruturais dos acinos mucosos da glandula sublingual
(fig. 59).

Os ductos intercalares sao curtos, pouco ramifica

dos e menos numerosos e granulosos do que os da parotida.

Os ductos estriados modificados sao grandes, com
lume reduzido, e mais numerosos nos animais adultos (fig. 4). Es
tao formados de células altas com citoplasma cheio de granulacoes
com afinidade tintorial variavel. O alcleo, localizado no tergco ba
sal ou medio da célula, tem forma elipsoide e cromatina frouxa (figs.
5e 6).

Os ductos estriados e excretores sao semelhantes

aos descritos para a glandula pardtida.

Sublingual

Esta glandula apresenta, de modo geral, a mesma
estrutura entre os animais de sexos e idades estudados. ¥ mista,
com os acinos mucosos bem volumosos apresentando semi-luas se

4

4 & {4
rosas achatadas. Os acinos mucosos apresentam celulas com nu
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cleo basal pavimentoso e cromatina condensada, fraca basofilia ba
sal e evidente predominio de secrecao vesiculosa discretamente eo
sinofila (fig. 7).

As células das semi-luas apresentam nucleo basal
ovoide, com cromat:ina geralmente condensada. No citoplasma ob
serva-se discreta basofilia ergastoplasmatica de localiza¢ao basal
e nas demais regioe:s do citoplasma encontra-se um material granu
loso e acidolilo.

Os cuctos intercalares apresentam menor freqﬂég
cia que os estriados e excretores, mas todos tem estruturas seme

lhantes aos das glafn lulas ja descritas.

4,2,1,2 - Cortes er1 araldite

& P
Em nenhuma das glandulas estudadas com esta tecni

. . . ’ 0

ca ocorreu a oportunidade de se visualizar ductos excretores e aci

nos mucosos '"'espec .ais''.
L
Parotida

. ’
Conio para os cortes em parafina, tambem nesta des
W o B2 i Y, . 'S .
crigcao, a glandula parotida apresenta as mesmas caracteristicas es

. . . B ‘
truturais nas diferentes idades e sexos ja descritos.

Os w.cinos sao pequenos com lume pouco perceptl’vel
e células sem limites precisos. Nucleos ovoides de contorno irre
gular, cromatina frouxa e localizaggo basal. Citoplasma apresentan
do basofilia ergasto lasmatica e, no épice, grgnulos de secregéo
esféricos de coloracao azul, cuja concentragéo foi sempre mais

abundante nos anime.is adultos (fig. 8).

Os ductos intercalares sao numerosos, bem indivi

dualizados, com lume reduzido e mais intensamente corados do que
! - " ‘»

os acinos. Suas celulas sao cubicas, com nucleo central de forma

. ’, oy e P, s . .

elipsoide, e com basofilia ergastoplasmatica bastante intensa (fig.
14 -~ -~

8). Ha grande numero de granulos de secrecao de cor azul e de for
» » ; 3.0 . ‘u

ma esferica localiziidos na regiao apical do citoplasma. Estes duc

tos sao mais freqllentes e apresentam maior numero de granulos de

secrecao entre os animais adultos.
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Os ductos estriados sao discretamente corados. Es
= . . L sy P G ’ "
tao constituidos por celulas cilindricas com nucleos de forma elip
. . . = I . . .
soide, localizados em geral na regiao média. O citoplasma exibe
grande quantidade de estriagoes na regiao basal. Entremeadas com

. 4 ’ » . .
este tipo de celula, e em menor numero, ha outro tipo mais delga
. . r
do e com citoplasma mais corado que, contudo, mantem as mesmas

caracteristicas daquelas ja descritas (fig. 8).

Submandibular

Os acinos mucosos que predominam na gléndula
submandibular sao maiores do que os serosos da parotida, exibindo
muitas vezes um lume bem visivel. Os limites celulares sao pouco
perceptiveis. Nucleos ovéides de cromatina frouxa com unucléolo
evidente, estao localizados na regiﬁo basal da célula. O citoplasma,
bastante vacuolizado em quase toda a celula, apresenta grénulos de
secrecao e discreta basofilia ergastoplasmatica (fig. 9). O ndimero
de Vacﬁolos_e dos gréfnulos de secrec;afo parece ser respectivamente
menor e maior nos animais adultos do que nos jovens, sem variacao
entre sexos.

Os ductos intercalarcs sao observados com certa fa
cilidade, porém sao menos numerosos do que os da parotida. Em ge
ral estao constituidos de células cubicas baixas, com lume visivel e
_nucleos esféricos. O citoplasma, de moderada basofilia ergasto
plasmatica, apresenta alguns grétmlos de secrecao tambeém de for
ma esferica, de cor azul, e em menor quantidade do que os da par_ci
tida (fig. 9).

Os ductos estriados modificados sao numerosos, pou
co corados e de lume reduzido. Acham-se constituidos de células
cilindricas, com ntcleos de forma elipsoide e de cromatina frouxa
localizados em diferentes alturas na célula em geral encontrados
na parte media. No terco apical das células observamos granulos
de secrecao de forma esférica e de cor azul. A diferenga signifi
cante que ocorre nesta estrutura € 0 seu maior numero nos animais
adultos (figs. 9 e 10).



- 9B~

Os cuctos estriados apresentam estrutura semelhan
. - P u . ‘ .
te a descrita na glandula parotida; todavia, em algumas celulas exi

bem granulos na regiao apical.

Sublingual

' Os ¢ cinos da sublingual sao volumosos, muito pouco
. . . “ o .
corados, com lume reduzido e limites celulares bem visiveis. En
. Lé
contram-se associadis com celulas que, em forma de crescente, for

mam as semi-luas serosas.

As celulas acinosas sao prismaticas com nucleo de

cromatina condensada rechacado na base da célula. O citoplasma
da celula com relativa basofilia basal, acha-se preenchido por va
cuolos esféricos de varios tamanhos. Tudo leva a crer que alguns
estao coalescidos, dando origem a vacuolos grandes e irregulares
(fig. 11).
' As células das semi-luas apresentam=-se bastante
coradas, com nucleos de cromatina pouco condensada e forma ovoi
de, situados na base da celula. O citoplasma apresenta-se intensa
mente basdfilo e cheio de granulos esféricos de secregao  corados
em azul, 2

Os ductos intercalares e estriados, quando presen
tes, apresentam as mesmas caracteristicas estruturais descritas

na glandula submandibular (fig. 11).

4,2.2 - Em microscopia eletronica

No estudo das glandulas salivares maiores de hams
ter ao nivel da microscopia eletronica serao descritos todos os com

~ -~ L
ponentes do adenomero a excegao do ducto excretor e dos acinos mu

cosos "especiais''.

As descrigoes que se seguem sao validas tanto para

animais jovens e adultos, como para os dois sexos. Qualquer dife
. ’ . .

renga julgada relevante sera devidamente salientada durante a des

crigao.
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Parodtida

Aciio: os dcinos da pardtida estao envoltos pela la
mina basal e acham-se formados por celulas prismaticas. Nestas,
a membrana plasma:ica nao apresenta invaginagGes na base, porem
nas regioes laterais emite projegcoes que se interdigitam com as das
celulas vizinhas for nando canaliculos intercelulares com alguns mi
crovilos. Proximo 1o lume do acino deixam de ser vistas as inter
digitacoes da memb 'ana e observam-se os desmossomos e comple
xo unitivo (figs. 12 2 13). Na regiao apical, a celula acinosa emite

» - i r .,
grande numero de n icrovilos para o lume do acino.

» 1 d o L4 -
O nicleo da celula acinosa esta situado no seu ter
¢o basal, tem forme esférica, contorno irregular e na maioria das
’ r = ’ >
vezes apresenta um so nucleolo. A cromatina e de eletrondensida
e ¢ . Ty . ’> .
de variavel, sendo porem maior na regiao junto ao envoltorio nu

clear (fig. 12).

No :itoplasma das celulas acinosas podem ser des
critas as seguintes zaracteristicas: as mitocrondrias com sua es
trutura tfpica, em geral de forma ovalada ou alongada, estao locali
zadas quase sempre ao redor do nucleo. O retfculo endoplasmatico
granular, bastante desenvolvido na regiao basal da célula, e consti
tuido por vesiculas ichatadas regularmente dispostas em fileiras pa
ralelas (fig. 14). Ielativamente poucos ribossomos se encontram
livres na matriz cit )plasmética; o complexo de Golgi, com a sua es
trutura classica, acha-se sempre entre o nucleo e a regiao apical
da celula. Esta corstituido de vesfcula achatada com dilatagoes sa
culiformes nas extr:midades. O restante do citoplasma esta ocupa
do quase totalmente por granulos de secregao de diferente morfolo
gia e densidade eletronica. Estao situados desde a regiao supranu

clear ate o apice da célula, onde sao mais numerosos (figs.12e 15).
Foram registrados os seguintes tipos de granulos
de secrecao:

o -~
1. Granulos de meror eletrondensidade homogenea, onde se encon
« 7 . .
tra finissimo poitilhado escuro, estando regularmente envoltos

por uma membrana (fig. 16).
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2. Granulos de elet;ondensidade variada, onde sao observados gru
mos irregulares de forte eletrondensidade, alternados por re
gioes homogéneas e menos eletrondensas (fig. 16).

3, Granulos que apiesentam uma regiao fortemente eletrondensa de
limitada por outia em forma de crescente, de menor eletronden
sidade (fig. 14).

4, Granulos que exijem zona de fort{ssima eletrondensidade em for
ma de crescente delimitada por regioes de baixa eletrondensida
de (fig. 17). "

5. Granulos que ap: esentam uma regia-.o central, menos eletronden
sa, circundada por outra de maior eletrondensidade (fig. 18).

6. Granulos que mostram maior eletrondensidade homogénea g gen
tral, em torno da qual, aparecem zonas de menor densidade ele

tronica (fig. 19).

Ducto intercalar: O ducto intercalar é formado por

dois tipos de células cubicas: uma clara, de menor densidade ele
tronica, e outra escura, de maior eletrondensidade e mais freqien
te, embora apresen.em, em geral, as mesmas caracteristicas es
truturais.

As :elulas escuras mostram nucleo grande, situa
dos no seu terco medio ou basal, de forma esférica e contorno irre
~gular. A cromatin: apresenta areas de forte densidade eletronica

apenas junto ao envoltorio nuclear (fig. 20).

Na regiao basal e membrana plasmatica mostra-se
lisa, nas regioes laterais forma interdigitagoes e desmossomos (fig.
21) e na apical emite microvilos. O citoplasma exibe um reticulo
endoplasmatico granular mais desenvolvido na base da celula, sen
do constituido por vesiculas achatadas, dispostas em fileiras para
lelas. Raramente pode-se observar, na zona supranuclear, um com
plexo de Golgi de aspecto caracteristico. Ha grande nimero de gra
nulo de secrecao esférico com apreciavel densidade eletronica ho

-~
mogenea.

Ducto estriado: O ducto estriado esta constituido

de dois tipos celulares devido a diferentes eletrodensidades. Foram
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denominados de célilas claras e celulas escuras apresentando tam

'd . .
bem, quase sempre, as mesmas caracteristicas estruturais.

As células tem forma prismatica, circundam um lu
me amplo para onde se projetam curtos microvilos. Na regiafo ba
sal das células, a membrana plasmatica emite invaginagoes profun
das alcangando a regiao nuclear., Ha interdigitagoes laterais entre
células vizinhas até a regiao apical, quando entao sao substituidas

por desmossomos.

B » . P g
Um nucleo ovoide esta localizado na parte media da
. ’
célula, A cromatini. € menos eletrondensa para as celulas claras

4
quando comparada com a das celulas escuras.

As nitocondrias sao numerosas, tem a forma alon
gada e muitas criste s, Embora distribuidas por toda a célula, loca
lizam=-se principaln ente nas regi5es basal e méedia, entre as invagi
nacoes da membrana plasmatica. Verificam-se muitos ribossomos
livres no citoplasme e raras vesiculas de reticulo endoplasma'.tico
granular. Alguns grafnulos de reabsorcao de forma esférica e ele
trondensos podem ser observados na regi:;o apical da célula (fig.
22),

Submandibular

Acino: Os acinos da glandula submandibular sao
constituidos por celulas prisma{ticas. A sua membrana plasmética
de modo geral nao zpresenta invaginacoes na base mas nas regioes
laterais emite projecoes que se interdigitam com os das celulas vi
zinhas, formando os canaliculos intercelulares que sao mais eviden
tes nos animais jovens (figs. 23 e 24). A medida que as membra
nas laterais se aproximam do lume do acino, desaparecem tais in
terdigitacoes e surgem os desmossomos. Na regiao apical a mem
brana forma curtos microvilos para o lume do acino. As celulas aci
nosas apoiam=-se sobre lamina basal que envolve também as células

mioepiteliais, com as quais estao em contato (fig. 23).
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A célula acinosa tem nucleo bastante eletrondenso,
de forma e contorno irregular, rechacado em sua‘base. As profun
das invaginagoes na superficie do nicleo contém reticulo endoplas
matico granular, gr;;nulos de secregé'o e mitocondrias (figs, 23 e
24).

O citoplasma das células exibe granulos de secre
cao situados da regiao supranuclear para o apice, onde sao bastante
numerosos. Distinguem=-se dois tipos principais de gréfnulos: um
claro, de eletrondensidade homoggnea com fino pontilhado escuro,
a semelhang¢a do tipo 1 descrito na parotida; o outro, apresentando
uma regiao mais eletrondensa delimitada por outra de menor ele
trondensidade em forma de crescente, a semelhanca do tipo 2 da pa
rotida. Estes grefnulos revestidos por membrana s:io, contudo, me
nos eletrondensos do que os referidos na glandula pardtida (fig. 25).
As mitocondrias, ovoides ou alongadas, com a sua estrutura tl'pica,
acham-se espalhadas pelo citoplasma, principalmente na base das
celulas.

O complexo de Golgi encontra-se em varios locais
da regiao justanuclear. Apresenta vesicula achatada com dilatagoes
saculiformes nas extremidades. O reticulo endoplasmatico granu
lar encontra-se principalmente na regiefo basal da .(':élula, porem €
menos desenvolvido do que o de células acinosas da gléfndula parc;t_i
da (figs. 23, 24 e 25).

Ducto intercalar: Os ductos intercalares apresen

tam as mesmas caracteristicas estruturais ja descritas em glandu
[N . . ’. .
la parotida, o que pode ser facilmente constatado pela analise das

figuras 26 e 27,

Ducto estriado modificado: Esta constituido por

! L4 ’ i .
celulas colunares, com nucleo esferico ou ovalado, com cromatina

de forte eletrondensidade situado na regiao media da célula.

o, ’
A membrana plasmatica na base da celula, em con
o o N % . e ’
tato com a lamina basal, apresenta invaginagoes profundas ate o

14 . I4 -~ .
terco medio da celula. Lateralmente, as ceélulas estao associadas
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. P = 4 Mad ' - . ‘
por interdigitagoes :.te a regiao apical onde sao substituidas por des
g ’ . .
mossomos e complexo unitivo proximo ao lume. Observa-se ainda
a presenca de microvilos na parte apical, notadamente em animais

jovens (figs. 28 e 29).

O citoplasma das celulas do ducto estriado modifica
do € caracterizado principalmente pela grande quantidade de gréfng
los de secrecao de forte eletrondensidade homogénea (fig. 28). Digno
de destaque € a enorme variabilidgde na forma destes grafnulos, im
possibilitando mesmo uma descrigéo mais pormenorizada dos mes

mos (" Inset" da fig. 28).

O reticulo endoplasmatico granular e pouco desen
volvido, porem verificam-se muitos ribossomos livres no citoplas
ma. Hia muitas mitocondrias de forma alongada distribuida essen
cialmente pela zona basal e media da célula, entre as invaginag5es
da membrana plasmatica. Alguns lissosomos podem ser evidencia
dos.

Raramente o complexo de Golgi foi visualizado e,

. 14 i ’
quando presente, localizou-se proximo ao nucleo.

Ducto estriado: Os ductos estriados apresentam

as mesmas caracteristicas estruturais jé descritas na glafndula pa
rotida (fig. 29).

Sublingual

Acino: Os acinos sao formados por celulas prismé
ticas que limitam um lume estreito (fig. 30). Sao circundados por
células em forma de crescente, conhecidas como semi-lua serosa
(fig. 32).

As células acinosas estao apoiadas numa lamina ba
sal que envolve também as celulas mioepiteliais, com as quais es

tao em contato (fig. 32).

A membrana plasmatica freqllentemente nao apre
senta invaginag5es na base da célula, estando em contato com a la
mina basal ou com um prolongamento da célula mioepitelial. Nas

[ng . 4 sp? . .
regioes laterais observam-se desmossomos e e dificil a visualiza
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cao de canaliculos intercelulares, enquanto na face apical observam=

se raros e curtos microvilos.

_ o) niicleo, de forma alongada e de contorno irregu
lar, encontra-se rechacado na base da celula. A cromatina tem for
te eletrondensidade, principalmente junto ao envoltorio nuclear (fig.
31). As invaginacgoes na superficie do nicleo contém, alem do reti

culo endoplasmatico granular, mitocondrias e granulos de secrecao.

O c:toplasma da celula esta quase totalmente preen
chido de grafnulos de secreg:zio, delimitados por uma membrana,
constituidos de um material homogéneo de baixa eletrondensidade e
de forma filamentosa. Freqllentemente, os gréfnulos coalescem dan
do origem a acumulos de secrecao (fig. 31). Nos raros espacos el
toplasmaticos deixados entre os grafnulos, observa-se o reticulo en
doplasmatico granular, mitocondrias, ribossomos livres e raras
cisternas de reticulo endoplasmatico agranular. O complexo de
Golgi constituido de vesiculas achatadas encontra-se em varias re

gioes do citoplasma.

Semi-lua: As celulas das semi-luas estao em con
tato com as celulas mioepiteliais ou apoiadas sobre uma lamina ba
sal. A membrana plasmatica € lisa na base da célula, mas nas re
gioes laterais forma interdigitacoes com as membranas de celulas
' vizinhas, delimitando alguns canaliculos intercelulares com micro
vilos. Estes canaliculos atingem o espaco intercelular das celulas

-~ »
mucosas, onde o produto de secrecao e langado.

O nicleo das células das semi-luas localiza-se na
base, tem em geral a forma ovoide e cromatina de média eletron
densidade, principalm'ente‘junto ao envoltorio nuclear. No citoplas
ma é observado o reticulo endoplasmatico granular, varios ribosso
mos livres, algumas mitocondrias e, notadamente, grande numero
de gréfnulos de secrecao de diferente eletrondensidade delimitados
por fina membrana (fig. 32). Estes gra‘fnulos apresentam como ca
racteristica principal uma parte central eletrondensa circundada por

4 E o N g
uma area delgada de menor densidade eletronica, embora possam
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ocorrer raras exceches (fig. 32), Sua estrutura assemelha-se gros
seiramente ao gréfnulo do tipo 6 descrito para a gléfndula parotida.

.  , 14
O complexo de Golgi e encontrado proximo ao nucleo

I'd . s .
como vesicula achatadas com dilatacoes saculiformes.

Ductos intercalar e estriado: Por apresentarem

. . »: & . g
as mesmas caracteristicas estruturais da glandula parotida nao se
rao novamente descritos e/ou ilustrados. Contudo, deve-se ressal

. = 9 » v
tar que 0Os ductos intercalares sao rarissimos.

Células mioepiteliais

Embora seu estudo nao esteja dentro do objetivo
deste trabalho relatamos que, quando visualizadas, as seguintes ca
racteristicas podem ser descritas: sao ramificadas, com os prolon
gamentos envolvendo as celulas acinosas e/ouas das semi-luas.
Apresentam nucleo alongado com superficie irregular e cromatina
de forte eletrondensidade na zona do envoltorio nuclear. No cito
plasma ¢ observado, além das mitocondrias e ribossomos livres,

» [4 . v 7 . .
um numero razoavel de miofilamentos e vesiculas de pinocitose.

A descrigao de aspectos do mioepitélio na glandula

. » . A . L . » =
sublingual e devido a sua maior freqllencia neste orgao.
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4,3 - Histométricos

Os resultados obtidos pela analise histométrica das
glefndulas salivares parétida, submandibular e sublingual de hams
ters jovens e adultos de ambos os sexos encontram-se agrupados na
tabela 2 onde utilizou-se as seguintes abreviacoes: AS = acino sero
so; AM = acino mu:oso; SLS = semi-lua serosa; DI = ducto interca
lar; DE = ducto esiriado; DEM = ducto estriado modificado; DEx =
ducto excretor; j = jovem; A = adulto; ns = nao significante e S =
significante.

A znalise da tabela 2 mostra que:
Parctida

a) O parénquima acinoso ja esta estabelecido desde 25 dias de vida
pc;s—natal, quando o percentual e igual ao do adulto, e sem qual
quer dimorfismo sexual.

b) Ha evidente variagéfo nos ductos intercalares, da ordem de 4 a 6
vezes a favor dos animais adultos em relacao aos jovens, embo
ra sem variacao entre sexos.

c) As variagoes significantes para os ductos excretores correm mui
to provavelmente por conta da altura do corte histometrado, con
forme pode ser verificado pelo desvio padrr-:{o da media dos ani
mais adultos fémeas.

d) As glafndulas dos animais jovens sao mais frouxas, considerando-
se que o grande percentual do estroma cai pela metade dos ani

mais adultos.

No global os dados mais significantes sao: nao ha
variag(;es no parénquima glandular entre sexos, tanto nos animais
jovens como adultos; apesar de evidentes variagoes histométricas
para o estroma e para os ductos intercalares, entre jovens e adul

r o, »
tos, a percentual dos acinos e a mesma.

Submandibular

e " . ’ . . » »
a) O parenquima acinoso, como ocorre com as parotidas, ja esta es

tabelecido desde os 25 dias de vida pos-natal, quando o percen
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tual é igual ao do adulto, e sem qualquer dimorfismo sexual.

b) Os ductos intercalares nos animais machos ja estao definidos
desde os 25 dias em proporgGes semelhantes, o que nao ocorre
entre as femeas. Para estas parece haver um atraso na diferen
ciagao, pois entre animais jovens as fémeas tem menos ductos
que os machos, e somente entre animais adultos desaparece es
ta diferenca.

c) Os ductos estriados modificados nao demonstram diferencga entre
sexos, tanto nos jovens como adultos. Contudo, para ambos os
sexos e significante a diferenga entre adultos e jovens. Este mes
mo fenomeno foi obtido para os ductos intercalares das gla}ldulas
parotidas.

d) O estroma diminui sua percentagem com a idade demonstrando

que a glandula torna-se mais compacta no adulto.

Em sintese, pode-se deduzir que: ndo ha variagdo
no parénquima glandular entre sexos nos animais jovens e adultos;
ha evidente variacao entre adultos e jovens na percentagem dos duc
tos estriados modificados; apenas entre adultos e jovens femeas ha

variacao na percentagem de ductos intercalares.

Sublingual

A analise dos resultados demonstra que embora a
tabela mostre alguns valores significantes para os acinos, ductos in
tercalares e estroma, tudo leva a crer que quase todo o parénquima
ja esta definido nos animais jovens, da mesma forma que nenhuma
variagao entre sexos foi observada. A diferenga mais relevante
ocorre entre animais adultos e jovens em relacao as semi-luas se

rosas, mais evidentes nos primeiros.



TABELA 2

JEDIAS E RESPECTIVOS DESVIOS PADRAO DA RELAGCAO HISTOMETRICA DOS COMP(
(ENTES DAS GLANDULAS PAROTIDA, SUBMANDIBULAR E SUBLINGUAL DE HAMSTER
| JOVENS E ADULTOS DE AMBOS OS SEXOS
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JOVEM (j)

X RUPO ADULTO (A) PROBABILIDADE (p)
GLANDULA ‘
ESTRUTURA| ¥ ? o L |FixtildAx ¢ Al ix FAIR jx!
62,48 64,72 62,50 66, 58 ns ns ns ‘ ns
A T 700t 2 61]t4,46|%5,52
3,04 |, 2,00] 12,20 11,52 | ns | ns |.8 |S
« S T 1,00%o0,89|%2,67|% 4,00
a
£ DE ,10,80 1  7,20) 8,82| 8,60 ns ns ns ns
© t'3703| T 293t 1.26|7% 0,60
> DEx , 072|008, 2,12/ 0,70 s | .8 § |'s
t o,66|/%0,18]L@e,63| % 1,06
22,40 | 24,00 .10,98| 12,64 | ns | ns |8 |.8
Estroma | +77'g4 | T 57213 347|382
54, 00 60, 72 59,72 60, 32 ns ns ns ns
o T 5 93T 4 02|t 3,70 %5, 95
3,44 1,44 4,96 3,58 S ns ns S
g DI T o72|%o0.96|%f1,64|F% 1,08
<
= 10,00 | ,12,16 | ,19,68| ,19,10 ns ns S S
= DEM T 9’33t o6 |t 4 04|t 2,34
—
o) ;
= 4,48 | 4,40, 2,24| . 3,24 | us| ns |8 s
S DE T oo |t 152t 1.35|% 1,22
o
5 0,32 0,32 0, 26 0,38 ns ns ns ns
7 Dex T o033|%o0,52]%0,37|7% o0 11
27,92 | 19,36 | .11,68| ,15,36 | ns | ns | S S
Esiroma T 432 |t s 01|t 4,10] %3, 27
56,08 | 63,36 | 70,64 67,92 | ns | ns | S ns
A T'931| L7 08|% 2,54 4,38
1,36 | . 1,600, 3,92| . 4,16
SLS to7s|tolagft1az| 180 S| B8 | S
o]
< 0,76 | 0,48 . 1,76| , 1,60
2 DI tos|Toss|tooz|fire]| 8| o8 | S S
z
=l
a 3,44 4,56 7,12 5; 52 ns ns ns ns
- i T ooalt 131 1%3 79| % 1,86
w0
0,98 . 0,321 . 0,56| , 0,80
DEx fous|Zosalto s Toag| V8| B8 (BB TR
28,52 | 24,08 .11,44]| ,19,36
Estroma X 4 40 + 5 24 + 3 56 T 5 11 ns ns S ns
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4.4 - Histoquimicos

Todos os resultados histoqufmicos acham-se acom
panhados das respectivas reagSes de bloqueios, e encontram=-se ex
postos nas varias tabelas apresentadas adiante. Nestas tabelas fo
ram utilizadas as seguintes abreviacoes para as estruturas: AS =
acino seroso; AM = acino mucoso; SLS = semi-lua serosa; DI
= ducto intercalar; DEM = ducto estriado modificado; DE = duc
to estriado; DEx = ducto excretor. Para a intensidade das rea
¢ées: ++ = positividade forte; + = positividade media; t+ = po

sitividade fraca; =— = negativo. O asterisco (¥) significa estrutu

ra nao observada.

A andlise dosachados nas glandulas salivares parg
tida, submandibular e sublingual foram baseados no estudo dos po
lissacarfdeos, proteinas e aminoacidos, acidos nucleicos (RNA), en
zimas e lfpedes. Os resultados aqui expostos compreendem ani

mais adultos e jovens pertencentes a ambos os sexos.

4,4,1 - Polissacarideos

Todos os resultados obtidos foram agrupados nas
tabelas 3, 4, 5 e 6.



MACHO JOVEM

TABELA 3
RESULTADOS HISTOQUIMICOS DE POLISSACARIDEOS EM GLANDULAS SALIVARES DE HAMSTER

PAROTIDA SUBMANDIBULAR SUBLINGUAL
METODOS
AS DI DE |IDEx | AM | DI |IDEM| DE |Dex |SLS |AM | DI |DE |DEx
- PAS + |+ - - ++ | * ++ | - =+ |+ X - -
Acetilagé'o + PAS = = = = = * - = = = = * = -
AB pH 2,5 + ¥ - - +4 | * - - - - |+ | % - -
AB pH 0, 5 - - - -]+ | % - | - -1 - + | * - -
Acetilagao + 3 B N B ~ ™ B B _ B N & B B
ABDpH 2,5
Reacao da Benzidina + + T - + * o = - - ¥ * = =
Hidrolise Acida + B " N g = | B B B B " . - -
ABpH 2,5
AB + PAS PZZ};’ b i i b S T TR Gl R N 5 -
++ - - | ++ ++ | - - |+ - -
Amilase + PAS # + - . + * £ | = - + + * 2 =
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TABELA 4
RESULTADOS HISTOQUIMICOS DE POLISSACARIDEOS EM GLANDULAS SALIVARES DE HAMSTER

FEMEA JOVEM

PAROTIDA SUBMANDIBULAR SUBLINGUAL
METODOS
AS | DI | DE |[DEx | AM | DI |DEM| DE |[DEx |SLS | AM | DI | DE | DEx
PAS + | = - | ++ | % ++ | - - ++ | ++ | * - -
Acetilacao + PAS - = - - - * - - B - - * - -
AB pH 2,5 + + - - + ot * - - - - ++ * - -
AB pHO,5 = - - = + * - - - - + * - =
Acetilacao +
= = = - o * - = - - - * - -
ABpH 2,5
Reacao da Benzidina + + - = #* * - - - - + * - -
Hidrolise Acida + _ + ~ ~ 5 . ~ ~ ~ ~ N . B n
AB pH 2,5
AB + PAS AB 4 3 = & + % * + - - - | ++ * - -
PAS ¥ % % - - ¥ +4 - - o # " -
Amilase + PAS + - - + * + - - + + * - -
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RESULTADOS HISTOQUIMICOS DE POLISSACARIDEOS EM GLANDULAS SALIVARES DE HAMSTER

TABELA 5

MACHO ADULTO

PAROTIDA SUBMANDIBULAR SUBLINGUAL
METODOS
AS | DI DE |DEx§ AM| DI |DEM| DE |DEx |SLLS| AM| DI | DE |DEx
PAS + ++ = - +4 * +F = - ++ | +% X - -
Acetilaggo + PAS - - - - - * - - - = = * - -
AB pH 2,5 + + = = il * - - - - o+ 4 * - -
AB pH 0,5 - - - - + * - - - = 4 * & -
Acetilacao +
- - = = = % - - - - - % - =
ABpH 2,5
Reacao da Benzidina + + = - + * - - - - + * - -
Hidrolise Acida + . . ) N . ) ) ) 2, ) N
AB pH 2,5
AB +* + | - - ++ * + - - - + 4+ * - -
AB + PAS
PAS &+ - - + + * ++ - - + + - -
Amilase + PAS i + = - + * + - - + + * & =

_Of7-



TABELA 6

RESULTADOS HISTOQUIMICOS DE POLISSACARIDEOS EM GLANDULAS SALIVARES DE HAMSTER
FEMEA ADULTO

PAROTIDA SUBMANDIBULAR SUBLINGUAL
METODOS
AS DI DE |[DEx | AM| DI |[DEM| DE | DEx§SLS| AM | DI | DE |DEx

PAS + ++ | - - ++ | * [ ++ - - P+ | 1| % - -
Acetilagao + PAS = - - - - * - - - - - * ., -
AB pH 2,5 4 + - - ++ ¥ - - - - +% * = -
AB pH 0, 5 -1 -1 -] - £ % | = f =« =§ =1 %] ] =] -
Acetilacgao + B B B N B * _ ~ . . - *« - -~
AB pH 2,5
Reacao da Benzidina + & - - + * - - - - + * - -
Hidrolise Acida + B 5 B - 21 % - ~ - _ + 5 - _
ABpH 2,5 ‘

AB - - ++ * = - = o * = =
AB + PAS PAS 4 ) ) L . ) L i .
A_milaSe + PAS % + - - + * + - - 4 + * = -

-'[f;..
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Com a metodologia empregada, foi evidenciado po
lissacarideo neutro nos a{cinos, semi-luas serosas, ductos interca
lares (quando observados) nas tres g1£ndulas estudadas e nos ductos
estriados modificados das submandibulares. Maior intensidade de
reagao foi obtida nos ductos estriados modificados da submandibu
lar e acinos mucosos da sublingual dos machos adultos do que nos
das fémeas de idéntica idade (figs. 33, 34, 35 e 36), o mesmo nao

acontecendo com os animais jovens.

A detecgao de polissacarideos acidos foi consegui
da com o emprego do método do alcian blue pH 2,5 em todos os aci
nos das gla'[ndulas parotida, submandibular e sublingual (exceto as
semi-luas) e ductos intercalares da parotida. Observou-se nos ani
mais adultos, menor intensidade de reagao nos acinos da submandi
bular dos machos do que nos das femeas (figs. 37 e 38), enquanto
0s acinos mucosos da sublingual parecem exibir maior  intensida

de de reagao nos animais machos (figs. 39 e 40).

. ~ .
Os acinos da submandibular de femeas jovens rea
giram com mais intensidade ao alcian blue do que os dos machos de

mesma idade (figs. 41 e 42),

Foi demonstrada a presenca de polissacarfdeo a’c_i
do sulfatado, baseada apenas no resultado da benzidina, nos acinos
e ductos intercalares da parc;tida, pois foram negativos os resulta
dos ao alcian blue pH 0, 5 e ao controle pela acetilagéo mais alcian
blue a pH 2,5. A reagéo da benzidina, associada aos resultados po
sitivos ao alcian blue pH 0, 5 demonstrou a presenc¢a da mesma subs

tancia nos acinos da submandibular e sublingual.

. 5 { * - 0
Com o emprego da hidrolise acida, o acido sialico

ficou evidenciado em todas as celulas acinosas das tres glandulas.
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A presencga do glicogenio, ao usar-se o meétodo do

PAS com o controle pela amilase salivar, ficou patenteada nos duc
N W v . s

tos intercalares da parotida, acinos e ductos estriados modificados

. . . .
da submandibular e nos acinos e semi-luas da sublingual.

A associagao dos métodos de alcian blue com o

PAS, veio nos permitir a obtengé'o de resultados referentes a pre
. » . . 'd ° .

dominancia de polissacarideos neutros ou acidos, ou de ambos, nas

diversas estruturas glandulares.

O predominio da rea¢ao ao alcian blue em relacao
» . ’ . B "
ao PAS e evidente nos acinos mucosos da sublingual, tanto nos ani
A " F ’ .
mais jovens como adultos. Este predominio e ainda observado nos
’ . . = . r .
acinos da submandibular de femeas adultas e jovens, e nos acinos

da parotida de machos jovens.

Foi detectado predor.ni'nio do PAS ao nivel dos duc
tos estriados modificados na submandibular e nos ductos intercala

res da parétida de todos os animais estudados.

4 5 L4
A unica estrutura que neste metodo mostrou-se

exclusivamente PAS positiva foi a semi-lua da sublingual.
As células mucosas especiais existentes nas glan

dulas parotida e submandibular comportaram-se histoquimicamen

r . .
te como os acinos mucosos da sublingual.

4,4,2 - Proteinas e aminoacidos

Todos os resultados obtidos foram agrupados na
tabela 7.



TABELA 7

RESULTADOS HISTOQUIMICOS DE PROTEINAS E AMINOACIDOS EM GLANDULAS SALIVARES DE HAMSTERS JOVENS E

ADULTOS DE AMBOS OS SEXOS

PAROTIDA SUBMANDIBULAR SUBLINGUAL
METODOS

AS | DI | DE | DEx| AM| DI |[DEAX| DE |DEx|SLS| AM| DI | DE|DEx
Grupo amino — aloxana-Schiff. ++ | +4 # & e + ) #F £t + - - + - -
Desaminacao + aloxana-Schiff - - - - - - - - - - = * = =
Argininat Sakaguchi Fi f el ++ | ++ + + + ++ | ++ + - * + +
Acetilacao enérgica+ Sakaguchi - - - - - - - - - - = * - &
Tirosina: Mlillon + - + * - + ++ + + + - * + T
Iodacao + Millon - - - - - - - - - - - * - &
Triptofano: DAAB-unitrito - + = - - - + 4 e = - 5 = . = =
Acido perférmico + DAIAB-nitrito - - - - - = = = - - - = = .
Cistefna: Adams = f 2 - = S N R = _ : _ ~ . ~
lodoacetamida + Adanis - - - - = = = - - z - = = =

Cistina: iodoacetamida + acido N ) ) ) n M
tioglicolico + Adams ' o B - - N - & - -
Proteinas basicas: Naftol Yellon S (NYS) ++ 4 ++ ++ | ++ 40 % | % | wd ++ | 1 - * + £
Metilagao + NYS S = B B B S MR B S RS - =
_isina: wmetilagac + acetilacao B B B ) - B B R B - ) 2 i B

branda + NI S - - ' - = = i - =

Histidina: ?ueeti};i%z(); 1\':gggtllagao N & $ + + " % " " ; ~ 2 N .

-FP-
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Baseados nos varios métodos histoqufmicos e res
pectivos bloqueios, ficou demonstrado que todas as estruturas das
gléfndulas salivares, (exceto acinos mucosos da sublingual), tanto
nos animais adultos como jovens, apresentaram positividade para

0S8 grupos amino, arginina, lisina e histidina.

Para tirosina apenas os acinos das submandibula
res e sublinguais nao apresentaram positividade. Por outro lado,
verificou-se maior intensidade de'reacao nos ductos intercalares
da parotida (fig. 43) e ductos estriados modificados da submandibu

lar.

Intensas reag5es foram observadas para triptofano,
cistefna e cistina tauto nos ductos intercalares da pardtida e sub
mandibular, ducto estriado modificado da submandibular, como nas
semi-luas serosas da sublingual (figs. 44 e 45). Os acinos da sub
mandibular e sublingual foram negativos ao triptofano, mas os da pa

. o . .
rotida apresentaram discreta reacao positiva.

Os resultados histoquimicos para proteinas em ge
. ’ . - .
ral e para aminoacidos nao demonstraram nenhuma diferen¢a entre

animais de sexo e/ou idades diferentes.

4,4.3 - Acidos nucléicos (RNA)

Verificamos a presenca de RNA citoplasmatico em
todas as celulas acinosas das diferentes glé:ndulas, bem como nas se
mi-luas serosas da sublingual e ductos intercalares da parotida.
Esse RNA acumula-se principalmente no polo basal das células. Na
tabela 8 e no grafico 1 sao apresentados os resultados das medidas
c_itofotométricas da concentragao da basofilia citoplasmatica devida
ao RNA em ceélulas acinosas da parc;tida, submandibular e sublin

gual de hamsters jovens e adultos de ambos os sexos.



TABELA 8
MEDIAS E DESVIOS PADRAO DA CONCENTRACAO RELATIVA DO MATERIAL BASOFILO (CORAVEL

PELO AZUL DE METILENO 1 x 10-4M pH 4,0 E REMOVIVEL PELA RIBONUCLEASE)DAS CELULAS

ACINOSAS DAS PAROTIDAS, SUBMANDIBULARES E SUBLINGUAIS DE HAMSTERS JOVENS E ADULTOS
DE AMBOS OS SEXOS

BASOFILTIA

HAMSTERS | GRUPOS DENSIDADE OPTICA EXPRESSA EM UNIDADES ARBITRARIAS
PAROTIDA SUBMANDIBULAR SUBLINGUAL

JOVEM & (a) 0,235 + 0,055 0,317 + 0,073 0,284 + 0,041
JOVEM § (b) 0,345 + 0,048 0,266 + 0,050 © 0,277 + 0,075
ADULTOJ" (c) 0,456 + 0,110 0,300 + 0,075 0,333 + 0,050
apuLTO £ (d) 0,400 + 0,101 0,261 + 0,055 0,279 + 0,068

= axb S S ns

<

2 cxd S S S

-

==

g _u axec S ns S

m N

8 b x d S ns ns

A

-9%-
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A analise estatistica dos valores agrupados na tabe
la 8 demonstra que a basofilia ergastoplasmética dos acinos da pa
rotida € significantemente maior nos animais adultos em relacao
aos jovens. Entre sexos, enquanto jovens as fémeas preuouiinam so

bre os machos e quando adultos, o quadro se inverte,

Na glandula submandibular a diferenca significante
ocorre apenas entre sexos, sendo maior nos machos, sem qualquer

variacao entre jovens e adultos.

Contudo, na glandula sublingual, embora a basofilia

acinosa seja semelhante entre animais femeas jovens e adultas, ob
I . -~

serva-se que nos machos adultos ha maior concentracao de ergasto

plasma do que nos jovens, bem como do que nas femeas adultas.

@) gra’fico 1 oferece maior facilidade na comparagato
entre diferentes valores das diferentes glé.\ndulas-.

4,4,4 - Enzimas

Todos os resultados obtidos foram agrupados na ta
bela 9. ' '



TABELA 9

RESULTADOS HISTOQUIMICOS DE ENZIMAS EM GLANDULAS SALIVARES PAROTIDA, SUBMANDI
BULAR E SUBLINGUAL DE HAMSTERS JOVENS E ADULTOS DE AMBOS OS SEXOS.

SUBMANDIBULAR

PAROTIDA SUBLINGUAL (a)
METODOS

AS DI | DE |DEx| AM| DI IDEM| DE |[DEx{| AM| DE |DEx
Lacto desidrogenase + + +4+ | ++ + * ++ ++ | ++ + ++ Joe
Malico desidrogenase + + | ++ |+ ] x|+ - # 1 +# 1 #+ ]| ++
Adenosino trifosfatases acidas pH7,4]f - ~ - - - * - - = = - =
Fosfatase acida ++ ++ + + + * + + + + + +
Fosfatase alcalina - - - - - * - - - = = =
Monamino oxidase + + T + + * - + + - + +
Peroxidase - - - - - * - - - - - -
Succino desidrogenase # + | ++ | ++ + * I+Ho)| ++ | ++ | + ++ | ++
Alfa-glican fosforilase % + ++ | +4 + * ++ | ++ | ++ + + + ++

©
1

o
1l

reagé.'o menos intensa nos animais jovens.

a espessura dos cortes nao possibilitou observacao precisa de resultados nas semi-luas.

_81'7_
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A tabela 9 demonstra que todas as estruturas dos
adenomeros das tres glﬁndulas salivares foram positivas aos varios
métodos para a deteccao de enzimas, com excecoes das adenosino
trifosfatases acidas, fosfatase alcalina e peroxidase, cujos resulta

dos foram negativos.

» " & 14 "
Convem salientar ainda que os acinos mucosos da
. - . ’ .
sublingual reagiram negativamente ao empregar-se a tecnica para

a evidenciacao de monoamino oxidase.

Com excecao da fosfatase acida e da monoamino oxi

spe s - . . . ’

dase, a positividade das reagoes para a alfa-glican fosforilase, ma
lico, lacto e succino desidrogenases foi sempre mais intensa ao ni

vel do sistema de ductos (figs. 46, 47 e 48).

A histoquimica de enzimas nao possibilitou nenhu
ma diferenciacao entre animais de sexos e/ou idades diferentes, a
nao ser para a succino desidrogenase que foi mais intensa nos duc
tos estriados modificados dos animais adultos em relagao aos jo

vens.

Intensa positividade de reacao de fosfatase alcalina
foi verificada apenas ao nivel das células mioepiteliais da glandula

submandibular dos animais de diferentes idades e sexos.

4.4,5 - Lipides

Com os metodos empregados na identificagao des
sas substancias, os resultados obtidos para as gléndulas parc;tida,
submandibular e sublingual de hamsters jovens e adultos de am

bos os sexos, encontram-se na tabela 10.



TABELA 10

RESULTADOS HISTOQUIMICOS DE LIPIDES EM GLANDULAS SALIVARES PAROTIDA, SUBMANDIBU
LAR E SUBLINGUAIL DE HAMSTERS JOVENS E ADULTOS DE AMBOS OS SEXOS.

PAROTIDA SUBMANDIBULAR SUBLINGUAL
METODOS

AS DI DE | DEx| AM| DI [DEM DE |DEx|SLS | AM| DE |DEx

SUDAN BLACK B ++ ++ - - + + + - - + + - -

PIRIDINA E SUDAN BLACK B| - - - 2 - - - - - - _ - -

SUDAN IV ¢ + ++ 1 %+ + Y + + 4 + # | = lad [+s

PIRIDINA E SUDAN IV - - - - - - - - - - - = -

SULRATO SEVE DOMHES lypbgs [ = | »] ¢ | eb od = - f ol €)= | =

PIRIDINA E SULFATO AZUL
DO NILO AcCIpO

...Og-
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Da ..1terpretaga~o dos resultados, depreende-se que
todas as estruturas ;landulares, tanto de animais jovens como adul
tos de ambos os sex)s, contéem material 1ip1'dico, conforme os resul

tados do Sudan Blac: B e principalmente pelo Sudan IV (fig. 49).

Ao mpregar-se o metodo do sulfato azul do Nilo
em meio acido para a identificacao de fosfolipides, verificou-se for
te reacao positiva nos acinos e ductos intercalares das parotidas
(fig., 50). Moderada reagao positiva ocorre nos acinos, ductos inter
calares e estriados modificados das submandibulares, e acinos e se
mi-luas serosas das sublinguais de todos os animais. Os ductos es

triados e excretores apresentaram sempre resultados negativos.

= K ” ¥ P4 E »
Para os lipides as reacoes histoquimicas tambem
se comportam de forma semelhante entre os animais de sexo e/ou

idades diferentes.
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4.5 - Radioautograficos

4,5,1 - Leucina-H3

Os resultados das contagens dos radioautogramas
acham-se agrupados na tabela 11. Para favorecer ainda mais as
comparagEes destas contagens foram elaborados os graficos 2, 3 e
4,

Os resultados contidos na tabela 11, quando dispos
tos nos gra{ficos 2, 3 e 4, demonstraram que a curva de incorpora
cao de leucina-H3 ¢ a mesma entre animais machos e femeas na
gle'fndula parotida, submandibular e sublingual, embora o fenomeno
seja nitidamente superior na parotida. Importante é o fato dos duc
tos intercalares e os acinos da parotida apresentarem um indice de
incorporacao semelhante (fig. 51). Porém, para a glindula subman
dibular dos animais machos a sintese protéica € predominante (exce
to apos 30 minutos) nos acinos, quando comparados com os ductos
intercalares ou estriados modificados. Esta mesma interpretacao
nao pode ser apiicada para as fémeas, pois somente apos 1,30 ho
ras a incorporacgao -nos acinos foi significantemente maior do que

nos ductos acima referidos.

Interessante resultado pode tambem ser verificado
nos acinos das tres glindulas estudadas. Na parétida, a maior in
corporagao de leucina-H3 ocorreu 1,30 horas apos a injecao, en
quanto o mesmo fato se verificou, respectivamente, apés 3,00 e
7,00 horas para as gla?ndulas submandibular (fig. 52) e sublingual
(fig. 53).

Por outro lado, em todos os tipos de ductos a maior
incorporagafo do isétopo sempre foi obtida 1, 30 horas ap‘o's sua admi

nistragao.



TABELA 11

\IDIAS E RESPECTIVOS DESVIOS PADRAO DA INCORPORACAO DE I_.EUCIZ\'A-H3 EN DIVERSOS TEAMPOS (0,30, 1,30, 3,00 E 7,00 HORAS) NAS GLANDULAS
» SALIVARES MAIORES DE HAMSTERS ADULTOS DE AAMBOS OS SEXOS.

GRUPO |’ MACHDO FEMEA | PROBABILIDADE (p
SLANDULAS :
esTrReTERY 05 206 1,30 3, 00(c) 7, 00(4)] 0, 30(e)| 1,30 (1|3, 00(g)| 7,000} 2 x el bxt|exg|dxh| ASxDif ASxDI [ 1SuDIf AsxDIf AsxDIf ASxDI| ASxDI| 18501
= - . (z) (b) {c) (d) () (f) (g) (g)
a 41,12 47,67 38,60| 19,27) 37,45 22,67 32,65| 17,42 us| ns| ns | ns
g : Tig o6 o 05|t 2,05| T2 51ff19,41] £z 08| 4, 60| To.10
= us s s us s us ns S
9 DI L 27,10 |.46,12].32,47| 16,50} .31, 27| 37,97 |,32, 27] 25, 94
& £2erad [P 58 |00 To| Tia0] 0s g | £ 0t [T 5 Ts| £a110 ] ns| ws| ns | ns
a 5,42 13,25] 10,15 _ 9,05) .7,22| 10,62 7,57 6,60
DE Ty,er |1 7i| 48] Y014 To,17 0,30 | T1 24| 1,55 US| ©vS| vs oo
. 10,01 | 21,95 21,0¢]| ae,7a) 11,64 18,14 | 21,88] 17,66
o Al T3,00|t0,00| 0,55| T2,85)¥5,42{% 2,07 | %2, 00 %8, 1o} 18] us] G| -weq , i
< i us S S S ns S ns ns
< , . = :
2! 7,04 33 _7,93| _7.26).6,e0| 10,29 | 6 78] 6,02 e
@ B L0, 68 3 EURSY BRLO T BN RO R RS TR Bl B Bl
) 3, 62 sl 9,18] _6,49], 6,15 10,72| 9,33] 3 93 \Sx 15y |AS
8,67 gl 8, _B,48}) . 6,15 , 72 5 55 93 A ASy JASx
= DE A T g 32| T166| To, 26} T 162 T 1,00 Ts a9l fiLiof] ms| ms| mS | TS nr | prolpE
= : (a)ug ] (bySlie) S
@
2 DE L7458 a2,55) 10,45 e,z2) e10f se2| g,22| 692 N .
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4.5.2 - Sulfato de sddio-83°

Os resultados das contagens dos radioautogramas
acham-se agrupados na tabela 12. Para facilitar a comparac_;io en
tre os dados contidos na referida tabela, foram ainda elaborados os
graficos 5, 6 e 7.

Os resultados sobre a incorporacao de sulfato inor
gafnico radiativo contidos na tabela 12 e distribuidos nos graficos 5,
6 e 7T demonstram que todas as gl"afndulas salivares estudadas estao

envolvidas na sintese de mucosubstancias sulfatadas.

Para a glandula pardtida nao ha diferenca significan
te entre sexos nos elementos dos adendomeros estudados. Contudo,
ha em ambos oS sexos e em todos os tempos, uma grande significafg_
cia na diferencga de incorporacgao entre os ductos intercalares e os

acinos, com grande predominé‘ncia dos primeiros (figs. 54, 55 e 56).

Na glafndula submandibular as diferencas sao signi
ficantes na incorporagé{o do sulfato, na grande maioria dos tempos,
entre os componentes do adenomero de animais machos e fémeas,
sempre com predomfnio dos primeiros (figs. 58 e 60). Por outro la
do, em ambos 0s sexos e em todos os tempos, ha -significante dife
renga na incorporacao de acinos e ductos intercalares, mas ao con
trario da parotida, sao os acinos que apresentam os maiores valo
res.

Para a gléfndula sublingual, onde os acinos mucosos
apresentam maior incorporagafo em relagéo aos ductos estriados
(fig. 62), nao ha difereng¢as significantes entre animais de sexos di
ferentes.

A analise global sobre a incorporacao de sulfato de
sodio radioativo evidencia que nas tres glafndulas, tanto o sistema
de acinos como de ductos, apresentaram o mesmo tipo de curva com
o maior indice de incorporacao ocorrendo 4, 00 horas apds a inje
cao (figs. 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 62 e 63).



'DIAS E RESPECTIVOS DESVIOS PADRAO DA INCORPORAGCAO DE SULFATO-3

TABELA 12

NAS GLANDULAS SALIVARES MAIORES DE HAMSTER ADULTOS DE AMBOS OS SEXOS.
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4,6 - Bioquimicos

Os resultados quantitativos relativos aos acidos nu
cléicos (RNA - DNA), acido sialico, hexosaminas, proteina total,

DNase e lisozima estao agrupados na tabela 13,

A concentragao do RNA € signilicantemente maior
. . - ’ . g 14
nos animais adultos e nao ha variacao entre sexos em qualquer epo
-~ > . ’ -
ca para as glandulas parotida e sublingual, havendo alem disso na

. 4 £
submandibular tambem predominio nos machos adultos.

O DNA apresenta praticamente o mesmo comportamen
to do RNA nas gléndulas submandibular e sublingual. Para a parotida
0os animais adultos apresentaram valores maiores que os jovens, bem
como os animais fémeas predominan sobre os machos. Porém a rela
¢ao RNA-DNA que precisa melhor a interpretagao para os acidos nu
cléicos, notadamente o RNA, demonstra semelhanca na parétida e sub
lingual entre sexos e idades diferentes ocorrendo diferenca significa:g
te na glafndula submandibular entre animais adultos e jovens de ambos

0S sexos. . ) , . .
A concentracao do acido sialico na glandula paroti

da é maior nos hamsters adultos em relacao aos jovens, nao haven
do diferenga entre sexos. Para a glandula submarndibular a Unica
diferenca significante ocorre entre machos e femeas adultas com
maior concentragao nas ultimas. Na gléfndula sublingual nenhuma
diferenga significante foi obtida, quer entre sexos ou idades diferen

tes. -
A concentragao das hexosaminas na glandula paroti

da nao varia entre sexos. Porem, ha evidencias significantes de que
nos dois sexos os animais adultos apresentam valores inferiores aos
2 " ~ o, ’. ) ~ ~

jovens. Esta interpretacao e integralmente valida para as tres glan

dulas salivares estudadas.

-~ y 2N o~ .
A concentracgao proteica total nao apresenta varia
goes entre sexos sendo contudo, sempre significantemente maior em

todas as glandulas salivares dos animais adultos.

Resultado semelhante & valido para a DNase no que

se refere a glafndula parotida, salientando-se que a atividade desta
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. . RS ’ eq s ~
enzima esteve abaixo da sensibilidade do metodo utilizado na glandu

la submandibular.

(S
No presente trabalho, nem na parotida e nem na

submandibular, foi evidenciada atividade para a lisozima.

Os resultados sobre a atividade especifica das enzi
mas digestivas amilase e protease, bem como da enzima respirato

ria succino desidrogenase estao apresentados na tabela 14.

A atividade proteolitica, embora predominante na
gl£ndu1a parotida em relacao a submandibular, foi semelhante em

-~ . . .
cada glandula quando correlacionados os sexos e as idades entre si.

Praticamente o mesmo resultado foi observado pa
ra a succino desidrogenase, exceto que na submandibular a sua ati
. P ’ . . . e .
vidade especifica e maior nos animais adultos em relagao aos jo

vens do mesmo Sexo.

A atividade especilica da amilase é significantemen
te maior na parotida dos hamsters adultos em comparagzio aos jo
vens. Por outro lado, embora nao haja diferencga entre jovens de
sexos diferentes, na fase adulta o animal macho apresentou maior
atividade. Para a gléndula submandibular nenhuma diferen¢a signi
ficante foi observada entre as quatro variaveis, sendo salientado po
rém que sua atividade amilolitica € bem inferior a da gléndula parg'
tida.



TLETLA 13
MEDIAS E RESPECTIVOS DESVIOS PADRAO DA CONCENTR 3¢ 10 DOS ACIDQS NUCLEICOS E SIALICO, HEXOSAMINAS, PROTEINA TOTAL,
LISOZIMA E ATIVIDADES ENZIMATICA DA DESOXIRIBONUCLEASE NAS GLANDULAS SALIVARES, PAROTIDA (P), SUBMANDIBULAR (San

E SUBLINGUAL (SL) DE HAMSTERS JOVENS E ADULTOS DE AMBOS OS SEXOS. ‘

D
u , e O e G 2 R ., B}
A HAMSTER JOVENS J’; JOVEXNS +’ | ADULTOS O ADULTOS + PROBABILIDADES (p)
laLiNnt LAs L Sal SL. P S)I SL. B SAI SL P SM P SAl SL
Y| criros A B C D E F G H I J L AL
RN A 7,27 G, 63 , 13 3 35 6,71 3, Tk 20,391 23,15 3,406 2418 13,35 53 A ns [BxEans|CxFuns
. T 9 f + -5 i : £ Lo T 3 4 :3 33 + ) + e T < 163 sx Jns fHx L S I xias
{ /a) 1,98 0, 96 ‘O 32 0, 6 1 0, i3 3, 41 3 1,82 2, 1,1 1 \xGS IBxHS |cx1 s
DxJdS |[ExLS |FxALS
. - = 5 s = 5 - l\xDS |IBxEns|CxFns
y 9 99 2 1B : ; > 44 9 2 9 44 g 70 1 9 Z .
DN A +d,4_ _D,.,V +_,6<3 —L—L,«%O ;‘),)t B , 24 T:,LL +1_ 29 ¢‘~J:, ] B L4 Lo . v 23 5% 7s Hng T % M ns
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LRI ‘ 2 ‘ ’ ‘ ’ ’ DxJS [ExLS [Fx S
\xDns |[BxEns|CxFns
RNA/DN:A 2,09 1,13 1, 23 2,14 1, 21 1,17% 2,77 1,388 1,34 2,63 1, 90 1,68 GxJns |HxLns|I xMas
+ + . o +, £oooab * + =t + + =] = -+ AxGns |BxHS |Cx I us
(g / - 9 -0, 186 -0.38 | - 2= i - 3 = 3ot =0, 2 - + ~ - - -0,49 [ 5
ng/g) 10,91 0,16 0,39 | =0,45|-0,19] -0,13 0,33 ;210,86 0, 0, 051-=0.49 |y Ins [ExL § |[Fxilns
i ] - AxDns|BxEns|CxFns
Acido Sialico] 178,19} 985,11 | 1.753,29) 146,35{933,171.603,58] 312, 17| 275, 28(2.115,42} 331,66 §1.032,17]2.052,72|Gx Jns |[HxL S |I xMres
» tin paltias g [ E gl Ton aoldan ~alt 124 g Zyo 05 Iea salTiao sl Tee o lToq: 36l Tags ol xGS (BxHns|CxIns
(!I)g,‘1°0g’) -12,41)-105, 15 67,35} -26,00] 156,73 162,91 12,05 '3, 24]-430,33 63,00 113,16 415,73 DxJS [ExLas |5 xMns
2 AxDns|BxEns|CxFus
Hexosaminas 139, 10} 244,10 521,00 193,60] 299,60 557,00 150,40 126,00 344,40f 117,90 132,70} 316,200 Gx Jns{HxLns|I x1ins
x: o ey Y, 3 E S g T S
(mg/100g) | 52, 40| T17,50| T113,70f f12,30] 35,00 ¥123,30] T30,20{%49,10] T21,60] T20,70| £ 19,30 Forg0|2xCS |BxESICxT S
DxJS |ExL Fxlils3
) . o N L . AxDuos] BxEag CxFuas
Proteina Total 33, 44 18,02 22,20 .40,60 43,69 22,84 535,93 62,82 35,19] 64,31 55,79 27,50 G:: J;ts H;Lns Iz T &
(mg/g) To,79) Le,57| L 500l D741 Ta,e8 Ts.3a] Toss3) fo,57) L1376 Horal fs,07 f13,12) Axc S| BxESIORIS
DxJ3|ExLSIFxMS
AxDns
DXNase 479, 85 139,41 1.263,20 & 1.323,60 _ * Gx Jns
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</ 8 243, , g : DxJ S
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- ABAIXO D) SENSIBILIDADE DO METODO
%.7A0 DOSADO



TABELA

14

MEDIAS E RESPECTIVOS DESVIOS PADRAO DA ATIVIDADE ESPECTIFICA (U/mg DE PROTEINA) DA SUCCINO DESIDROGENASE, AMILASE
E PROTEASE NAS GLANDULAS SALIVARES PAROTIDA (P) E SUBMANDIBULAR (SM) DE HAMSTERS JOVENS E ADULTOS DE AMBOS 0S SEXOS

8 HAMSTERS JOVENS O JOVENS @ ADULTOS O ADULTOS @ PROBABILIDADE (p)
<
é GLANDULAS p SM p SM p SM p SM p SH
; ,
2 GRUPOS A B C D E F G H
‘ AxC ns | BxD ns
SUCCINO DESl 0,0251 0,0228 0,0196 0,0206 0,0284 0,0296 0,0248 0,0279 ExG ns | FxH ns
DROGENASE 0,0087 - 0,0037 0,0036 0,0023 0,0052 0,0045 0,0067 0,0064 AxE ns | BxF S
CxG ns | DxH S
AxC ns | BxD ns
AMILASE 0,2796 0,1738 0,2576 0,1500 0,8082 0,2033 0,4484 0,1656 ExG S FxH ns
0,0470 0,0270 0,0710 0,0470 0,1170 0,0600 0,1510 0,0490 AxXE S BxF ns
CxG S DxH ns
) AxC ns | BxD ns
PROTEASE 0,0289 0,0154 0,0223 0,0120 0,0203 0,0145 0,0181 0,0125 ExG ns | FxH ns
0,0118 0,0106 0,0074 04,0017 0,0062 0,0000 0,0008 0,0035 AxE ns | BxF ns
CxG ns | DxH ns




5, DISCUSSAO

O peso corporal dos hamsters adultos (90 a 100 dias
de vida) e significantemente maior do que o dos hamsters jovens (25 a

30 dias de vida), sem que ocorra diferencas entre sexos.

O peso absoluto das glé:ndulas salivares maiores, pa
rotida, submandibular e sublinguaﬂ, tambem foi sempre significante
mente maior para os animais adultos em comparac;:;o aos jovens, ha
vendo variagao entre sexos apenas entre pardtida de animais jovens
a favor das fémeas. Considerando a localizagao topografica desta
gléfndula e notadamente nos animais jovens quando se apresenta ain
da mais difusa, é prova’vel que esta diferenca seja devido a vari_al

. ’ . X ~
veis tecnicas durante a disseccgao.

O peso corporal e o peso absoluto da submandibular
tendo sido 2,5 vezes maior nos animais adultos em relacao aos io
vens, € resultado absolutamente coincidente com os de Sreebny,
Meyer, Machem e Weinmann (1955) para o rato. Os dois roedores
apresentam pois, a mesma curva de crescimento para as estrutu
ras citadas.

Ainda importante sao os dados que refletem a parti
cipagafo do peso para cada uma das glafndulas, no peso corporal do

animal, ou seja, o seu peso relativo.

Para a glandula sublingual e submandibular, a sua
relag:é'o com a massa corporal e praticamente semelhante apc;s 25

dias de idade do animal e para qualquer dos sexos.

4 0 L
Exatamente o contrario ocorre com a parotida, on
. 4 . epe .
de o peso glandular relativo e sempre significantemente diferente
A . .
quer se compare adultos e jovens (com predominio dos primeiros)

~ ’ . ’ .
ou machos e femeas (com predominio das ultimas).

Estes resultados demonstram que, apesar do aumen
to nos pesos corporais e glandulares absolutos, a sublingual e a sub
mandibular apresentam a partir dos 25 dias a mesma propor(;a—.o en
tre massa glandular e corporal da existente do animal adulto, o que

na parotida difere com os sexos e idades diferentes.
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O peso relativo da submandibular é 2,5 vezes maior

que o da submandibular do rato (Perec, Houssay, Peronace e Harfin,
1965) mas € inferior ao da submandibular do camundongo (Bauer,
1972), e o da sublingual € 3 vezes superior ao da sublingual do rato
(Perec e col. 1965). |

Embora entre hamsters e ratos adultos o0s pesos
glandulares absolutos sejam semelhantes, a diferenga no peso glan
dular relativo e devido exclusivamente ao fato do peso corporal do
rato ser superior.

Entretanto, considerando as gla’fndulas salivares
maiores do hamster, a submandibular e a sublingual sao, respecti
~vamente, as que apresentam a maior e menor massa glandular em

relacao ao peso corporal.

Os resultados histologicos em microscopia Optica
(cortes em parafina) para as tres gléndulas salivares do hamster
sao basicamente concordantes cou os da literatura, notadamente
quanto ao enfoque em relagafo as caracteristicas particulares dos

ductos intercalares. Certas compara«;c;es podem ser realizadas.

Quanto a pardtida e submandibular, embora a gran
de maioria dos autores as descrevam estruturalmente como serosas
puras, este trabalho confirma a presenca de acinos miucosos confor
me os dados de Chauncey e Kronman (1964) e Fava de Moraes(196Y).
Tanto na parétida como na submandibular, embora em pequena pro
porgao, sua presenca e fregllente e sugere que nao seja somente de
vido a uma contaminagéfo virotica (citomegalia) como foi sugerido

por Chauncey e Kronman (1964).

. 4
Para a sublingual tambem observou-se sua estrutu
ra mista, caracterizada pelas semi-luas serosas associadas aos
» s . ‘
acinos mucosos, o que discorda de Boerner-Patzelt (1956) que a de

nominou mucosa pura, mas confirma outros autores.

A caracterizacao de um dimorfismo sexual na estru
tura das glandulas salivares, notadamente no submandibular de roe
dores, nao foi visualizada no hamster, o que confirma as observa

g5es de Devi e Jacoby‘(1962 b). Neste aspecto, um resultado diferen
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cial foi obtido por Musil e Kittel (1968) no comportamento da subman

dibular de hamsters em hibernacao.

Importante, a nosso ver, foia confirmagéo de que
para o hamster de qualquer sexo, a submandibular entre 25 a 30
dias jé apresenta os mesmos componentes estruturais presentes na
glafndula do adulto (Devi e Jacoby, 1966). Este quadro reflete uma
precocidade na diferenciagao dos ductos estriados modificados quan
do comparado com a submandibular do rato (Alvares, 1972) mas una
semelhanga com a do camundongo (Gabe, 1956)., Entre os animais
jovens, apesar dos ductos estriados modificados apresentarem estru
tura semelhante aos presentes na glé‘ndual submandibular adulta, e

. o » 4 . = .
evidente o seu maior numero nesta ultima fase.

. ’ . . . 3
A sublingual tambem ja possui sua estrutura defini
da aos 25-30 dias, coincidindo na sua diferenciac¢ao com a de outros

roedores como por exemplo o rato (Leeson e Booth, 1961).

Da mesma forma, a semelhanga da gléndula parét_i
da aos 25-30 dias com a do animal adulto, concorda com os traba
lhos de Gabe (1956) para o camundongo e Villa (1968) para o rato.

Os resultados estruturais da observagao em micros
. » . . ) .
copia optica dos cortes em araldite foram praticamente os mesmos
1 . 2 »
daqueles ja descritos para os preparados em parafina. Porem, a re

solugao sendo melhor, possibilita a observacao mais detalhada.

Em todas as glafndulas salivares, e principalmente
na parotida, os ductos intercalares destacam=-se em relac_;szo aos de
mais componentes do adendmero, pois possui forte baéofilia
ergastoplasma{tica e grande concentragafo de grénulos de secrega.fo.
Nos ductos estriados torna-se relevante a possibilidade de distin
guir-se dois tipos de células, claras e escuras, fato que nao & evi

dente nos cortes em parafina.

Na glandula submandibular destaca-se a possibilida
de de se diferenciar facilmente vacuolos e granulos de Secrecao nos

acinos mucosos.
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Na glafndula sublingual a forma, tamanho e aspectos
de coalescéncia dos vacuolos secretores sao evidentes. Da mesma
forma, a estrutura das células das semi-luas serosas apresentam
bem discriminados os territorios da basofilia ergastoplasmatica e

dos granulos de secrecao.

Saliente-se que as glefndulas salivares do hamster
nao foram estudadas anteriormente nestas condig(;es, havendo ape
nas uma documentagéo por parte de Shackleford e Wilborn (1968) pa
ra os acinos mucosos da glgndula sublingual, que coincide com os
nossos resultados.

A existéncia de dois tipos de células nos ductos es
triados das gléndulas salivares maiores do hamster demonstra um
resultado semelhante ao ja descrito para os ductos excretores da

submandibular do rato (Tamarin e Sreebny, 1965).

Obviamente com a microscopia eletronica os aspec
tos estruturais das gléfndulas salivares puderam ser muito melhor
observados.

As celulas acinosas da glefndula parotida apresentam
todas as caracteristicas tipicas relacionadas com a sintese protéica
exportavel. A diversidade da ultra-estrutura dos grafnulos_ de secre
g:r:o foi sempre constante. Contudo, um aspecto comum a todos os
grafnulos e o fato de que apresentam sempre duas zonas de eletron
densidade diferentes que se interrelacionam de seis maneiras dife
rentes.

O polimorfismo dos granulos de secregcao em glah
dulas salivares tem sido descrito e correlacionado com diferentes
aspectos histofunéionais (idade da glafndula, atividade secretora, ac;zio
de farmacos, etc.) por va"rios autores (citacoes em Alvares, 1972)
sendo necessarios ainda outros estudos para consolidar uma relagzio

direta entre a forma do granulo e a causa que a determina.

A freqUéncia em que estas seis formas aparecem nas
celulas acinosas da parotida nao € a mesma para todos os tipos de
grﬁnulos, sendo os grafnulos de tipos 1, 3 e 4 os mais constantes, en
quanto os dos tipos 2, 5 e 6 sao mais raros. Destaca-se que embo

ra fatores tais como fixagao, incidencia de corte no granulo, etc. se
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jam ponderaveis, os nossos resultados foram reproduziveis nos ca
sos estudados. Por outro lado, a caracterizacao das duas zonas
com diferentes eletrondensidade nos granulos tem sido correlacio
nada com a composicao quimica dos mesmos. A zona mais eletron
densa identificando a parte protéica e a zona menos eletrondensa, a

parte glicidica (Luzzato, Procicchiani e Rosati, 1968).

O mesmo aspecto de duas zonas no grafnulo de se
crecao nas celulas acinosas da pardtida do hamster tambem ja foi
referido para os dois tipos de grénulos presentes na parotida do ra
to (Rutberg, 1961).

As células acinosas da submandibularr apresentam
caracteristicas de sintese protéica exportével e de mucinas, com
maiores evidéencias em relagé'o a estas ultimas substéfncias', 0 que
concorda com Flon (1973). Embora os granulos de SeCl"e‘\'éO apre
sentem diversidade estrutural, apenas dois tipos forani constantes
nos casos estudados e sempre apresentando as duas zonas de ele
trondensidade diferentes. O mesmo resultado foi obtido para os grgﬁ
nulos da submandibular de hamster témea por Dorey e Bhoola (1972 a),
tendo estes autores caracterizado unm dimorfismo scxual em relac;efo
aos gréfnulos de secre(;é'o dos animais. machos que ‘ap’r'esentam tros
zonas de eletrondensidade diferentes. Iste resultado nao foi coniir

mado no presente trabalho.

A ultra-estrutura e organiza¢ao molecular das di
versas partes componentes de um granulo de secre¢ao, entre glafnd_u
las de uma mesma especie animal ou enire diferentes cspecies ani
mais, foi considerada ainda por Dorey ¢ Bhoola (1972a) como sendo
de maior relevancia para a compreencao das funcoes secretoras

das celulas acinosas.

Na glandula sublingual as células acinosas apresen
tam caracteristicas ultra-estruturaiétfpicas de células mucosas, con
forme padroes gerais ja descritos para glandulas salivares mucosas
de outras espécies (Shackleford e Wilborn, 1968). Seus granulos de
secregéb caracterizam-se pela uniformidade na baixa eletrondensi

dade, pela evidente forma filamentosa Jdo seu conteudo e freqliente
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coalescencia intracitoplasmatica. Esta coalescencia dos grénulos
de secrecgao € caracteristica em celulas mucosas (Kim, Nasjleti e
Han, 1972) e parece estar associada a propriedades especiais da su
perficie externa de suas membranas, ou a interagoes destas mem
branas com fons calcio (Dorey e Bhoola, 1972a). As células compo
nentes das semi-luas se caracterizam por nitida vinculagao a sinte
se protéica e freqllentemente seus gréfnulos, embora de um unico ti
po, também sao constituidos pelas duas zonas de eletrondensidade
diferentes. "

De modo geral, todas as células acinosas nas tres
glandulas apresentam microvilos na zona apical, que sao mais fre
qllentes na parotida e mais raros na sublingual. Estas estruturas
téem sido correlacionadas com provaveis funcoes de reabsor¢ao por
Tamarin e Sreebny (1965) pelo menos para a gla':ndula submandibular

do rato.
Nos ductos intercalares pode-se identificar ultra-es

. . L4
truturalmente dois tipos de celulas, claras e escuras, que em geral
- ) 5
sao semelhantes nos demais aspectos. Estas celulas apresentam n_lf
. . . 3 . ’ .,
tido arranjo citoplasmatico para intensa sintese proteica de exporta

géo, principalmente quando na gléfndula parotida.

Nao estaria afastada a possibilidade de um tipo celu
lar representar celula do proprio ducto intercalar e o outro uma cg'
lula remanescente do tubulo terminal (Alvares, 1972); ou ainda, um

50 tipo celular em diferentes estagios de secrecao.

' . P
As caracteristicas tipicamente secretoras destes
ductos intercalares nas glandulas salivares do hamster sao muito
mais evidentes do que as descritas para estas mesmas estruturas na

grande maioria dos outros animais (Shakleford e Wilborn, 1968).

O significado funcional desta especializagafo por par
te dos ductos intercalares nao pode“ser no momento esclarecido
pois, notadamente na gléndula salivar do rato, seu papel tem sido
apenas correlacionado com a condugao da saliva primaria, ausencia
de atividade secretora, ou como fonte proliferativa de outros compo

nentes do adenomero (Tamarin e Sreebny, 1965).
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Para as trés glandulas estudadas, os ductos estria
dos tambem apresentam ultra-estrutura celular semelhante, sendo
identificaveis os dois tipos de celulas, claras e escuras. Nao foi
possivel estabelecer se estas variedades celulares representam es

tagios funcionais de um mesmo tipo ou se nao celulas independentes.

E peculiar, na regiao basal da celula o excepcional
numero de invaginagé'es da membrana e a grande concentracao de
mitocondrias. Alguns gréfnulos de reabsorcao e curtos microvilos
sao vistos na regiao apical. A ultra-estrutura destas celulas nac ¢
compativel com atividade de sintese protéica de exportacao e, sim,
com evidentes mecanismos de transporte de fons e agua. Esta afir
mativa e concordante com inumeras outras ja descritas para ductos
estriados de outras especies animais (Tandler, 1963 e Shakleford e
Wilborn, 1968).

A denominagao de gré\nulos de reabsorcao tamben:
visualizados por Shackleford e Schneyer (1964) para os localizados
no apice destas células, esta baseada nas caracteristicas estrutu
rais da celula e principalmente no fato de que no rato (Tamarin e
Sreebny, 1965) nao sao extrufdos apds estimulacao pela pilocarpina
(Rutberg, 1961). Estudos histofuncionais devem ser realizados pa
ra confirmar ou nao esta interpretacao para as glgndulas salivares

do hamster.
Na glandula submandibular a ultra-estrutura das ce

lulas dos ductos estriados modificados apresentam, no terco basal,
caracteristicas semelhantes as dos ductos estriados, embora menos

pronunciadas.
Por outro lado, apesar da existencia de microvilos

apicais, o restante do citoplasma apresenta estrutura particular. Es
[4 e . 4 LIy

tas celulas sao caracterizadas por um reticulo endoplasmatico granu

lar e Golgi pouco desenvolvidos e por extensa concentragafo de um ti

po de granulo de secrec;a~o de forma muito variada.

A presenca de um unico tipo de grafnulo de secregao
também foi relatado por Dorey e Bhoola (1972b) e Flon (1973), embo
ra esta ultima autora tenha descrito dois tipos celulares que nao fo

4 .
ram por nos confirmados.
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A capacidade de sintese proteica de exportagéfo nes
ta estrutura ¢ muito discutida devido ao pouco desenvolvimento do re
I ¥, v ’ 14 4
ticulo endoplasmatico granular que as celulas possuem. Porem va
rios experimentos tem demonstrado que estes granulos, pelo menos

. . -~ ' . A ’ A »
na maioria, sao extruidos e resintetizados na propria celula. TFun
cionalmente entre os roedores estas estruturas parecem ser respon
saveis pela secregao de protease e de inimeros fatores ja identifica
- -~ . -‘ e >
dos na saliva da glandula submandibular (citagoes em Bauer, 1972).
Para o hamster, praticamente inéxistem pesquisas que demonstrem
ser os ductos estriados modificados secretores das mesmas substan
cias, embora neste trabalho suas caracteristicas estruturais sejam
N . v v .

semelhantes as descritas para o camundongo (Caramia,1966) e mais

simples que para o rato (Tamarin e Sreebny, 1965).

r'd . .
Além das caracteristicas estruturais dos componen
tes do adenomero das varias glandulas, os resultados histometricos

possibilitam alguns comentarios.

Considerando que entre animais de sexo e idades di
ferentes, a proporga'.'oAacinosa e semelhante para cada tipo de gli_rl
dula estudada, pode-se sugerir que no hamster os acinos ja estao
histometricamente definidos aos 25-30 dias de idade. Embora esta
afirmativa seja feita em bases histolégicas, somente dados comple
mentares podem estabelecer se isto também seria valido para o pon

to de vista fgncional.

Nos ductos intercalares, na glindula parétida, é evi
dente sua maior diferenciagao entre os animais adultos quando com
parados com os jovens. Este resultado oferece possibilidades inte
ressantes, pois seria desejavel estabelecer quais os fatores que de
terminam este quadro que obviamente interfere nas fungaes desem

penhadas por estes ductos.

O mesmo fendmeno ocorre na glandula submandibu
lar em relagao aos ductos estriados modificados. Em outros roedo
res, principalmente no camundongo, estas estruturas sao histome
tricamente mais evidentes nos animais machos. Para o hamster nao

obtivemos resultado que pudesse estabelecer um dimorfismo sexual,
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o que confirma os resultados previos de Devi e Jacoby (1966) e Fava
de Moraes (1969). Por outro lado, deve-se salientar que, embora
menos numerosos, a presenca dos ductos estriados modificados en
tre animais jovens foi uma constante. Admitindo-se que quase sem
pre sua diferenciag,éo ocorre na puberdade dos animais, provavelmen
te entre 25-30 dias de vida, este fenomeno ja esteja ocorrendo nos
hamsters. Conforme ja referido (pag. 61) este fato ¢ semelhante ao

obtido com o camundongo e mais precoce do que para o rato.

Para a glandula sublingual, histometricamente o da
do mais importante € a maior proporgéo das semi-luas nas gl&nd_q
las dos animais adultos em relagéfo aos jovens, o que pode significar
uma especializacao mais demorada a se estabelecer em relagao as
células mucosas.

Todos os dados histométricos possibilitam, em sinte
se, admitir que nao ha dimorfismo sexual nas tres glandulas estuda
das, e que o maior predominio dos ductos intercalares na parotida,
dos ductos estriados modificados na submandibular e das semi-luas
na sublingual, nos animais adultos, sao os resultados mais impor

tantes visando possiveis correlacoes funcionais.

Os resultados para as glandulas salivares dos ani
mais adultos concordam, de modo geral, com os de Fava de Moraes
(1969) embora este autor nao apresente dados relativos aos ductos
intercalares. Os dados obtidos para a submandibular sao, por outro
lado, muito coincidentes com os da submandibular do rato apreseg

tados por Tamarin e Sreebny (1965).

A histoqufmica dos polissacarideos demonstrou que
quase todos os componentes dos adenomeros das tres gléndulas apre
sentam positividade para polissacari'deos neutros e acidos. Fizeran
excege:o as semi-luas da sublingual que apresentaram apenas o tipo
neutro, e os ductos estriados e excretores que foram sempre negati
vos. Tais alirmativas concordam, de modo geral, com os trabalhos
de Fava de !loraes (1965), Munhoz (1967) e, para a submandibular.
com os de Devi e Jacoby (1966). A presenca de polissacarfdeos act
dos nas semi-luas da sublingual descrita por Munhoz (1967) nio foi

confirmada.



A reatividade para radicais acidos pode ser caracte
rizada como devida a presenca do acido sialico e de polissacarideos
dcidos sulfatados. Ambas as substancias estao associadas nos aci
nos das trés g’lénduias, enquanto nos ductos intercalares da pa.-rét_i
da os resultados pwrecem excluir a presenga do acido sialico. Contu
do, nao esta totalmiente afastada a possibilidade do acido sialico des
tas estruturas terem sido resistentes a hidrélise acida nas condi

¢oes utilizadas (Fava de Moraes, 1965).

A existéncia de polissacarideos sulfatadas nas gla?g
dulas salivares do hamster foi descrita por Belanger (1954 e 1963),
Graumann (1964) e Fava de Moraes (1965) na sublingual; e por
Stoward (1967) e Sorvari e Stoward (1970) nos acinos da submandibu
lar. Admitida a especificidade da reacao da benzidina, podemos ca
racterizar a presecnga destas substancias também nos acinos. e duc
tos intercalares da glandula pardtida. Munhoz (1967) nao obteve po
sitividade para tais substancias nas glandulas salivares deste roe

dor. .
A positividade para polissacarl'deos sulfatados nas

salivares do hamster, parece constituir-se numa particularidade
quando comparada a outros roedores onde elas parecem inexistir
(Spicer, 1962; Quintarelli, 1963 e Fava de Moraes, 1969).

A presenga de glicogénio nos acinos e ductos estria
dos modificados da submandibular, acinos e semi-luas da sublingual
e ductos intercalares da paro'tida nao e coincidente com dados da li
teratura, pois Fava de Moraes (1965) e Munhoz (1967) . nao detecta
ram tal substancia. Kronman, Donnell e Chauncey (1968) relatam
sua presenca nos acinos da sublingual e Graumann (1964) descreveu
sua presenca nos ductos estriados da submandibular de animais com
15 dias de idade. |

A comprovagao do glicogénio nas estruturas citadas
provavelmente esia relacionada com o jejum previo ao sacrificio dos
animais e a fixacao especifica que foi realizada. Contudo, os resul
tados diferem dos obtidos em outros animais onde os ductos estria
dos parecein ser as estruturas que apresentam maior concentraga?o

deste polissacarideo (Fava de Moraes, Giuffrida e Junqueira, 1967).
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A histoquimica dos polissacarideos acidos possibili
tou, com a 1"eag50 do alcian blue, evidenciar que na submandibular
os acinos das femeas adultas e jovens sao mais positivos que nos ma
chos correspondentes. Este resultado confirma o de Shackletford e
Klapper (1962a) e Musil e Kittel (1968) que descreveram tal dimor
fismo entre animais adultos. Por outro lado, Flon e Gersther (1968)
nao obtiveram esta diferencga histoquimica e Kronman e Chauncey
(1965) a admitem apenas nos acinos da parétida, o que nao foi obser
vado. Evidéncias de dimorfismo 'sexual com predoml’nio para o hams

ro. = . 4
ter macho pareceu ocorrer nos acinos da glandula sublingual.

Através da reacao do AB + PAS pode-se, em sintese,
admitir que os radicais acidos predominam nos acinos da sublingual,
submandibular das fémeas e parotida dos machos jovens, enquanto
0s radicais neutros predominam nos ductos intercalares de todas as

glefndulas e nos ductos estriados modificados da submaundibular.

. 'd . I d . oy
A histoquimica de proteinas e aminoacidos demong
== ¥ Shoe . e . .
trou que a glandula parotida apresenta positividade para os radicais
amino e aminoacidos estudados, em todos os componentes do paren

quima, embora mais evidentemente nos ductos intercalares.

Para os radicais amino, tirosina, .'triptofano e argi
nina, os resultados sao concordantes com Fava de Moraes (1969) e
Munhoz (1967) embora, nos ductos estriados, este autor so tenha re
sultados positivos para tirosina. Kronman e Chauncey (1965) embo
ra tenham descrito nos acinos de parétida resultados positivos para
tirosina, obtiveram resultados negativos para triptofano. Os resul
tados para cisteina e cistina concordam com os trabalhos de Kawa
katsu, Deguchi, Oka e Takita (1962) para as glé[ndulas parotida, sub
mandibular e sublingual e discorda dos de Munhoz (1967) que s6 ob

teve positividade nos ductos intercalares de parotida.

Porem todos os trabalhos, inclusive o presente,
identificam os ductos intercalares como as estruturas que apreseu
. 2 Tl . Lepe ’ . . . .
tam a maior concentracao de proteinas identificaveis histoquimica
mente.
Para a glandula submandibular sao os ductos estric

dos modificados e, em menor escala os ductos intercalares, as es
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truturas meis positivas para todos os aminoacidos pesquisados. Os
1cinos destz glandula sé foram positivos para radicais amino e ami
noacidos basicos. Iistes dados sao concordantes com os de Munhoz
(1967), exceto que este autor obteve positividade nos acinos para ti
rosina e reacao negativa para arginina nos ductos estriados modifi
cados. Sac concordantes ainda com os de Kawakatsu e col. (1962)
para cisteina e cistina.

A possibilidade do dimorfismo sexual, devido as rea
¢coes mais intensas para tirosina e triptofano nos ductos intercala
res e ductos estriados modificados da submandibular de hamsters
machos el re.agao as femeas descrito por Kronman (1963a) e Kron

man e Chauncey (1965) nao foi confirmado neste trabalho.

A glandula sublingual demonstrou ser negativa a to

r T e & r . ’ :
dos os metodos utilizados ao nivel dos acinos mucosos. Porem, fo
ram sempre positivos os resultados para as semi-luas serosas para
todas as substancias estudadas, demonstrando ser as estruturas mais

. 1. K g . I
evidentes na histoquimica de proteinas.

Os resultados para esta gléfndula concordam pratica
mente com os de Fava de Moraes (1969), Munhoz (1967), Kawakatsu e
col, (1962) e Kronman e Chauncey (1965), mas discordam dos de
Kronman e col. (1968) que descreveram positividade nos acinos mu

. o . . P
c0sos pare tirosina, triptofano e cisteilna.

Em sintese, as reacoes para proteinas e aininoaci
dos identificam os acinos e ductos intercalares da parctida, ¢s duc
tos intercalares e estriados modificados da submandibular e as se
mi-luas da sublingual como os componentes mais vinculados - sin'tg

d s o .
s e/ou acumulo de proteinas nas glandulas salivares do har. cter

. - ) 3 . 4 |
A citofotometria da basofilia ergastoplasmati.za das
células acinosas das glandulas salivares do hamster, dewous‘a que
a glandula parotida, notadamente nos animais adultos, apres 'ia a
maior concentragé'o.
r P .
Os acinos da submandibular e da sublingual zpresen

taram praticamente oS mesmos valores, o que favorece a interpre

ot 4 . . i . Gl
tagao de que os acinos da submandibular sao mais mucosos. Porem
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nesta glandulza, enmbora a basofilia esteja definida ja entre animais
jovens, ha uin dimorfismo sexual com predominio para hamsters ma

chos.
D ve ainda ser salientado que a basofilia ergastoplas

matica foi sempre Jespresivel no sistema de ductos, exceto nos in
lercalares da parcdiida, o que concorda, para a submaadibular com
s trabalhos de Devi e Jacoby (1966) e Tiber (1971).

Comparando os resultados histoqufmicos para pro
¢lia e a concentr: 20 da basofilia ergastoplasmatica, exceto para
0s uuctos esiriades modificados da submandibular, obteve-se uma
correlacao direta gue reflete, segundo Vandrely (1964), diretamente

¢ =~ I d &
v participacao da estrutura na sintese proteica.

A histoquimica de enzimas foi positiva nos compo
nentes dos adenomeros das tres gllé‘ndulas para o malico e lacto e
succ.to desidrogenases, alfa-glican-fosforilase, fosfatase acida e
monc .mino oxidase (exceto nos acinos mucosos da sublingual). Re
sultauos nevativos para adenosino tritosfatases, fosfatase alcalina e

peroxidases foran obtidos.

O sistema de ductos foil sempre o mais positivo pa
ra a alfa-glican-fosforilase e péra as tres desidrogenases citadas.
O resultado para succino desidrogenase na submandibular concorda
com os obtidos po: Shapiro, Wattenberg e Gorlin (1966) e Shapiro
(1967). Estes dados confirmam o conceito geral de que os ductos
apresentam maior concentragé.o de mitocondrias e predominio de meta

bolisio aerobico (Schneider e Pearson, 1960).

Por outro lado, concordam ainda com Yoshimura,
Kawano, Kuroi, Mlorishita, Mori e Kawakatsu (1970) quanto a mél_i
co e lacto desidrogenases; tendo ainda estes autores estabelecido
por zimograma a presenca de isoenzimas nao discriminadas histo
guimicamente, '

F studando bioquimicamente as gléndulas salivares
do hamster = atividade da lacto desidrogenase, enzima envolvida no
metabolismo carboidratico, Nicolau, Lansac, Rosa, Pedroso e Leal

(1974), demounstraram valores semelhantes na parotida e sublingual,
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com predon:inio n: submandibular. Nas gla‘[ndulas salivares do hams
ter esta enzima fol sempre mais ativa do que nas do camundongo, co
baia e rato, = nao ser neste animal onde a sublingual teve maior ati
vidade especifica., [Ista grande atividade no hamster e importante,
pois para a submandibular do rato ja foi demonstrado que 90% dos
srodutos finais da _.icolise eé representada por acido latico (Goldman,

Rosales, Villaviceucio e Guerra, 1964).

Nicolau e col. (1974) estudaram ainda outras enzi
mas envolvidas no metabolismo carboidratico tais como piruvato-qui
nase, hexoquinase ¢ aldolase, cujas atividades foram sempre signifi

cantes nas glandulas salivares do hamster.

O resultado negativo para peroxidases esta prova
velmente relacionado com a metodologia empregada. Recentemente,
Blooni, Carls88 e Kumlien (1970) e Carls88, Kumlien e Bloom (1971),
usando fixaceo corn glutaraldeido e diferentes pH, demonstraram po
sitividade para esia enzima ao nivel de todo o parénquima da gléfndg
la submandibular.

A presenca do alfa-glican-fosforilase, cuja fungao
e de degradar o g‘i'i.cogénio, concorda com os resultados histoqul'm_i
cOS para este polizsacarideo ao nivel de varias esfruturas, mas o
mesmo nao ocorreu em relagao aos ductos estriados. Porem, a ati
vidade desta enzima nestes ductos e indicativa de que eles estao en

. . 3 & .
volvidos no mecanismo de glicogenolise.

Os nossos resultados para fosfatase acida foram
mais evidentes na glé:ndula. parotida e semelhante entre as glﬁndulas
submendibular e sublingual. Para estas duas Ultimas glandulas nos
sos achados na~o‘confirmam o dimorfismo sexual a favor dos ani
mais fémeas descrito por Kronman (1963 b) nos componentes da gl§g
dula a partir de duas semanas de idade do animal.

. . ’ . . o~
O monoamino oxidases e enzima de grande importan
cia no metabolismo das monoaminas, notadamente onde ocorrem ter
. ~ ) ’r o, »’ ' »~ .
minagoes nervosas simpaticas, como e o caso das glandulas saliva

res.
Forem, Almgren, Anden, Jonason, Norberg e Olson

(1966) demonstraram para a submandibular e sublingual do rato que



-78=

a atividade da monoamina oxidase € praticamente inalterada com de
nervacao simpatica e que sua localizacao principal esta nas celulas

os acinos e ductos. Os nossos resultados para o hamster foram os
mesmos, exceto que os acinos mucosos da sublingual apresentaram

resultados negativos..

O significado funcional desta distribuicao intracelu
. . 2 » -~ g .
lar do monoamina oxidase nas celulas do parenquima salivar, segun
. . . fng ’ 3 .
do os autores aciuia citados, ainda nao esta perfeitamente esclareci

s
do.

Os resultados positivos para fosfatase alcalina nas
oy . ‘ g 3 . g .
celulas mioepitelizis da submandibular concordam com os ja obti

aos por Devi e Jacoby (1966) e Jacoby e Rees (1969).

O resultado negativo para a fosfatase alcalina nas
é_;flafndulas parotide e sublingual nao significa ausencia de células
mioepiteliaiz., Conforme resultados de Garrett e Harrison (1970)
estas celulas podem ser negativas para esta enzima e serem positi
vas para a ATPase. Alias, com o microscopio eletronico foi docu
mentado e referido um maior numero destas células na sublingual

enquanto os resultados para a fosfatase alcalina foram negativos.

O estudo histoquimico da atividade das enzimas do
parenquims glandular é, segundo Ohlin (1966), indispensavel para a.
interpretacao da atividade metabolica relacionada com a capacidade

secretora que possuem,

Com as reagoes indicativas utilizadas, todos os com
ponentes do nrarenguima das tres glandulas salivares evidenciam pre

senca de lipides em geral.

_A cletecgéo de fosfolipides foi positiva nos acinos da
parétida, submandibular e sublingual, como ainda nos ductos interca
lares da pa'-f-étida, estriados modificados da submandibular e semi-
luas <a sublingual.

Estes resultados concordam com Devi e Jacoby
{1966) apen=zs no gue refere a presenga de lipides em geral nos duc

tos estriacos modificados da submandibular.
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Metabolismo lipidico e presenca de lipase na glandu

submezndibular do rato foi recentemente demonstrada por Pritchard

(19%0) » Pritchard Yamada e Cushmie (1971). Estes autores chamam
1 o~ P ) P . v . .

a atengao para que, sendo minima a atividade lipasica da saliva, sua

nv .sence na glandula nao estaria envolvida no processo de salivacao

. s L. A .
1w num tivo metabolismo lipidico do parenquima.

I 5 o = .
O estudo da sintese proteica utilizando-se 1eucma—H3
. a. ¥ W
baseou-se na fato deste aminoacido ser um dos mais constantes nas

mo.¢culas de proteinas em geral (Cantarow e Schepartz, 1967).

Os resultados demonstram que a intensidade da sin
tese proteicz e predominante na parotida, seguindo-se a submandi
bular e a sublingual, o que concorda plenamente com os resuitados
citofotometricos da concentragao da basofilia citoplasmatica, histo

-~ s 'd .
quimica de proteinas e dados estruturais.

Enquanto na submandibular e sublingual, o fenomeno
ocorre predominantemente nos acinos em relacao aos ductos, na
glz;miula parétida, 0s acinos e os ductos intercalares apresentaram
praticamente o mesmo indice de sintese protéica. A participagafo
dos ductos intercalares da parotida demonstrou ser bastante rele
vante, fato que, segundo nosso conhecimento, ainda nao foi descri
to na literatura.

Deve-se salientar que, apesar dos ductos estriados
modificados da submandibular apresentarem estrutural e histoqui
micamente grande concentragao de gréfnulos de secrecao, a incorpo
ra.g:—fo de levcina-H° nao foi significantemente diferente daquela apre
sentada pelcs ductos estriados das trés gléndulas salivares. Este
resultado contradiz a interpretagsfo de Tiber (1971) e concorda ple
1w ente com a pequena quantidade de reticulo endoplasmatico granu
lar que foi observado neste trabalho e também no de Shackleford e
Schueyer (1964).

Importante porem, foi a possibilidade de se estabe
lecer que . cinética da secregao protéica variou marcantemente en
tre as tres glandulas. Assim, a maior incorporacao foi obtida na

L~ P, ., ’ e 03 = .
glandula pe rotida a 1, 30 horas apos a injecao do isotopo, ocorrendo



-80~-

0 mesmo somente ¢ =_)o's 3, 00 horas na submandibular e apés 7,00 ho
ras na sublingual. Veste ultimo tempo € evidente a diminuicao do
isotopo na parotida, tendo apenas se iniciado a incorporagéo na sub
mandibular.

A analise dos radioautogramas demonstrou ainda
que nos acinos, ductos intercalares e ductos estriados modificados
hé nftida migracao da radioatividade em direcao apical como ja des
crito para muitas celulas secretoras, o mesmo nao ocorrendo com
a radioatividade dos ductos estriados, sugerindo aqui sintese de pro

> . . = -~
teinas sedentarias e nao de exportacao.

Estes dados sao fundamentais para a interpretacao
. . - Py
sobre a capacidade de sintese e secrecao proteica nos componentes

do parenquima enire as tres glandulas salivares do hamster.

A incorporagao de sulfato de sdio-S3° é considera
da por Dziewiatkowski (1958) como um dado especifico na identifica
¢do da sintese de mucosubstancias sulfatadas, pois nao estaria vin
culada a sintese de compostos de outra natureza qul'mica que conte

nham enxofre.
Sendo verdadeira tal premissa, todo o parenquima

. i = o ié . L d . .
salivar das tres glandulas esta envolvido na sintese acima referida.
\ . = - . . = . ) L4
A predominancia na incorporagao pelos ductos intercalares da paro
tida e acinos da submandibular e sublingual, demonstra que estas

estruturas sao as mais envolvidas em cada uma das glandulas.

= * . 7 4
Considerando que na glandula parotida a sintese pro
« . o . a .,
(éica nos ductos irtercalares foi semelhante a dos acinos, e que, na
sintese das ‘mucosubstancias sao mais ativos, estes ductos demons

tram possuir histofisiologia de importancia fundamental.

O {ndice de incorporacao, ao contrario da sintese
proteica, niostrou-se sempre maior 4, 00 horas apés a injegéo do
isotopo e a -cinética da secregéo foi do mesmo tipo nas tres glgndg_
las estudadas.

$3° na glandula

A maior incorporac¢ao do sulfato-
. . . o N et ’
submandibular dos animais machos em relacao as femeas e a0 con

r o, 1 . . ¥ d . G . .
trario do obtido com a histoquimica para mucosubstancias acidas em
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geral, fato que nao pode ser explicado no momento. Entretanto, uma
possibilidade seria a dos animais machos produzirem mais sulfomu
cinas e as fémeas mais sialomucinas, fato jé admitido por Spicer e
Duvenci (1964) em relagao as celulas mucosas da sublingual. Para
esta gléfndula os nossos resultados sugeriram esta diferenca, mas
eles nao foram esiatisticamente significantes na contagem dos radio

autogramas, apesar de ter sido detectavel histoquimicamente.

O sistema de ductos das glandulas, exceto os inter

calares da pardtica, sempre apresentou incorporagao moderada e,
. » . . . 4

excluindo os ductos estriados modificados da submandibular, tambem

a~ " i R -~ ; 4 .
nao deve refletir sintese de mucosubstancias sulfatadas exportaveis.

O fato dos ductos estriados e excretores incorpora
rem sulfato radioativo e terem sido negativos aos métodos histoqui
micos para mucosubstancias sulfatadas reflete, além da maior sen
sibilidade da radioautografia, que estas estruturas apresentam mui

to menor concentrac;a-fo destas substancias.

Por comparagéo pode ser ainda concluido que a ci
’, . o o . ” . I'd
netica da secrecao das mucosubstancias e mais lenta do que a da sin

tese de proteinas ja descrita.

Deve ainda ser salientado que a participagéfo da sf_rl
tese de mucosubstancias pelas tres glafndulas salivares do hamster,
notadamente quanto a contribuicao da parotida e da submandibular,
colocam este roedor com maior destaque em relagao a outros roedo

res, como por exemplo o rato e camundongo.

Também de particular interesse e o fato de que a
sintese de mucosubstancias sulfatadas é pouco comum, quando em
glé[ndulas salivares de roedores, embora seja quase uma constante
entre carnivoros e primatas (Shackleford, 1963 e Leppi, Spicer, Henson
e Fioravanti (1967).

A incorporagao do sulfato-S3° nos acinos da sublin
gual, submandibular e ductos intercalares da parotida concorda com
Spicer e Duvenci (1964), bem como com Bélanger (1954) para o aci

no da sublingual,
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Na interpretacao destes resultados nao podem ser
desprezados entretanto, os achados de Pritchard (1967) que descre
veu a incorporacao de sulfato-83° inorganico em sulfolipideos pela

submandibular do rato.

A quantidade do RNA e do DNA demonstrou que as
glindulas salivares dos animais adultos possuem sempre maior con

centragao do que nos animais jovens.

Contudo, a analise da relagcao RNA/DNA indica que
nao ha diferencas para as glzfndulas parctida e sublingual entre se
x0s e idades diferentes. Porem esta relagao demonstra que a gléfg
dula submandibuler dos animais adultos continua significantemente

maior do que nos jovens,

Estes resultados indicam que houve aumento da po
pulagé'o celular nas glgndulas dos animais adultos, e que devido a
maior relacao RNA/DNA nesta fase apenas para a submandibular,
fica demonstrado que provavelmente nesta gléfndula a sintese proté_i

ca é mais eficiente, quando comparada com a dos animais jovens.

= . « Pa . &
A concentragao do acido sialico apresentou maiores
-~
valores entre os animais adultos, quando considerada a glandula pa
rotida. Na submeandibular foi significante entre animais adultos a
maior concentracac das femeas em relacao aos machos, confirman
3 ) g8 P . g (P
do plenamente a histoquimica para polissacarideos acidos em geral.
. -~ ’ . .
Por outro lado, corrobora a interpretagao de que o predominio na in
= 5) ; . ; : N
corporacgao de sulfato-83 pelos animais machos seja devido as mu
cosubstancias acidas sulfatadas, enquanto os resultados histoqufm_i
= . . r . . o PR . . 5
cos estao mais relacionados ao acido sialico. Alias, bioquimicamen
i . 2 ’ . « Po 5 3
tc & maior concentragao do acido sialico na submandibular de nams

ter fémea ja foi relatada por Shackleford e Klapper (1962b).

A gléfndula sublingual demonstrou ja aos 25-30 dias
possuir a mesma concentracao de acido sialico obtida nos animais
adultos. Esta glandula apresenta a maior concentracao de &cido sia
lico seguida da submandibular e da parotida, confirmando o traba

lho de Fava de Moraes e Nicolau (1965).
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| . .

Quanto as hexosaminas, que refletem um maior con

o] L . . . o, bee
tingente de substancias carboidraticas, parece que as glandulas dos
animais jovens apresentam maior concentragao que a dos adultos.

. . . ’o
Este resultado coincide com a ideia geral de que durante a matura
cao das glandulas salivares as suas secrecoes sao mais ricas em
. Id . .

carboidratos do que em proteinas nas fases mais jovens, notadamen

X -~ v, .
te quando consideradas as glandulas parotida e submandibular (Jun

queira e Fava de loraes, 1965).

Favorece esta interpretacao o fato de que, para as
-~ -~ ‘ —~ ’ .
tres glandulas salivares, a concentracao de proteinas totais sempre

fol maior enire animais adultos.

No que se refere ao estudo da atividade de enzimas

o ~ r ., .
presentes nas glandulas alguns comentarios podem ser realizados.

A atividade especifica da succino desidrogenase, en
zima alostérica envolvida no ciclo do acido tricarboxflico de Krebs,
mostrou ser a mesia entre sexos e idades diferentes, exceto na
submandibular em que os hamsters adultos predominaram em rela
geto a08s jovens.

Sendo uma enzima indicadora da atividade metaboli
ca em geral, o resultado obtido demonstra que ja aos 25-30 dias de
vida as gléndulas salivares do hamster apresentam comportamento
semelhante as dos animais adultos, notadamente quando considera
dos os ductos estriados, estriados modificados e excretores, onde a

. . PR . / .
enzima apresenta maior reatividade histoquimica.

O fato da atividade na submandibular dos hamsters
adultos ser superior a dos jovens, muito provavelmente esta relacio

nada com o maior numero de ductos estriados modificados.

A lisozima, embora nao caracterizada como enzima
digestiva e mesmo como nao tendo sintese na propria gléndula sali
var, nao foi demonstrada neste trabalho, embora Junqueira e Fava
de Moraes (1965) e Fava de Moraes (1969) tenham obtido resultados
positivos na glancula parctida. Esta glandula também foi a unica
que demonsirou etividade para a DNase, enzima esta que esta pré

sente tambem nos granulos de secrecgao caracterizando-se como en
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zima digestiva, confirmando resultados de Sreebny e col. (1967) e
Tava de Moraes (1969).

A atividade proteclitica mostrouse ja definida entre
animais jovens quando. em relacao aos adultos e sem dimorfismo sexual.
Contudo, tanto entre animais jovens como adultos, a atividade proteo
lftica foi sempre maior na glandula pardtida do que na submvand_i_
bular, o que confirma os resultados de Schackleford e Klapper (1962 c).
Sabendo-se que no rato e camundongo esta enzima esta nos ductos
estriados modificados da submandibular e com muito maior ativida
de do que na parotida, torna-se importante o resultado acima referi

do.
Considerando ainda o alto indice de especializagao

e a nitida caracteristica secretora observada ao nivel dos ductos in
r. . [ 4 .
tercalares da parotida, e dese_]ével que se estabelegca no futuro se
- . . . P A
estes ductos sao os responsaveis pela grande atividade proteolitica

desta glandula no hamster.

De forma mais significante, a gléfndula parotida apre
senta maior atividade amilolitica do que a gléndula submandibular.
Nos animais adultos os machos apresentaram maior atividade do que
nas femeas. A maior eficiéncia enzimatica na pardtida dos animais
adultos esta provavelmente relacionada com o nitido aumento dos
grgnulos de secrecao que foi observado na analise estrutural da gla’:rl

dula, em relacao a dos hamsters jovens.

A maior atividade da amilase na glandula parotida
também ja foi relatada por Schackleford e Schneyer (1964) e Fava de
Moraes (1969), tendo este ultimo autor referido que a atividade na
parétida do hamster é maior do que no camundongo, mas inferior a
do rato. ' '

A localizacao da amilase tem sido admitida estar
presente nos acinos ou nos ductos estriados modificados de roedo
fes que possuem esta ultima estrutura. No hamster, Smith e Frommer
(1973) apresentaram recentemente evidéncias de que, em ambos os
sexos, a amilase na submandibular esta presente exclusivamente nos
ductos estriados modificados.



6. RESUMO E CONCLUSOES

O peso corporal e o peso glandular absoluto da parg'
tida, submandibular e sublingual sao 2,5 vezes maior nos hamsters
adultos (90-100 dias) do que nos jovens (25-30 dias). O peso glandu
lar relativo da submandibular e sublingual ja esta definido entre os
animais jovens enquanto, para a parotida, € maior entre os adultos

’ - Y
e tambem para as femeas, quando comparadas aos machos.

Considerando a variada metodologia empregada nes

ta tese, e apresentada em seguida a seguinte sinopse:

ESTRUTURA

A pardtida, submandibular e sublingual sao glandu
las mistas com predominio seroso na primeira e mucoso nas de

mais.,
O parénquima destas glandulas nao apresentam di

morfismo sexual e ja{ esta definido nos hamsters com 25-30 dias de

idade.
Histometricamente apenas os ductos intercalares da

parctida, os ductos estriados modificados da submandibular e as se
mi-luas serosas da sublingual apresentam maiores proporgaes nos

animais adultos.

A ultra-estrutura dos acinos da parétida demonstra
grande capacidade de sintese de protefnas exportéveis, ocorrendo

grande polimorfismo nos granulos de secrecao.

Nos acinos da submandibular o polimorfismo dos
~ - » [4 o /2 . F .
granulos de secregao e menor e ha evidencias de sintese de muci

nas.
Os acinos mucosos da sublingual tem ultra-estrutu

F . [ - %] [ 4 d
ra tipica de celulas mucosas e as semi-luas de celulas secretoras
de proteinas.
r . . .
As celulas dos ductos intercalares, principalmente

¥, e L2 v
na parotida, apresentam estrutura tipica d. sintese de proteinas
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’ . o ’ . . .
exportaveis e grarulos de um so tipo com grande uniformidade. Os duc
tos estriados modificados da submandibular, embora com grande

i o . 4 . . .
concentragao de granulos polimorficos, possuem discreta maqum_a'_

. rd [ A 1d
ria de sintese proteica exportavel.

Os ductos estriados nas tres glafndulas tém ultra-

¥ y »
estrutura compativel com ativo transporte de ions e de agua.

HISTOQUIMICA

Polissacarideos: A excecao dos ductos estriados e excretores, os

demais componenties do parenquima das tres glandulas estao envol
75 , . ’ > P
vidos na siutese de polissacarideos neutros, e excluindo as semi-

luas da sublingual, também na de polissacarideos acidos.

Os dos tipos neutros sao representados pelo glico
génio ou pelos polissacarfdeos neutros propriamente ditos. O dos ti
pos zcidos representam uma associagaTo de mucosubstancias acidas
sulfatadas e de acido sidlico (exceto nos ductos intercalares da paro
tida). '

Foi possfvel estabelecer nos animais adultos que os
acinos da submandibular e os da sublingual apresentam maior reati

vidade pare os hamsters femeas e machos respectivamente.

Proteinas: A histoqufmica de proteinas demonstrou que os ductos
intercalares, os estriados modificados da submandibular e as semi-
luas da sublingual sao as estruturas que mais sintetizam efou acumu
lam protefmas, considerando a forte positividade para radicais ami
no, arginina, lisina, histidina, tirosina, triptofano, cistina e ciste_i'
na.

Os acinos da parotida foram moderadamente positi
vos enquanto os acinos da sublingual negativos, e os da submandibu
lar ocuparam posicao intermediaria, embora mais proximas da dos

» . "
ultimos citados.

Acido ribonucléico (RNA): A citofotometria da basofilia ergasto

[ ~ » v . .
plasmatica demonstrou que sua concentrag¢ao e maior nos animais

adultos em relagzio ao0s jovens para a gléndula parétida, sendo prati
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camente a mesma na submandibular e sublingual. Por outro lado,
os acinos da parotida de animais adultos sao mais ricos do que os

da. submeudibular e sublingual, semelhantes entre si.

Enzimas: Todos o0s parénquimas das tres gla?ndulas foram positi
vos para lacto, mailico e succino desidrogenases, alfa-glican-fosforila
se, fosfatase acida e monoamino oxidase (exceto os acinos mucosos
da sublingual). '

Com excec¢ao da fosfatase acida e monoamino oxida
se as demais enzimas foram sempre mais positivas no sistema de

ductos dos adenonieros.

A fosfatase alcalina foi positiva nas celulas mioepi

teliais apenas na submandibular.

2 . -~ -~ -~
Lipides: Todos os componentes do adenomero das tres glandulas
contéem material lipidico.

Os fosfolipedes em especial, embora ausentes nos

ductos estriados e excretores das tres glandulas, foram positivos
. . . r . o

nos demais componentes, principalmente nos acinos e ductos inter

calares da parotida.

RADIOAUTOGRAFIA

Incorporacio de leucina-H3: Os dcinos da glandula pardtida apre

7’ . . . o . » .
sentaram nitido predoml'mo na incorporagao do aminoacido quando
comparado com os da submandibular e sublingual. O mesmo ocor
1 . . *o o
reu com os Jductos intercalares, sendo que na parotida estes ductos

r .
apresentaram resultados semelhantes aos dos acinos,

. > ’, L e
A capacidade de sintese proteica e a cinetica da se

“ Eool® " 5 . o F
crecao tambem [ol maior e mais rapida na parotida, menor e mais

. ~ . . ¥, .
lenta na sunlingual e intermediaria na submandibular,

.. radioautografia evidenciou sintese de proteinas
¢portave - nos ccinos, ductos intercalares e estriados modificados
da subwar. bular, e sintese de proteinas sedentarias nos ductos es
triados e e 'cretores, considerando a migracao ou nao da radioativi

dade intracelular nos diferentes periodos apo's a injec;a'fo do isotopo.
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Incorporacao de sulfato de sédio-SgS: A incorporagao do isdtopo

e conseqllente sintese de sulfomucinas foi sempre predominante nos
acinos da sublingual e submandibulér, e embora evidente nos acinos
da parotida foi ainda mais marcante nos ductos intercalares. Porém
todos os componentes do parénquima das tres gléndulas estao envol

vidos na sintese desta substancia.

Nos acinos da glandula sublingual e principalmente
nos da submandibular ha evidencias de que nos animais machos ocor
&

. I . )
ra maior sintese de sulfomucinas do que nas femeas.

A cinética da secrecao mucosa demonstrou grande
3 P ”~ (e » » .
uniformidade nas tres glandulas, porem € mais lenta do que a sinte

’,
se proteica.

BIOQUIMICA

Bioquimicamente varias substancias demonstraram
estar em maior concentragao ou possuir maior atividade nas glafndy._
las dos animais adultos do que nos dos jovens. Isto ocorreu com:
o acido sialico, desoxiribonuclease e amilase na gla'fndula parétida,
e com a relacao RNA/DNA e succino desidrogenase na submandibu

lar.
A concentragé'o de protel'na total, RNA e DNA foi

sempre maior nas tres glandulas dos animais adultos que nas dos
. ’ , i »

jovens, ocorrendo porem o inverso com as hexosaminas. Excluidas
estas substancias, as demais acima citadas que foram estudadas na

sublingual nao mostraram qualquer modificagio.

As diferencas de concentragao ou atividade, entre
animais machos e fémeas, foram consideradas relevantes apenas
quando ocorrendo entre glandulas de animais adultos. Neste senti
do, foi significante apenas a maior atividade aminolitica da parotida
dos animais machos e a maior concentragao do acido sialico na sub

mandibular dos animais femeas.

Comparando os dados bioquimicos entre as tres glan
dulas pode-se concluir que a parotida possue maior atividade para

protease, amilase e DNase, do que a submandibular.
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A pardtida é semelhante a submandibular, e ambas
predominam sobre a sublingual, no que se refere a concentracao de
RNA, DNA, proteina total e succino desidrogenase.

Por outro lado, a sublingual predominou sobre a
submandibular e esta sobre a pardtida na concentracao do acido sia

lico e das hexosaminas.

Deve ser finalmente salientado que, alem das varias
informagoes sobre o comportamento das glandulas salivares do hams
ter nos diversos setores pesquisados, o presente trabalho demons
tra que os seus ductos intercalares, notadamente os da gléfndula pa
;5tida, apresentam uma especializagé'o singular quando comparados
aos existentes nas gléndulas salivares da grande maioria de outras

r . W .
especies animais.
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Figura 1
Gléndula de hamster fémea adulta, onde se observam. os acinos (AS),
ducto estriado (DE) e ductos intercalares (DI) com grande concen-
tracio de granulos de secrecio no citoplasma das células. Corte em
parafina; coloracio: hematoxiling fosfotinstica de Mallory; auwmen-
to aprox.: 170 X.

Figura 2
Glandula parétida de hamster macho adulto. Observar os acinos
serosos (AS) e ducto intercalar (DI). Corte em parafina; coloracio:
hematoxilina fosfotunstica de Mallory; aumento aprox.: 420 X.
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Figura 3
Glandula parétida de hamster macho adulto. Observar os acinos
(AS) com numerosos granulos de secrecdc no citoplasma e a estru-
tura do ducto estriado (DE). Corte em parafina; coloracdo: hema-
toxilina fosfotiinstica de Mallory; aumenfo aprex.: 420 X,

Figura 4
Glanduls submandibular de hamster macno adulto. Observar os aci-
nos muecoses (AM) e os ductos estriados modificados (DEM). Corte
sm parafina; coloracdo: hematoxilina-eosina; aumento aprox.:
240 X
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Figura 5
Glandula submandibular de hamster macho adulto. Verificar os aci-
nos (AM) e ductos estriados modificados (DEM). Corte em parafi-
na; coloracdo: hematcoxilina fosfotinstica de Mallory; aumento
aprox.: 240 X.

Figura 6
idndula submandibular de hamster macho adulto. Observar em
maiores aumentos a alta concentracdo de granulos de secrecdo no
dueto estriado modificado (DEM) . Coloracio: hematoxilina fosfotiins-
tica de Mallory; aumento aprox.: 420 X.
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Figura 7

Glandula sublingual de hamster macho adulto. Observar os acinos muco-
sos (AM) volumosos com nticleos achatados na bases das células e ducto
estriado (DE) . Corte em parafina; coloracic: hematoxilina-eosina:; aumen-
to aprox.: 240 X.

Figura 8§
Glandula parétida de hamster macho jeven:. Observar os acinos (AS) e os
ductos intercalares (DI) com numerosos granulos de seerecio no citoplas-
ma. Células claras e escuras nc ducto estriado (DE) sic também observa-
das. Corte em araldite; coloracio: azul de metileno e azur II; awmnento
aprox.: 170 X
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Figura 9
Glandula submandibular de hamster fémea jovem. Observar os aci-
nos mucosos (AM) com numercsos vaciolos de secrecio, ductos in-
tercalares (DI) com granulos de secrecdo e os ductos estriados (DE).
Corte em: araldite; coloracfo: azul de metileno e azur II; aumento
aprox.: 170 X.

Figura 10
Gléndula submandibular de hamster fémea adulta. Observar a es-
trura do ducto estriado modificade (DEM) no animal adulto, desta-
cando-se alta concentracic de granulcs citoplasméticos que tamlém
s80 visualizades nes dcinog (AM) . Corte em araldite; coloragéo: azul
de metileno e azur II; aumento aprox.: 420 X.



- 108 -

Figura 11
Glandula sublingual de hamster fémea jovem. Observar a flagrante
vacuolizacdo citoplasmatica dos acinos mucosos (AM); semi-luas se-
rosa (SLS), ducto intercalar (DI) e ducto estriado (DE). Corte em
araldite; cclorag¢doc: azul de metilenc e azur II; aumento aprox.:
170 X.

Figura 12
Acino de pardtida de hamster macho adulto. Observar os granulos de secre-
¢éio (8) com diferentes eletrondensidade. Aumento aprox.: 5.250 X.
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Figura 13
Células acinosas de parétida de hamster macho adulto. Observar
além. dos granulos tipo S-3, notadamente os desmossomos (D), com-
plexo unitivo (CU), reticule endoplasmatico granular (REG) e mi-
crovilos (Mv). Aumento aprex.: 21.000 X.

Figura 14
Células acinosas de parétida de hamster macho adulto. Observar os granulos
do tipo S-3, além das -caracteristicas do ntcleo (N), reticulo endoplasmético
granuladar (REG) e complexo de Golgi (G). Aumento aprox.: 21.000 X.
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Figura 15

Acino de gléndula pardtida de hamster fémea jovem com células exibindo gréa-
nulos de secrecio (S) com diferente eletrondensidade. Aumento aprox.: 5.250 X.

Figura 16
Granulos de secrecdo dos tipos S-1 e S-2 em célula acinosa de pa-
rétida de hamster macho jovem. Aumento aprox.: 15.000 X.
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Figura 17
Partes de células acinocsas de parotida de hamster fémea
jovem, mostrando granulos de secrecio do tipo S-4. Au-
mento aprox.: 21.000 X.

Figura 18
Partes de células acinosas de pardtida de hamster fémea jovem,
mostrando granulos de secrecdo do tipo S-5. Aumento aprox.:
14.100 X.
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Figura 19
Célula acinosa de pardtida de hamster fémea adulta. Presenca
do granulo de secrecgo tipo S-6. Aumento aprex.: 21.000 X.

Figura 20

Ducto intercalar de parotida de hamster fémea jovem. Obgervar a sua estru-
tura geral com a presenca de células escuras (CE) e clara (CC). Aumento
aprox.: 5.250 X.



Parte de wm ducto intercalar de pardtida de hamster fémea adulta mostrando
granulos esféricos eletrondensos (8), desmossomoes (D), interdigitagio da mem-
brana (I) e reticulo endeplasmatico granular (REG). Aumento aprox.: 36.000 X.

Figura 22
Parte de um ducto estriado de parétida de hamster fémea adulta. Qbservar:
microvilos (Mv), granulos de reabsorcdo apicais (R), desmossomos (D) e ri-
gueza de mitocondrias (M). Aprox.: 15.000 X. “Inset”: detalhe da invagi-
nacdo da membrana basal (seta). Aumento aprox.: 25.000 X.
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Figura 23
Acino de glandula submandibular de hamster macho adulto. Observar: granu-
los de secrecic (S), caracteristicas do nfucleo (N), microvilos (Mv), complexo

de Golgi (@) e segmento de uma célula mioepitelial (CM). Aumento aprox.:
5.250 X.

Figura 24
Faries de células acinosas de submandibular de hamster fémea jovem mostran-
do interdigitagoes da membrana plasméatica (I), nucleos (N), mitocondrias (M),
granulos de secrecdo (S) e reticulo endoplasmatico granular (REG). Aumento
aprox.: 21.000 X.
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Figura 25
Farte de uma célula acinosa de submandibular de hamster fémea jovem exi-
bindo os dois tipos de granulos de secrecdo (S), reticulo endoplasmitico granu-
lar e mitocondrias. Aumento aprox.: 21.000 X.

Figura 26
Corte longitudinal de um ducto intercalar de submandibular de hamster macho
jovem. Observar células claras (CC) e escura (CE), caracteristicas do nu-
cleo (N), granulos de secrec&o (S) e a transicdo com a célula acinosa (CA). Au-
mento aprox.: 5.250 X.
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Figura 27
Ducto intercalar de submandibular de hamster macho adulto. Destaque para
os granulos de secrecdo (S), microvilos (Mv) desmossomos (D) e complexo uni-
tivo (CU). Aumente aprox.: 21.000 X.

Figura 28
Ducto estriado meodificado de submandibular de hamster macho jovem. Obser-
var o aspecto geral, destacande-se os microvilos apicais (Mv) e grande guanti-
dade de granulos de secregdo. Aprox.: 21.000 X. “Inset” da mesma estrutura,
porém em hamster fémea adulta. Verificar os granulos de secrecio (S) com
alta eletrondensidade e polimorfismo. Sdo evidentes as interdigitacbes de mem-
brana (I) e desmossemos (D). Aumento aprox.: 28.000 X.
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Figura 29
Ducto estriado de submandibular de hamster machg adultc. Observar os gra-
nulos de reabsorcdc (R), microvilos (Mv), desmossomeas (D0 ¢ as mitocondrias

(M) . Aurmento aprox.: 14.100 X.
% =

) Figura 30
Células acinosas de sublingual de hamster fémea adulta. Observar o nticleo
elipséide basal (N), grénulos de secrecio (S) individuslizados ou coalecidos.
Aumento aprox.: 5.250 X.
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Figura 31

Parte de uma célula acinosa de sublingual de hamster fémea jovem mostrando
granulos de secrecio (S) de baixa eletrondensidade. Na sua intimidade podem
ser observadas estruturas filamentosas (F) possuindo um arranjo caracteris-
tico. Aumentc aprex.: 21.000 X.
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Figura 32

Mostrando parte da célula de wma semi-lua de glandula sublingual de hamster
fémea jovem, com nicleo (N), granulos de secrecdo (S) de diferente densidade
eletronica, mitocondrias (M) e complexe de Golgi (G). Observar no canto su-
perior direito da figura. o citoplasma de uma célula mioepitelial (CM). Aumen-
to aprox.: 21.000 X.



Figura 33
Método do PAS. Glandula submandibular de
hamster macho adulto. Observar a nitida po-
sitividade para polissacarideos neutros nos
acinns e notadamente nos ductos estriados mo-
dificados. Aumentc aprox.: 530 X.

Figura 35
Método do PAS. Glandula sublingual de hams-
ter macho adulto. Observar a intensa positi-
vidade para polissacarideos neutros demons-
trada pelos acinos mucosos. Aumeénto aprox.:
530 X.

Figura 34
Método do PAS. Glandula submandibular de
namster fémea adulta. Comparar com a fi-
gura 33 e notar a menor positividade para po-
lissacarideos neutros nos ductos estriados mo-
dificados. Aumentc aprox.: 530 X.

Figura 36
Método do PAS. Glandula sublingual de hams-
ter fémea adulta. Comparar com g figura an-
terior observando-se menor positividade de-
monstrada pelos écinos. Aumento aprox.:
530 X.



Figura 37
Método alcian blue pH 2,5. Glandula subman-
dibular de hamster macho adulto. Os acinos
apresentam positividade para polissacarideos
acidos. Aumento aprox.: 530 X.

Figura 39
Método do alcian blue pH 2,5. Glandula sub-
lingual de hamster macho adulto. Observar a
intensa positividade dos acinos mucosos para
polissacarideos acidos. Aumento aprox.: 530 X.
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Figura 38
Método do alcian blue pH 2,5. Giandula sub-
mandibular de hamster fémea adulta. Notar
a maior positividade dos adcinos gquando com-
parada com a da figura antericr. Aumento
aprox.: 530 X.
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Figura 40
Método do alcian blue pH 2,5. Glindula sub-
lingual de hamster fémea adulta. Notar a me-
nor positividade dos 4cinos mucosos quando
comparada com a da figura anterior. Au-
mento aprox.: 530 X.



Figura 41
Método do alcian blue pH 2,5. Glandula sub-
mandibular de hamster macho jovem. Obser-
var a positividade dos acinos para polissaca-
rideos acidos. Aumento aprox.: 530 X.

Figura 43
Método de Millon para tirosina. Glandula pa-
rétida de hamster fémea adulta. Observar in-
tensa positividade dos ductos intercalares.
Aumento aprox.: 530 X.
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Figura 42
Método do alcian blue pH 2,5. Glandula sub-
mandibular de hamster fémea jovem. Com-
parar com a figura anterior e notar a maior
positividade demonstrada pelos &cinos. Au-
mento aprox.: 530 X.

Figura 44
Método de Adams para cistina. Glandula sub-
lingual de hamster macho adulto. Observar
intensa positividade nas semi-luas. Aumento
aprox.: 530 X.
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Figura 45

Método de Lison e Pinheiro para triptofanc. Glandula subman-
dibular de hamster fémea jovem. Observar intensa positivida-
de nos ductos estriadeos modificados. Auvmentc aprox.: 210 X.

Figura 46

Meétodo para alfa-glican-fosforilase. Glandula submandibular
de hamster fémea adulta. Notar intensa positividade para esta
enzima g.g ;ivel dos ductos estriados modificados. Aumento
aprox.: !
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Figura 47
Método para succino desidrogenase. Glandula sublingual de

hamster macho jovem. Intensa positividade é demonstrada pe-
los ductos estriados. Aumento aprox.: 130 X.

Figura 48

Método para succino desidrogenase. Glandula pardtida de
hamster macho jovem. Como na foto anterior, notar a intensa
positividade da enzima predominantemente nos ductos estria-
dos. Aumento aprox.: 130 X.



Figura 49
Meétodo do sudan IV. Glandula sublingual de
hamster fémea jovem. Observar positividade

para lipides no ducto estriado ¢ na semi-lua
(seta). Aumento aprox.: 210 X.

Figura 50

Método do sulfato azul do Nilo acido. Glan-
dula parétida de hamster macho adulto. No-
tar forte positividade para fosfolipides nos
acinos e ductos intercalares (DI). Aumento
aprox.: 530 X.
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Figuras 51, 52, 53

Radiautografias cobtidas apds a injecho de L-leucina-H3. Exposicdo: 41 dias;
coloracio: hematoxilina-eosina;: aumento aprox.: 640 X.

Figura 51

Glandula parétida de hamster macho adulto.
QOhservar a flagrante incorporacido 1,30 horas
apds a injecdo do isétopo, tanto pelos acinos
{AS) quanto pelos ductos intercalares (DI).

Figura 52
Gléndula submandibular de hamster fémea
adulta. Observar o méaximo de incorporacao
na porcdo acinosa (AM) 3,00 horas apds a in-
jecdo do is6topo e menor incorporacido nos
ductes intercalares (DI) e estriados modifi-
cados (DEM) .

Figura 53

Glandula sublingual de hamster fémea adulta. 7,00 horas apds a in-
jecdo do isétopo. Nota-se o maximo de incorporagio nes cinos mu-
cosos (AM) .
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Figura 54 Figura 55

Figura 56

Figuras 54, 55 e 56

Radiautografias obtidas apds a injecio de sulfato de s6dio-S35. Exposicdo: 28
dias; coloracio: hematoxilina-eosina; awnento aprox.: 640 X.

Glandulas pardtidas de hamsters machos adultos. Observar que os ductos in-
tercalares (DI) apresentam maior incorporacao do isétopo do que os 4cinos se-
rosos (AS) &s 030 e 4,00 horas (figs. 54 ¢ 55). Verifica-se ainda que pratica-
mente nio é cbservada nenhuma incorporacio as 24,00 horas (fig. 56). Notar.
nesta Gltima foto, a presenca de um acino mucoso especial (AME).
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Figura 57 Figura 58

Figura 59 Figura 60

Figuras 5%, 58, 59 e 60

Radiautografias obtidas apés a injecic de sulfato de sédio-S35. Exposicdo: 28
dias; coloracdo: hematoxilina-eosina; aumento aprox.: 640 X.

As figs. 57, 58 e 59 apresentam a incorporacio obtida, respectivamente, 0,30,
400 e 24,00 horas apos a injecio do is6topo, na glandula submandibular de
hamster macho adulto. Observar que a maijor incorporacio ocorreu no periodo
de 4,00 horas (fig. 58) e principalmente nos écinos (AM) em relagio aos ductos
estriados (DE) ou estriados medificados (DEM).

As figs. 58 e 60 demonstram o dimorfisnio ocorrido pela predomindncia na in-
corporacao acinosa do isdtope pela submandibular do hamster macho (fig. 58),
em relacio & mesma gldndula do animal fémea (fig. 60).

A fig. 59 documenta ainda a presenca dos acinos mucosos especiais (AME) .
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Figura 61 Figura €2

Figura 63

Figuras 61, 62 e 63

Radiautografias cbtidas ap6s a injecdc de sulfato de s6dio-S35. Exposicio: 28
dias; coloracido: hematoxilina~eosina; aumento aprox.: 640 X.

Glandulas sublinguais de hamsters machos adultos. Observar que 0s 4dcinos mu-
cosos (AM) apresentam sempre major incorporac¢do que os ductos estriados (DE)
e que a maior concentracio do is6topo ocorreu ne periodo de 4,00 horas (fig. 62),
guando comparada com oS periodos de 0,30 (fig. 61) e 24,00 horas (fig. 63).
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