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1. INTRODUCAC

Q= manuals utilizados para o ensinoe da fisziologia
humans invariavelmente enguadram as glindulas salivares neo capitule
do aparelhe digestivo e, guase sempre, limitam-se a citar suas acdes
tubrificante e amilolitica, acompanhadas da analise da regulacio
nervosa da secregdo.

Mo entanto. deade 3 antisuidades, constatam-pe
indicicos de gue az glindulas =malivares exercem uma Iinflugnoia
irtherna.  CALZADA (19731 relata gque HipdScoratesm, 460 anos AC., 4
insinvava uma relacfo de “causa e efeito”, que "explicava certos

I

fatos"” ., atribuildas a “"wveilaz gque partindo das orelhas chegam astéd o
testicule”. Tembém relata ser universalmente conhkecido o fato de gue
uma  inflamaclo testicular ser seguida, cow frequéncisa,  de  uma
parotidite.

HARDIN  (1888) observon #ue a dor resultante da
parotidite bilateral de uma paciente era atenuada toda vez que ela
ze enconbrava em periodo de gestacfo. PHILLIFZ (1231) confirmou esta

oheervac8o, constatando gue o fendmeno se prolongava durante o

reriodn de lactagin.

A primeira  afirmacHo, sugtentada  por evidéncias
controladas, Je2 que an glandulas salivares, paratidas &

submaxilares, desempenham fungie enddcrina deve-zme a DGATA (18345

i trabalhos gue permitiram esta assertiva comegaram oom a pesgulss

n



e uma pogzivel funcio enddcrina das glindulas salivares,
relacionadas com as secrecfes internas, no diabetes {HIEI, 1929,
1830 =2 1934 = OGATA, 19313.

WERLE e RODEN. em 1938, descobriram na saliva a
ralicreina, e desencadearam uma extensa série de brabalhos., gue
levaram ao  ilsolamento e ldentificag8e de diversas substineins
hiologlcamente ativas, tanta na smaliva huomana. orane nam o e
diferentes espécles animais.

Estas pesgquisas prosseguem alindas hoje e atualmente

=3

ponbabiliza-se cereca de 30 substénclas com acio bicldgica. isoladas

[N

de  glindulss  salivares de d

Fforentes ampédciss  animais. Eates
principios abtives tém, em sua maloria, natursza protélcoa (HARKA.

19807 .

Ho estude das gléir.ldu.laé salivares wverlificou-se que
diversas espéoies, nobadamente os rosdores. apresentam  dimorfisme
sewual. gue condiclona as diferencas  nos  principios ativos
gecretados. O dimorfismo sexual & especialmente notdvel nas

glindulas submandibulares dos camindongaos, 2O demonstron

LATAEBAGNE  (18940a): as submandibulares dos machos £&m  a jalalalug P
rubnlar mais desenvolwvida que as fBmeas. Ho mesmo anc LACASSAGHNE
(1940 e 19400 e LACASSAGNE =  CHAMORRD (1940)  conzeguiram

demonstrar gque o dimorfismo @ dependente dos hormdnios gonadaias.

Como as pubsténcias biclogicamente ativaes secretadas
pelas glandulas salivares tém. geralmente., natureza proteica. a
SepaAragd, eletraforética & utilizada com freguénela para zeu estudo.

O primeiro trabalho reglistrado e UEo cle

rletroforese, para o esbtudo de saliva, parece ser o de RINERSLY



(1853)., gque trabalhou em papel. Como  secreclo bioldgica a saliva
carreis componentes séricos, notades desde o primeiros trabalhos:
GELLER, HAMES e ROVELSTAD (19589} identificaram em saliva tobsal
humana . ag  IracBes mucdHide, albumina, alfa-globulina, beta-
globulina, gama-globulina & ligozinma.

Com o aprimoramento das itécnicas eletroforéticas, =
separacio fol se tornando mals eficazm: SHIBA, SHIBA e SUAUKI (18857,
utilizands gel de dodecil sulfato sdédico de poliascrilamida em
camadas, consgguiran identificar na saliva humana total, 22 fragfes

de naturseza protéica.



Z. REVISTA DA LITERATURA

2.1, Componentes protéicos das glandulas salivares.

A comprovacBo de que ag gléndﬁlaa galivares detém funclies
endborinas comecaram com og trabalhos de HIKI (1929, 1030 e 1934) o
OGATA {1831y & degencadearam intenga atividade de pesdulsas A
respeito do asaunﬁm: Ho Ocidente WERLE e RODDEN (1838% iwsolaram altas
concentracfies de orlicreina de divergas espéoies animals. A agHo
dests protease  oome  mnedlador na vapodilatac¥c  funcionsl  setid
reconhecida ha longo tempo. mas o complebo conhecimento de gen papel
fisioldgico ainda ndo fol conseguido  (GAUTVIE., BRERG-ORSTAVIE e

NUSTAD, 1874).

Ho JapBo um grupe de peagqulsadores, coordensdos por DGATA
£16844 e 1845, dsolou de glandulas salivares de bovinoeg, uma
sutetincia protéica, denominada parobtina, que maeis tarde ITO (1880
demonstron ter funcBez estimulantes  2obre o gilstema  reticule

gndotellal, Orgflos hematopoiétblicos, cartllagens e hecide conjuntivoe.
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Em 1948 RAYMAUD e HEBEYR TTE mostraram que a amilsse. ¢ mais
avidente dosg componentes enzimébicos ardégenos dsa secreco ealivar,
1308 camundongos  tém  maior concentracdo nas  submandibulares  dos
machos que dag fémeas. A relaclo dg sintese de amilase salivar com
hormbnios androgénicos foi melhor satudada por SWIGART &
colavoradores (1905) & BHEAR & colaboradores (18793, A urquiectomia,
geguida  de tratasmento por andrégenos., nin provoca  tAo grandee
diferengas ns sintese da amilase, como acontece com & reninas. com o
Fator de Crescimento Ner;oao au o Fator de Crescilmento Epidermal
(BAREA., 18B0). Talvez 1lsmo se deva ao fato de gue & sintess de
amilase, nesses anlmals, sejs estimulada pela tiroxina {RAYHAUD,

1880y,

Ho Brasil, JUNGQUEIRA e colaborsdorss (1949} demonetraram
histolégicamente, nos gréinuloe secrebdrics dos dutos granulosos daz
Zlandulas aubmandiﬁular&s de  camundongos, a atividade de  uma
foefatase Acida. HMostrou, no mesmo bLrabalho, 9ue as gléndulas dos
machos contém ceros de 2.5 vezes males atividade de fosfatasme Acida

aue ap der fémeas.

Alnda em 1848, JUNQUEIRA e colshoradoree relataram a presencsa
de atividade proteclitica nas glédndulas submandibulares de ratos,
denonstrande ainda sua dependéncls ace andrdgenca. Mals tarde TERFORS
e  oolaboradores {(1967)., EEFORS, HATMI-HARTU o HOPSU-HAVID (18727
demongtraram & Dresenga de variag esteropepbtidaser gemelhantes &
tripaina, em gléndulas submandibulares de  reatos e capundongos.
Oubtras duss proteases foram puriflicadas e caracterizadas, & parbtir

de  glandulss  esubmandibunlares  de  camandongoes, por  SCHEHKEIN &

colaboradopes (19691, BOESHMAN, LEVY = SCHENKEIN (1878) & SCHENKEIH e
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colaboradores (19770, Todas esbas protesses, lsclsdas de gléndulas

submandibulares de rebos e capundongos, eag andrégena  dependenbes
andrégene  dependenbes

[BAKRA, 1980).

Em 1956 COHEN & LEVI-MONTALCINI isclaram de venenno de cobra
wn Fator de Crescimento Nervoso. O mesmo  aubar. purificou esta
substéncla e estudou seus efeitos metabdlicos (COHEN, 14891 e,
através de brilhante associacBo de 1déinms. foi levade =a pesguisar,
izolar & purificar um Fator de Crescimento Nervaes e gliéndulas
galliverses de capundongos. FEmbora tenbam acBo semelihsnte., estae
substincias g8c distintas (BAILEY e colaboradores, 1878). O Fator de

Crescimento Nervoso das  gliAndulas salivaresz doe capundongos  bem

4

agicas foram

Tt
¢
I

naturezs probéica & guas promriedades éuimiﬂag e Rio
acuradamente esiudadae (LEVI-MONTALOIRI e'AN&ELETTIr 1868, BRADEHAWS
&  FRAZIER, 1975 e VAREON 1975). MONTALCINI o ANGELETII (1984)
mosgtraram gue eﬁta‘ eubstincia & andrdgence dependente ¢ apresgenia
malor concentracio nas submandibulsares masculinas gue nas femininas.
WERLE, VOOEL e GOLDEL {1857} descobriram, em gléndulas
submandibulares de camundonges, uma  substfincia que  caugae s
prolongads hipertensfo guande injetada em camundongos e cachorros.
B 1883 WERLE, TRAUTSCHCLD e GOHMAL coneegulram a purificapédo
parrial de ums renina, de gléndulas submandibulares dessa egpécie.
B 1872 COHEN e colsboradores demonstraras gue o canundongos
apresentaram em suas 2léndulas submandibulares duss reninas, A e O
GUTHMAN., LEVI e SHORR, em 1973, demonstraram gue op ratos {fambén

srregentam renina e suas glandulaz submandibulasres.



Emo 19682 COHEM, ainda de  glandulss  submandibulares  de
camundonges, obteve um Fator de {rescimento Bpidermal (FUCE), que

Mostyroul Provocar a ace leraca - ; — :
E TR0 da erupgio dos incisives e da abertur

il

daz pdlpebraz, nos camundongos e ratos recém nascidos. BYYNY, ORTH e
DOHEN (1972) comprovaram que a concenbracas degte principio ative
aumenta nas glindulas submandibulares a partir da maturacfo serual.
A presencga degta substincia nas glindulas pode ser detectada a
partir do 202 dia apdSs o nascimenteo (GRESIE = BAREA, 1978y, A
astrutiura guimica do Fator de Crescimento Epidermal esati fotalmente
desvendada, constituindo-ze de uvma Unica cadeia polipeptidica, oom
53 regiducs de amincdcidos, couja aesglénoia a4 ol determinads
{(OOHEN, 1982, SAVAGE., INAGAME = OCOHEN, 19772 = CARPENTER = OOHEM,
1979y, O Fator de Crescimentco Epiderﬁal & um potente estimulante da

mitose em diferentes tipos de células, induz a gueratinizaca, . .

inikidor da secrecgfa doida do estdmage (BARKA., 1280, MARTI, DBURWEN

-

]

JONES, 18893, Foi comprovado também que o FCE 2 androgeno dependente
{BUOLLOCK, BARTHE e MOWSZOWICZ, 1875) e que, embora szus sintese
dependa de horménics androgénicos e tircideancs, a sua liberacis na
riveulacto depende 50 dos androgence (KASAYAMD, YOUSHIMURA e ORA,
1988y, Az glindulas supmandibulares dos machos apresentam de 1 a Zug
de FCE por mg de tecido. cerca de 10 vemes mals que as das fémeas: a
crguiectomia redus, £ a asdministracido de tesbtosterona aumenta., nos

centracio (BARKA, 18980).

]

machos castrados 2 nag Ifémeam, =853 00
FOR foi também loralizado nas glandulas submandibulares humanas = de

ratoz .



Em 1B63 MAYNER e ACKERMAN demonstrsram, nas gléndulas
submandibulares de camundongos, = presenca de uma ribonuclasze.

Em 1985 ATTARDI e colaboradores isolarasm e purificmrsm. de
gléndulas submandibulares de camundongos, um Fator de Crescimento
Megodermal, capasz de indusir uma perda de miosinas nag fibras
masculares, modificar o  teclido cartilsginose e esgtbimular &
proliferaciio  dasg células mesenquimais. ATTARDI, SCHLESINGER e
SCHLESINGER (1978) demonstraram a aglo proteclitica deste fabtor.

No mesmo ang, 1885, gDLER e NARBAITZ mostraram <ue s adiglo
de extrato de glindulasg submandibulares de ratos &4 cultuvrss Vin
vitro' de tubosg neurais de galinha provocavsm o aparecimento  de
sbertura dorsal e crescimento  drregular &  hiperplastico. Fol
denominade fator de crescimento do tubo neural & atéd recentemente
nlo binha sido purificadco, ou sua presenca comprovada em camandongos
{BARKA. 138B0). .

ANCELETTT e colaborsdores (19851} purificaram parcialmentes, de
gléndulas  esubmandibulares de canundongos, uma enbsténsia gue
provocs, guando indetada em cemundongos ou coelhog, um aumento de
wamero de leucbcolitos polimorfonuclenres,

Em 1887 TAKEDA e colaboradores relgbaram gue o extrate de
gléndulas submendibuleres de aamundonges  provoes uma atrofia nes
tacidoe linféldes despes animals. TAKEDA =  GROLIMAN {1268}
acentuaram & dréstica agfo abtrdéfica destas substincias  sobre
tecidos linféides. especialmente timo de camundongos. Mo mesmo
tyabalho esspes autores relataram gue esbe Fator Linféide (ou Fator
Timotreéfico) ndo sze faz presente nas submandibulares das femese.

Em 1968 HOSHING e LIN relataram oue o transplente de

gléndulas submsndibulares de camundongos adultos & fatal para o
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hospedeire, O bran splante de pardtidas, ou de szubmandibolarss de

ey e T i g bt
iemeas ou machos sexuslmente imaturos., nfic evwidenciam o mezme etfeibo

toxica., mostrando gue esbte Fator Letal & anderdgenc dependente

HOSHING e LIN (1970 e 1971) compararam s toxicidade do Fabor Letal

et

FAIE wapedeiros ey transplante: camindongos machosz a8 maisz

[

raslatentes que az fémeas ou machog sialoadensctomizados, e 0 a
aplicacBs de testosteronsa protege as fépeas coanbtra o efeito lebal,
HATAEEYAMA, HIRAMATEU e MIHAMI (18813 relatarvam que =

eata tambénm presente na saliva de camundongs

pars camundongos, ratos, ceobalas e cricetos; isolaram o principio
ative & mogbraram oue @stae substincla & wn ensima seme lthanbte &
ralloreina.

Em 1870 JONEZ, ASWOOD-EMITH purificaram parcislmente, de
glindulas asubmandibulares de camundoﬁgms, uma  substinclia que
descreveram  como CRPBL de  estimular a proliferacis de  teceido
espitelial de ratos Tin wvitre' . Hazta acfo Ja tinha sido constatads
anteriormente por JOHES (1266), BANKS e WALTER (18732), conbude,
deponstraram gue esge Fateor de Orescoimente Epitelial proveoca uma
desorganizacin das celulas epitelials 2 que nioc hd satimalo de =ua
proliferaci8o. BAREA (1880 sugere gque oz efeitos estimulantes

descritos por JOHES e JONEE e ASHWOO-SMITH (1866 = 1970) =8o devidos

&s proteases presente no extrato das glindulass submandibualares dog
canundongos

Em 1971 SHERIDAM = STANLEY publicaram a descoberta de um

Ratnr Estimulante de Colfniass da Medula Oggea., em Jdiferentes tecidos
de  ocamundongosz:;  constabtaram gue o b2cide gue apresentay mailor

concentracio era o das gliandulas submandibulares, e gue &z dos

machos t8m guantidades cerca de 3 vezes superiores as daos fémens.
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Bm o 1972 BOUCHER, SAIDI e GENEST descreveram uma  nova
angiotensina I, denominada tonina, purificada e caracterizada por
DEMASSIEUX e  colaboradores em 1978, Hstas +tonina
glindulag salivares de ratos, mostrou aser diferente da renina, da
reeudorenina & da angiotensina I (BOUCHEER, ASSELIN = GENEST. 19745 .

Em 1973 ZANGHERI e eolaboradores, trabalhande com ratos,
demonstraram gue o nivel aumentade de eritropeebtina, em animals

hipéxicos e hipoxicos e anémicos, & reduside pela nefrectomis. B que

a nafy

i")

tomia, acompanhada de sialoadenectomis, provoca uma reducsa,

mals dristica, de onde deduziram gaue as glandulas submandibulares

constituem importante =2itic extra-renal de eritropoetina. FAVA DE

MORAES, ZANGHERI e DOINE, em 1979, através de técnicas isvnogénicas,
confirmaram & localizacan e eritropoetina em glindulas

submandibulares de ratos e capundongos.

| t
-
"4
W
et
b
i
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Em 1974 (2ILVERMAN = DUNBAR mostraram aque o =0
glandulas submandibulares de ratos proveocam um aumento de nivel da
glicoze sanguinea e atribuiram ssse gsfeito 2 um Slucagen Salivar.
LAWRENCE o colaboradores (1975, 189768 o 1977) mogtraram a presencs de
Blucagon Balivar e2m glandulas submandibulares humanas = de ratos,
camundongons, cobalas, coelhos e ofes. A presenca do Glucagon Falivar
& insignificante nas pardtidas ] sublinguais ( LAWRENCE e
colaboradores, 1977). As gléndulas submandibulares de ratog adultos
contém cerca de 23 vezez mais Glucagon Salivar gue az de {Bmess, e
careca de 100 wvezes mals gue az de animals impdberes, machos ou
fémeas (EELLY =& rolabhoradores 189773, A dependénecia a testosterons
foi ratificada pela diminuica, ey Glunagon Calivar nas

submandibulares de rabeoe caghtrados, 2 pela recuperacfo en Lratamento

com o horménio. LAWRENCE e eonlaboradores (1978) spresentaram a
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hipdtese des gque o Qlucagon Salivar & sintetizade nas glindulas
submandibulares, noma forma de alto pesce molecular, e depois
hidrelizada a moléculas menores pela tripsina. A Liberacse dn
Glucagon Salivar diretamente na  circulscfe n8n  foi comprovada
{BARKA, 1880).

Em 1976 HOFFMAM e colaboradores purificaram, = partir de

-

gléandulas submandibulares de camundongos, uma substincia, denominads

1l

Fator Estimulante e Crescimento Endotelisl. Eztesn antores
descreveram este fator come  capaz de  produzir um  crescimento

hipertrdfico das células endoteliaiz em diferentes drgaps, quarndo

recém nascidos. PAREA (1980
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analisza criticamente este trabalbe e coneclul gue ainda hid duvidas
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m Fatorp Estimulante de Crascimentc Endotelial
soparadn.

Adnda em 1878 LISKEE e  REBER. nsands  téenicazn  de
radicimunensalc 2  imunofluorescéncis. demoszstraram nas  gléandulas
submandibulares de ratos, a presenca de uma atividade =memelhante A
insulina n¥o suprimivel.

Neste mesmo ang de 18976, WALLACE, PARTLOW = ELLIE
relataram ogue a saliva de camundongos tem um Fator Anti-complementar
que € regulade peloz receptores alfa-adrenérgicos. Ezte trabalhe
mogtra que a injecHco de saliva de camundongoes em ratos abole =
atividade hemolitica dos complementos do sangue por Y4 heras. WEILL
2 colaboradores, em 1878, confirmarasm a existéncia desse fator.

Bn 1078 I e rolaboradores, ugando Lécnicas de
imunofliluorescéneia, determinaram em gléndunlas submandibulares de

ratas  ums angliotensins I1.
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Alnda em 1979 HUTAON, EVANS e FOWLER relstaram gue a saliva
de  camundongoe  cont&m um  Fator Clesbtrizante, o gue explicaria a
aceleracis de cicatrizacio pelo hébito de Jlamber os ferimentos,
ohaervado nessa smpécie.

Ho  mesmo anc, 1878, ABRUDA VEIGA ilsclou, de gléandulsas
gubmandibulares de camundongos meschog, um peptideo, aue injetado
subcutaneamente Induz & albumintria e politdria, relacionadas com uma
se8o pnefrotdxica.

Em 1982 MURAEAMI., TAMIGUCHI e BABA nostraram a sintese de um
peptides semelhante & insulina, nas gl&ndulas pardétidas de ratog e
sered humanos.

Em 1985 COX e QUISSEL leolaram, de gldnduae submandibulares
de ratos., wma proteina stivadora de plaguetas: mostraram gue esta
suhatincia, "in vitro”. abtliva plaguetas, agregando-ag £ indusinde s

secraetio de porotoning, de coslhoe, ratos ou seres humanos,

EBr 1985, ainda, PINHEIRO isclou. de gléndulag salilvares de
camundongoe machog, 4 eubsténcias, gue denominouw SBlalotoxinas, I,
1, Ii1 = 1V, dé naturesza boxica o atividade letal, Em 1888 PINHEIRO
raelatou que egtaes subeténclas nlo Lé&m naturess profélca, mas reagem
oo biureto, Follin-fenol e resgentes xantoprotéicos. CAMPOS e
colaboradores (185823, trabalheande em tecidos de diafragma de ratos,
demostraram gue & Sialotoxina I promove uma reduglo da capacidade
celular de capbar glicome. ARRUDA VRBIGA e oolsboradores {1522)
relataran qgue og camundongos fémeas sio cerca de 3.5 veges mnals
sensivels 4 Slalebtoxina I1I gue op machos, e gue ag Ifémeag Lratadas

aom besgtospteronsa s8o ogrea de 2 vezes mala registentes gue as
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normais; confirmaram a dependéncia de Sialotoxina 111 acs hormdnios
androgénicos.

Em 19868 KBEME, MELLOW e SABADINI, trabalhando com extrato
de  gléndulas submandibulares de rate., purificaram wum  fator de

proprisdades Imunocesupressivas e demonstraram. “in vitre T, sua afgsg

1

i

e
et

r

L

idora asobre a proliferacdo de Llinfocibnes mitdpgencs e antigenn-

L

eztimilados.

Adlnda em 1938 ANDERSON demonstroun. Tin vibkro”. a presenca
de wma peroxidase, em células acinares das gléndulas submandibulares
de rabtos.

REm 1982  FKATRSN e EEMAN  demonstraram., em  glindulas
=nlivares de ratos. a presenca de um  Meure-peptides  gue esta

sruvolvido na  regulascin do fluxo sanguinec & da  mecregico nas

gléndulas salivares.

o o Dimorfisme sexunl das glandulas sutmandibulares de

eamundongos.

LACASSAGHE [1940s8) memtron hilstologicamente o Adimorfismo

+ - I T 5 - =

sewual das  glandulas  submandibulares de camindongos. Trabalhos
s o n e TAMACE AL

subgeguentes do propric LACASSAGNE (1840b e ), 2 de LAUASEAGHNE e

Pferenoan Sex F e mtmtalAgdens
CHAMORRG (1948), mosgtraram gue egsas diferengas SeXUals histoldgicas

dependem  dog hormbnios mexuals, & cae A adminisiracins de
testosterona nas Iémeas leva suas glindulasz submandibulares a tomar

s asmecto zemelhante As dog machos.
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Em 1950  RAYNAUD vrelstou que a indetln  de  testosterona
desencadeia wn acenbuado degenvolvimento dos tabules gramiiares das
gléndulas subnendibulares de camundongos. evidenciando a acBo dipeta
deste horwdnilo scbre a gléndula.

CARAMIA (1966) comparou, abravée de microgcopias Stics e
eletrinicea, a8 gliéndulas submandibulares de camupdongoes  machos e
Iémens. Relata a presencs, nas glandulas doe machos, de guatro zonag
digtintsg: deinos, ducte intercalado. tubulo secretério & ducho
intralobular estriadeo. Az gléndulmss das fémeas apresentan esztas
mesnas  esbtruturas ¢ malsg  tibulos  secrebtérlios sesstriados, Nas
gléndulas masculinas o sistema de tibulos georebérics & muito mais
rroeminente, ] 88a tamnkbem caracterizsados pela FreSeoR de
Caﬁalieulﬂs intracelulares,

SHACKLEFOR e WILBOREN  (1888) confirmeram a diversidade
gztrubural .e hisboguimica em gléndulas sslivares de diversas
egpécies de mamiferos.

SMITH e FROMMER (197Z) relataram gque os fibuwlos granulares,
nag gliandulas submendibulares de camundongos, nfo epbBo presentes
antes da guarta semana apds © nascimento.

CHAT g colaboradores (1883), trabalhando com o auxilio de
héenivas computadorizadas de reconstrugfo tridimensional, relataram
gue as células acinares sraxp mnenores que as celulaa do ducto
granular, 11l glindulas submandibulares  de camundongos machog
adulton. Has gléndulsass das fémeas da mesma @spdois ooorre O inverso:
as celulag do ducto granular sdo pencres que as acinares, Também
sncontraram gue O volume mé&dio das eélulas Aaclinares &
stgnificativaments malor nas fé&meas que nos machos. Revelasrsam ainds

gue a meis dramdtica evidéncia do dimorfismo sexual foil encontrads



I:‘??.i.-? det’frﬁllriagﬁﬂ {ia atividade rEpl icante de ﬁl)’.N . nas féIHE‘.aS .
atividade de replicag8n & substancialmente maior nas células do

ducto intercalar que nas células do ducte granular e scinares. Nos

machos esta atividade tém nivels aproximadamente iguais nas células

Ao dycte granular., do ducto intercalar e acinares. Mostraram ainds
gue as fémeas possuem um duscto intercalar muito mais ramificado e
gue 0 ducto granular ususlmente termina num complexo secretdric. Nos
machos o ducto granular uswvalmente abravessa um complexo secoretdrio
g forms uma proeminents estrutura. semelhante 2 uwa capa. Jdo ladno
opostio.

Bamas diferencas morfoldgicas e hisgtoldgicas induzem an
entendimente  das  diferencas =secretfrias e sus  dependéncia  ans
hormfnios gonadalis. Guando sén anallsadas ¥ suhatinciag
hinlogicamente ativas secretadas por estas glandulas encontra-sze gue
estes fahores sﬁeﬂ geralmente, s natureza protéics e andedgeno

dependentes {(HBARKA, 19807.

2.3. Beparaclo elebroforética de proteinas das ghindalas

salivares.

A eletrofeorese constitus & primeirs esscolha enitrs o
métodns ubilizados para seporacBo e andlisze de subshbancias protéicas
{JORGENSON, 195880 .

A utilizacfs da eletroforese em materiails biolégleos deve
praito oz TIGHELIUS, cgue desenvolveu a8 técnioa, interesagds  em

componentes do soro sanguines (TISELIUS, 1937, o TISELIUS = KAPAT,

19349
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KINERELY. em 1953, ubtilizou eletroforese i wapsl  para
esbudar op componentes da saliva.
GELLER, HAMEZ & ROVELSTAD (1988), utilimando elebroforess

en papel, e comparande a mobillidade das fracea, separadas  oom
[} L bl pa

materials de referéncia, relatou parsa m ealiva de pardtide humana, B
fragles: albumina, alfawglobulina, bete-globulina, gama-globulina e
tisozima. O mesmo trabalho registra. para a saliva humana total. as
Ifracles mucdHide, albumins, alfa-globulina, beta-globulina &
lisonima.

MAGSBUN, CARBOMARA e HEREMANS, em 189685, trasbalhandc ocom
salive total, eletroforese em papel, elebtroforese em gl de agarope,
imuneesletroforese o cromatografia  em  dietilamincetil-celulose,
comprovaran gue ag Iracdesg geparadas por. GELLER, HAMES e ROVELSTAD
eram compostas de diversas fragies. além de confirmar a presenca de
mucinasg  aelivares, ™ amilages sallvares {situadasg na  Area de
globulinas-bheta 2) & de ligozimsa, mogtraram & 2 @meparaglo de
globulinas—alfa 1, globulinas-alfa 2, globulinag-bebs 1, globulina-
alfa 2 pucosal e um componente catbddico.

Com o refinamento das técnicas de elebtroforese o nlmero de
fraces lsolades fol sumentando, BELLAVIA {1971}, utilizando gel de
poliacrilamnida, separou 14 fracbeg probtéicas na seslivas humana.
OBRFRG, IZUTSU o TRUOBLOVE (1882). usande gel de dodecil sulfsato
sadice de poliscorilemids, identificou em salivas de pardtidas
humanas. wn bobal de 22 diferentes frag¢fes de naturesa protéica. E
BBIBA, SHIBA e BUZUET (1985), tambén =m gel de dodecil sulfato de
poliscrilamida, regletraram 22 fragbeg probtéicas em saliva total

huns .
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SUHNEYER,

]

Em roedores, EWEENEY (1982 & HALL
{164y . trabalharam com salivas de ratos, em =letroforeze em papel.
ROBINOVITH = GSREEBHY (18688) trabalhande em gel de poliacrilamida,
encontraram, em gsaliva de pardtidas de ratos adultos machos, 12713

fractes protéicas em gel aniénico, e 9 em gel catidnico.
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3. PROPOSICAO

A revista da literatura lista uma série de trabalhos que
mostram gue as  subsbtinclias  ativas secretadas pelas  glidndulas

salivares, almente, sa o . . . .
alivares, geralmente. 83, 4. ovureza protéica. Mostra ainda gque o

camundongo (Mug musculus) & a espécis gque apresenta maior dimorfismo
gexual nas gldndulas submandibulares.

Ainda pels revista de literatura fica evidente a androgeno
dependéneoia de muitas das substéncias biloleogicaments abivas das
glandulas submandibulares de capundongos.

Assim, a2 propofifs, deate trabalho é:

1. Comparar , roncentraca® protéloa, o o perfil

.

glatrofordtices destas subsbtincias matsrias sxbreabor  de  glidondulae

submandibulares /sublinguaiz de capundongae sdult Aaovwnd s, mEsklss o

fémeas.

2. Analisar as alteraco

g8 provezadas na concenbracis e ne

parfil eletroforético destas substdncias protdicas, pela wrambra o,

de camundongons adultos normals, machos o fémeas.

3. Analisar as alteragPes provoecadas. na concentracio e no

ias protéicas. pelo bratamento

;]

nerfil sletroforético desgtas subsiin

Tirs

I

com testosterona de camindongos machos castrados, & pelo tratamento

cam esbtradicl de camundongos fEmeas castrados.



4. MATERIAL E METODOS

GRUPOS DE ANITHATS

} T ; - ©oqox
Para a realimacin do pregente trabslho foram utilizados

180 ceamundonges (Mus musculus albinuz), sendo B0 pachos e RO fémeas,

com 20 a 45 dias de ildade, e peso limitado entre 2B & A% na dsta de

inivio do experimento. Antes e durante o periodo experimental og
animals foram mantidos & temperaturs ambiente 2 alimentadozs com

racin balanceada padr3o e sgua "ad libitum”.

Para o sesxperimento o8 animals foram distribuidoz em B

Erupos:
nappatiss 20 animails foram

GRUPG I - Cnnkprele dog machos

gter etilico o fiveram o= complexos glandulares

anestesiados com

in

submandibulares/sublinguais extraidos.

tlas Fémeas normsis: 20 animais

aRUPD  TF-  dontrole

receberan ¢ meamo tratamentn gue © Brupo anterior.

normais  Eratados  ocom estradiol: 20

GRUPQ IIl1: MNachos

animaiz receberam uma série de 15 aplicacler de intraperitoniais,

didrias. de 2 mg ks de peso vivo, de estradicl. Deiszs dias

cesgarem a8 aplircacfes tiveram az gliandulas extraidas.
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GRUPQ IV: Fémeas normais tratadas r~om tembtomteronar 20

ANLmMALE receheram 3 stlcicisla) tratamento e 0 Zrups anterior

subgtituindo o estradicl por testosterona (2 mg/ke de pedn vivol.

GRUPO - Machos caatrados: A8 animais Foram

1 ; ) . . .
orquisctomizados e apds  quarenta  dias  tiveram suas glindulazn

extraidas,

3

GRUPD V- Fémea;

5]

v}
~
j3]
ig
i
fog
o5
)
b
it

Ay Anims iz foram
ovariectomizados & apds guarenta dias  tiveram suae glandulas

extraidas.

GHUP(O VI1Ii: Nachos rcastrados e Eratadoes com testosterond:
2 animals foram vaztrados e apfs 40 dias de repoven recebersm wna
serie de 15 aplicacegg intraperitonials, didriass, de 2 mglke de peso

-

vive, de testosteronsa. Dois dias apos o término das splicsctes

Liveram azs glndulas sxtraidas.

GRUPO VIFI: Fémeas vcastradaz ¢ tratadaz ocom estradicl:
Recebersm © megrg Dratamento gue o grupe anterior., substituindo a
tegtosterona por estradiol.

Cada grupo fol subdividide em 3 subgrupos de 6 oou 7

animals & tiveram extraidos oY= comples e glindulas

submandibulares/sublinguais imediatamente apiSs 2 snestesia ocom eber

ebilino.
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HORMONIOG:

A testosteronm fol utilizads na forma de  uma  mistura
comegrcial de proplonato {(12%), fenil-propionato (Z24%). isocaproato
{£4%) & caproate (40%)  [DURATESTON 2BOAKSOY. 0 estradiol foi

ubilizado na forma de dihidrobenzoato (BENZO GINOESTRIL/SARSAY.
BYXTRATOR PROTEICS:

Apde a extraclo az gléndolaz foram limpas, pesadas & mantidas
A  temperatura préximas de 400, Cada 720 mg. de  tecido foi
homogeneizado em 200 wml de diluente (Tamplo Tris 0,002 WM/ /pH 7.4,
0,744 mg de EDTA . e 0,14 ul de mercaptoetancl) e trituradoe em
triturador <da wvan Pobier senmpre conservando o materisal em gelo. O
sobrenadante da suspensio celular triturada fol centrifugado. sob
refrigerac8o, por 30 minutos & 3,000 vrpw. Degsprezsado o sedimento,
rarte do zobrenadante foi utilizado para dosar a probeins total, e

parte fol usado para a sepsraclo sletroforétics.
DOSAGEM DE PROTETNA:

A probteina total do extratoe de cada subgrupoe fol dosads
ubilizando o método de  LOWRI e colaboradores {19811} & oA
conecentvracho protéica caloulada em relaclo ag volume do extrabo £ ag

peso do becido glandular.
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FLETROFORESE :

Misturas de partes lguals de cada subgrups formaram vma

amoatr rie cada XU Dars Y sletroforess ) BE AP
gletroforética fol feita eom filtas de "Agaraose geral . oem

tamp#s "CELMGEL O.0E-pH 8,87 (Tampio barbital addice mals EDTAY em
um aparelhe "CORNINGY ., Foi utilisade rcomo oorante o Negro de Amido e
o griafico  obtido em densitémetre  Helenz Laholatories” . modelo
YAUTOSCANNER FLUR VIR,

0 cdaloulo da drea de cads fracgio sepsrada teve como base o

matodo de TISELIUS e EABAT (1339}

b
i
T
[}
&
et
i

Ugandn o média da concentracio de proteinag tobes
grupo calculou-se, oom bage nas Arveas relativazs obtidas em cada

fragfio separada, a concentragio protéica de cads fracio.

Utilizando-ze OF ragultados mérdios o idos [3E5
concentraghe de proteinasz totais, e az &reas relativas de ocada

fractn, foram calculadas as concentracies probéicas de cada frag8c

img/g de tecidol.

TRATAMENTO ESTATISTIOO:

},-J I+
fil

Am andlises de estatistica descritiva { médias e deav
padrde=y, a analise de varidncla, e © teste e TUEEY para comparagio
de médias, foram realiznadas através do programa SEAS (Histema de
Andlise Estatistica e Genética) para microcomputadores, d2s srnvolvido

pela Divisfic de Informdtica da FundaclBo Arthur Bernardes, da

Univerasidade Federal de Vicosa.



5. RESULTADOS:

Ds valores obtidos para asm concentracites de robeings

axtratos da glandulas sobmandibulares/sublinguais, dos 8

média de cada grupo, sstio relaciconsdas no Quadrs 1.

Guadroe 1 - Concentracho de proteinas em eztrabo de
gléndulas submandibulares/sublinguais de  camn-
dongos {mg/mLly. (Grupes I, 11, III, IV, V¥V, VI, VIl
a YILTY.

GRUPOS SUB-GRUPO 11 SUB-GRUPO 2| SUB-GRUPO 3 MEDIA

IT-MACHOZ N 0,24 0,258 A bz

A
PR L o A b

[I-VEMEAS N 0,12 0,12 0,10 (., 212

LIT-MACHOS N+ E T b 0,17 0,18 1, 140

TV-FEMEAS N+T 0,22 0,20 0,23 L 0,018 |

= om i ' PR R . ]

V-MACHOE C 0,14 1h L 0,124

VI-FEMEAS C 0,11 0,09 0,07 2, 080

VIT-MACHOS C+T 0,24 0,24 AL 0 A

VITI-FEMEAS C+E {3, 20 0.4 0,22 0,210

Legenda: N = Normais, E = Hstradiol., T = Testostercna e
! = Castrados/as.

fle resultados dos caleules das concentractes de protelinas

24
=311

relacin aoa tecidos glandulares, kem come a média de 2ada grupo,

o relacionados ne Quadro 2.

[k

ant
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Quadre 2.- Concentrapss de proteinas em tecido de
glandulas submandibulares/sublinguais de camun-
dongos {mg/g) (GRIIPOS I IY; 1I11: IV: Vi VI, VIT
e VYITITDY.

GRUPOS SUB-GRUPO 1) SUB-GRUPO 21 SUB-GRUPO 3 MEDIA

T-MACHOS N 47 .53 49,848 b, 2o C 49 .87

LI-FEuEAS N 28,768 23,83 10, 80 o BB

ITTI-MACHOS H+E 30,43 34,46 32,44 d2,44

IV-FEMEAS N+T] 43,46 39,60 44,34 4%, 46
V-MACHOS © 27,90 29.46 24, 00 27,11
VI-FEMEAS C 29,09 27,82 25,15 27 .38
VII-MACHOS CrT] 44,34 46,75 48,73 46,80

VIII~YEMBEAS (O+E 40, 7o 4%z . 41 45,408 P42, 8y

1, 28 |

Batradicol., T = Tegstostercona =

Legenda : N = Normals, E =
¢ = Castradossas.

Am concenbtractiss orotéicas obtidas {(Quadrn 2) foram submetidas

3 andlime de varifneria e suas médias comparadas pelo teste de Tubey.

1 resultados estlo resumidos na Tabels 1.
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rroféicas. das glindulas submandibularss/sublinguais
de cammdongos({ mg/g de tecido) pelo tezte de Tuhey.
{Na comparacdo letras diferentes indicam diferenca
ghpgnificativa ao nivel de 5%/p<0,0D). Valores de-

cregscem na seqgiiténcia alfabétical.

ETE A TR y . . . "
TABELA 1. - Composicfies entre médias das concentractes

GRUPOS MEDIAS COMPARACORS
1. MACHOS N 49,87 + 2,43 A
VIT MACHOS ©+7 48,80 + 2. .20 A B
YIII.FEMEAS (48 42,58 + 2,40 B
IV.FEMEAS N+T 42,46 + 2 .51 B
ITT MACHOS N+E 32,44 + 2,01 C
VI . FEMEAS 27,35 4 2,01 oD
Y _MACHOS ¢ P S R ] ¢ oD
11, FEMREAZ N S7A6 & 2,022 D

Wormails, B = Bestradiel, T = Testosterona.
Camtrado/as.

Legenda: M

I
L

bt

Oz perfis eletroforéticos das proteinsa dop extratos das

gléndulaz submandibulares/sublinguais sfo mostrados na Figura 1.



Figura 1.

proteings

submandibulares/sublinguais.
v, V. Vi,

(Grupos

V11T,

GRUFPO
I‘

O griaficos

B paragig das

submandibulares/sublingusis

3. 04, B, 08, 7, o

VIE & VIIL).

elatroforétinng o
de glandula

i

Normais.
Emtradiol « 7T

Legenda:

probeinas extratos
camundongos,

(Regpectivamentse grupos 1, L1,

= Catradon/as,

Testosterona.

pela leltura em densitdmetro. das fitas ds

e glindulas
nas flguras =y

Iir. Iv, v, Vi,
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Figura 3. Perfil eletrofn
rético de proteinas de ex-
murndongos .

de

Figura 2. Perfil eletrofo-
rético de proteinas de ex
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trato de glandulas subman—
dibulares/ sublinguais de
camundongos. Grupo VI

Figura 7. Perfil eletrofo
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FEMFAS CASTRADAS.

MA—

dibulares/ sublinguais de

Figura 6. Perfil eletrofo-
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CHOS CASTRADAS.
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FEMEAS CASTRADAS + ESTRADIOL
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A parti loy s 51 1 o= “irg =] Fe &
[ AR I Ao s Y afieoms fj.':'} o3 periis wle trofors Licos fﬁ)}f’f‘liﬁ
catabelecidas LN ah ad o3 & L& i e
& 13 idas s B oy I?,,.:;_p@ﬂ_(:{ 2TVZLA oom o padr*f: O Ars DR anguine
I RUALR O GOTD Sang nea,

7 Iractes Ot Eicas .
Ce s protéicas: A porrespondente as albuminas: B

P N N . ,
correspondente as globulinas alfa 1; ¢, correspondente as globulinag

alfs 2: T e . ) o _
1fa » I correspondente  as beta-globulinas: E, corvespondents As

I wen IEEEE: - I -~ . - -
gama-globulinas:; ¥, correspondente ac residuo no loeal de aplicamis
+o ] RN = T A =tar: Vel
G, fracsa igr '
Fro FPASS0 que migra para o polo oposto. As Areas de rada  fracio

calouladas 2omo base em TIZSELIUE = KaARAT (19393, permitiram o

caloulo de suas Areas relativas. Estas, relacionadas com a madia da

concentracino de probeinss totais de cada grupo, possibilitaram o

cAleulo das

- . - - B S i g & - by
coneentractes das proteinas de cada uma das fracoes (em

H# «‘" i '__.C' B f.e: m 4 e 3 | 3 i 4 53 o & A
g/8 de tecido). Uz resultades obtidos s80 mostrados nos Guadroz 3 e

4.

Wuadre 3. Avea em mm® (A). drea relativa 2m porcentagem {(AR) e
concentracio protéica em mg/g de tecido (OP) das fractes A. B,
o, b, B, ¥ e G, szeparadas por eletroforese em agar geral, ds
axtratos de glindulas submandibulares/sublinguais de camﬁndmmaoa_
(Grupos I, 11, 11, e V. )

-1 MACHOE N G-I1 FEMEAS H G-111 MAUROE H+E G-IV FEMEAR H;;_-

A {aR [P | A [ AR |cP | A Jar Jop | A ] Ar | op |
}ERGGES i % mis g mm*m. % e/ mégmw % ﬁ;;;“_;;;” % mg/é
b 400 {10,651 5,24 B20 |25 203 §.85] 3¥s j1z2.78 4“:‘;"1 384 111,84 5;5-

i B 417 [11,18] B.5A ijq— 8,48{ 1,89 452 j15 41} 4. 489 -‘159; 14.1'2: 6,89
¥ are PA0,08] B.02) 320 113,42: 3,00} 463 15,78 5,15 445 113,84F H.88

B .1‘18’1 31,‘?0 15.80F 642 .28,1.9 5.85] D26 117,83 5,81} 611 (1B8.84] 8,00

i 783 | 20.96] 10, 45] 353 |14,40] 3.22] €67 |22.40] 7.26] 744 |22.94] 2,74
" 434 {11,611 5,700 289 11,79 2,83] 2mz |13,02] 4,220 412 [12,73] &40
w141 | 3.77] 1.88] 101 o.40] 0,090 78] z,88] o.86] 183 | B,84[ 2,20

JOVALS 3.730] 100 149,871 2.4817) 100 122,563 2 .933] 100 2,441 3.242) 100 {42,408
-t

31
-

Legenda: M = Normais, O = Catrados /as,
E = Hatradicol & 1 = Yestosterons.



Wuadro 4. Apen em pnz (A), Aresn relativa em peorcentagem (AR) e
concentragfo protéica em mg/g de tecido (CP) das fracdes A, B,

©, Iy E, ¥ e G, separadss por eletroforese em agar geral, de
extratos de glindulas submandibulares/sublinguais de camundongos.
(Grupos ¥, VI, VII, e VIII). |

G-V MACHOS C $-VI FEMEAZ € }G-VIT MACHOS C4f |G-VI11 FEMBAS Coff
A | an | op A | oar | cp A ] AR | cp A | an | op
FRAUOES! mm® k4 mE el mmd % mg/ gl mm? % mpSal pmE % . neEs g
A a83 |16,57) 4,22] 421 {12.80) 3,47) 380 | w,00] 4,23 242 [12.12] 8, 1s
B a7 |13.76] 3.73] A67 |14,08] 3,85 910 | 8,08} 8,751 @2 | d.en] 1.96
¢ AB1 | 14.86] 4.03] 466 |14.05] 2.84] 208 | 7.67] 3,611 443 122.19] 9. 4%
b | 815 [19.83] §,37] 077 [28.47] 8,081 212[81.50] 14 68| 480 |24.04] 10,24
g 617 |19,89] 6,39] 804 [15,20] 4,18 71 {22.64] 10,860 287 |11.07] 5,00
£ 445 |14,35] 2,808| 437 |13.18] 3,60] a7 | 9,83] 4,44] aes |19,73] 8,40
& 53 | t.70] 0.48] 43 | 1.20] 0,a5| 484 |11.78] 5,28 .
THTALS | 3.101] 100 |27,11]3.316] 100 |27,38}3.847] 100 |46,60]1.998] 100 |42.50

Legenda: N = Normais, O = Catradozsaz,
= Emtradiol = T = Testozmterona.

{=

Como houve uma WUnica  corrida  eletroforédtica  realizado  ocom
mistura, em volumes iguals, dos 3 subgrupos de cada gropo. oom base
nas Areas relativas foram calculados os valores de cada fracfo, para
cada uma das concentrag@es protéicas dns subgrupos. Assim Foram

oriadas condigp » _
ps para execubtar s andlise da vasridncia = o0 teste de

resultados das andlises das fragoes A, B, ¢, D, E, F, e G s3Ho
mnatrados, respectivamente, nazs Tabelas 2, 3, 4, h, B, 7 =« 8. Em
rodas estas  tabelas  H=NORMAIG. C=CARTRADUS 7AS, BxzEETRADIOL e

PTESTOSTERONA . Hm  tnodas estaz tabelas, ainda. letras diferentes

5% (i), 057, &

’

[}
m

vevelam  diferenca significativa ao nivel de

valnres sfn decrescentes na segiiéncia alfabética.
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Tabelia 2. Comparacis entre as médiap daz conoentraches
protéicas da frac8o A (Albuminas) de gléndulasm subman-
dibulares sublingusis de camundongos (mgsg de tecidol,
relo método de Tukey. .

GRUPOS MEDIAS COMPARACOES

YITI FEMEASD O+F 5,16829 + 0,30

I1 FEMEAZ M hoBhE? & 0,08

I MACHOE H 5,811 3 0,25

S -

IV TEMEAEZ N+'T BLORT3 4 0,30 B
VI MACHOS O+ S 04,4385 + 20 B C
V MACHOS 4,2221 + 0,44 B C

111 MACHOS N+E 4. 1485

i+

(.26 B

V1 FEMEAS U A.ATIL £ 0,268 ¢

Legenda: N = Normals., € = Cabtrados/as,
E = Egtradicl 2 T = Testogterona.



Fada

b e A P -
Pabela 3. Comparacs, entre s meédiss das co

protvéicas da fracla B 13lebulin alfo 1) o
subnandibulares. subline de camundongos {meg/g de
becidor, nelo métode de Tukey.

R RE RS

IV VEMEALZ M Bogbhd 4 003D A

I HMACHES N 5

P11 MACHOS M+E 4

R B
VI FEMEARL O SIS 1 I AT 4 C
Vi1 MACHDNE O a.7hR1E o+ 0017 e

Vo OMADHOY ST G B 10 S T B 427 £

J11T FEMEAS CO+E R~

IT FEMEAE N 1.8084 4+ 0 14 13

Legenda: N = Normalis, O = Csiradessas.
E = Bgtradinl « T = Testosterona.



Tabela 4. Comparacfs entre as médias das concentracies
protéicas da fragdeo ¢ (Globulinas alfa 2) de glandulas
submandibulares/sublinguais de camundongos (mg/g de
tecidol, pelo método de Tukey

GRUPOS MEDIAS COMPARAQOES

1V FEMEAS N+T 2.9884 1 0,35 A
I MACHOS N b, 5665 + 0,26 A B
LIT MACHOH HN+E 4,99895 + 0,31 B

IV FEMEAS C 3.8513 £ 0,28

L

[

VIL MACHOS O+7T 32,7518 + 0,17
V MACHOZ o 3.7313 + 0,30 o
YITI FEMEAS C+E 1.9593 + 0,11 I

L1 FEMEAS H 1.88964 + 0,18 B

Legends: N = MNormsis,
= Estradicol 2 T = Test

4
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Tabela 5. Comparacgs, sptpe as medias das concentracBes

rrotéicas da fracde D (Hetaglobulinas) de gléndulas
submandibulares/sublinguais de camundongos {mgsg de
tecido), pelo método de Tukey.

URUPOS MEDIAS COMPARACORS
T MACHOS N 15,8088 + 0,74 A
VIT MACHOS O+ 14,8811 + 0,89 A
VITI FEMEAS C+E 10.2394 + 0,58 B
V1 PEMEAS O B.0B10 + 0,59 &
[V PEMEAS N+T 7.9085 + 0,47 ¢
1T FEMEAS N 6.5279 + 0,64 ¢ D
111 MACHOS N+E  B.AL7L + 0,38 0
v MACHOS 5.2772 + 0,56 I

Mormsis, @ = Catrados/as.
HEztradiocl e T = Testogsherona.

Legenda: N

it




Tabela 8. Comparagio entre as médias das concentractes
protéicas da fracfo E (Gama-globulinas) de gléndulas
submandibulares/sublinguals de camundongos (mg/g de
tecldo) pelo método de Tukey.

FRUPOD MEDIAE COMPARACORES
VIT MACHOS C+7 LOBRLT + 0,b0 A
1 MACHO® H 10,4028 + 0,49 A
IV FEMEAS N+T 9.74032 + 0.DHY A
ITT MACHOS N+E 72073 + 0,45 E
V MACHOS © 5.3935 4+ 0,06 ¢
VII1 FEMEAS C+E 5,0688 + 0,28 5
VI FEMEAE C 4,1077 & 0,30 oD
IT FEMEAS N 3.2203 » 0,34 i

Legenda:

i

Normais,
Estradiocl e

0 o=

Catrados/as,

T = Tegbosterona.
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Pabela 7. Comparscts entre ss médias das concenhbrache s
protéicas da fracilo F (Kesiduo/ponto de aplicacHo) de
glandulas submandibulares/sublinguais de camundongos

(mg/8 de tecido), pelo método de Tukey. “

GRUPOS MEDTAS COMPARAOD

VILL FEMEAS (48 8,400

i+
o
B

i
-
-3

I pACHOS N BUTBES + 0,70 i1

1Y FEMEAS N+'L Bogihl o 032 B

e
L
by
]

MACHOS C+T 4.44168 5 0,81 ¢
ITI MADHOE N+E 4.22410 + 0208 e

v MACHOE C B.8u1n

b o
B

e
—~
g

Vi FEMEAD © . SLS0LE 4+ 0,88 i

LI FEMEAS H WL BARE w0 b

-3

Legenda: N = Hormails., U o Cabtrados/ as,
F = Fstradiol 2 T =z Tezbosteronsa.



Tabela B. Comparacdc entre as medise das concentractes
protéicas da fragiio G (Fracio catddica) de glandulam
submandibulares/sublinguais de camundongos (mgssg de
tecidos), pelo método de Tukey.

SRITROS MEDIAL COMEPAKALORS

VII MACHOS C+T 5,2572 % 0,247 A

Vi

I

IV FEMEAS N+T 2,3947

1.
i

0,141 B

I1 PEMEAS CaE 23043 o+ 0,128 B

I MACHOS N 11,8801 + 0,082 o

11 MACHOS N+E GLB727 4 0,054 ' D

Y OMACHORS O ,4810 + 0,047 B
Y1 FEMEAS C 68529 £ 0,025 £ W
11 FEMEAS N C0L0BBS + 0,008 3

Legenda: N = Normais, C = Catradoa/aaq
& = Eatradionl & T = Testosterona.



&. DISCUBSAQ:

As concentracfes das proteinas tobais foram obtidas

pelo método de Lowry, assim estio  incluidas nns  resultados uma

o

extenas gama de pubstincias protéicas. incluindo peptideos de pEgn

malecular relabtivamente baixa e glicoproteinas . Yambém. conforme

PINHEIRC (1085). s#o reveladas as sizlotoxinas. considersdas  nao
proftéicas.

Az médias doz resultados das dosagens das proteinas
totais de cada grupo estss no Quadre 2, e az comparaghes entese slas,
através do teste de Tukeyv, estiEo na Tabela 1. HEsta tabels mostra as
diferencas  significativas, a nivel de B% {(p<D,05), entre as
concentracfes  protéicas em relagén ao  tecldo das gléndulas
submandibularesssuhaalivares de camundongngs adul tos, Pode-ge
nheervar gue: a) machoz normaiz tém concentraches significativamente

malores gue fémeas normals fle>>T1y. Y Machos npnormals béam

concentracfes seme lhantes ans wmachos casbrados tratados oM
testosterona e, ambos, Lém concanbracdes significatlivamente

auperiores acs machos castrados., confirmando a dependéncia da Funcio
sescretora a  begtosierons. o) Machos normals  tEm concenbracdesz
mignificativamente superiores aos machos normais tratados  com
eatradiol (I»>>1I13Y. A aclo antagdinica do estradicl comprovam as
obaervacfes de TUOMELA, VIINIEKA e« PERHEBENTURPA 1983 e TUMELA =

colaboradores  (1890), para o Fator de CUrescimento Hpldermal., Jd)

Machos castrados trabados oo testostarons izm resitltados
semnelhantes as fémeas casbradas tratadas com estradiol o A fépeas

normals  bratadas com testesterona (VII=VIII=IVY, Confirma gue a
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5

testoaterona ki B Firie e e -
LERRTOITLEN abiva s o f_un;;.{:;g:&; sErretoras . A r‘&*ﬁ;poﬁta da.s £ Smeas

castradas ao tratamento com estradiocl talveg zeja devido A dosagem
sxcesaiva.  e) Machos normals t8m resultados signiticativamente
gsuperiores aos machos normails tratadozm com estradiol (I>111), mais
una evidéncia da agio estrogénica antagénica. f) As fémesns castradas

tem resultedos semelhantes as fémeas normais (VI=11) mestrando que o

estradiol. em concentracles fisioldglcas., nio exerce influéneis

va sobre a atividade secretora daz proteinas. g1 Obhgerva-se

[

EH

decis

p

que oz dois grupos anteriores t8m  concentractes semelhantes aos

machos castrados (VIzIi=zV), concorrendo para o mesmo raciocinio
anterior, e para a confirmaglio da  dependéncia  secretbora E]

testosteromna.

Ho conjunto. os dados econfirmam o dimorfismo relatado

-
¥

pot LACASEAGNE  (1840a3) ¢ JUNQUEIRA e colaboradores {12493, & &

P
m

dependéncia desse dimorfismo em relacss 3 testosterona. conforme
descricfn de HRAYNAUD (1980}, confirmada por HO30I, NAKAMURA < UEHA
1977y, Confirmam também a relagls direbts daz propriedades morfo-
histnldgicazs com a secrecidn dos fatores de naturesa protéica,
conforme consideracl8o de PFAREA em sua extensa revisio sobre o
assunto. de 1880

A separagio eletroforética é reproduzida na figura 1
e oz perfis eletroforéticos. chitidos do material de cada grupe. sio
mostrados nas figuras 2, 3, 4 . 5B, 8, 7, & e 9. Az separagles
ohoervadas s8o condizentes com as descritas para a2 eletroforese em
gel de agarose (MANDEL. 188867, As fractes separadas, =2 oz ploos
evidenciados. sdc diferentes nog diversos grupos, am conaoninclia oom

as alteracies ditadas pelo dimorfismo sexual o pela dependédnocia dos

androgenos.
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As pubstincias protéicas foram reveladas com Hegro de
Amido, usualmente wutilizado para este fim., mnas que apresenta
diferencas na evidenciacsg de fracies, guands comparadas com outros
corantes, come o Azul de Coomassie {(ver STAINER & KELLER. 1968).

0O numero de ypicos  obtidos & compativel com oz
trabalhos executados com técnicaszs semelhantez & com saliva humana

(GELLER. HAMES e ROVELSTAD, 1859, MADEQN ., CARBONARA e HEREMAMEZ,

ity

Y 3 y - . _ . .
18688y, Deve-ge lembrar gque o esitrato do complexo glandulay ocarreia,

além das 2ecregfez  exdeorinas, as  diversas secrecdes snddorinas
relacionadas na revista da bkiblicgrafia. e male as  subastincias
protéicas do teelide. Como este trabalho néo previu a caracterizacio,
através de conbroles com  Substdncias conhecidas, das Fragbes
separadas, ndc s8n definidas asz 'bandas separadas. HNo entanto sio
comparaveis com asg encontradas por GELLER. HAMES & ROVELSTAD (18959)
sm @aliva humana. |

Assim. foram reconhecidas as fracbes A, B, O, D, E, F
= (3. A fracfc mais rapida (A), corresponde As albuminas, seguldas
das globulinas =alfa 1 (B). des globulinas alfa 2 {0y, hata
globulinas (D) e gama globulinas. No ponto de aplicacian, em todas as

amostras, ficou um residuo (F) que pode ser um defelito de técnica,

mas gue Lol dncluide no calculo por ter natureza probéica. B, bem

arentuada em alguns grupos, aparece uma Iracdo que migra pars o
médtode (3). Nos trabalhos executados com saliva total aparece uma
fragio mals réapida aque a das  albominas, tdentificada  como  de

substincias mucdides e gue ndo é percebida na zaliva das pardtidas

(GELLER, HAMES e ROVELSTAD, 18589, e MASSON, OCARBONARA e HEREMANG,
1965, mua auEencia =3 extrato de glandulas

submandibulares/sublinguais de camuwndongos estd em conformidade com
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as diferencas secretdrias das gliéndulas egalivares.

N e o
Confirmande trabalhos executados com téenicas mais

D

ficazes de separac8o, gue encontram subfraciies em todas as bandas
agul assinalados (BELLAVIA, 1971, OBERG, [2UTSU e TRUELOVE, 19587, e

SHIBA . GHIBA = SUZUKI, 198531, a observacfo dae Figuras 2 2 9 deixanm

i

ver a subdivisdo de algumas bandas. A subdivis®o é especialmente
notavel na fraclo E (gema globulinas) dos machos normais {Figura o3,
machog normals + estradiol (Figura 4). fémeas normais + teatosterona

(Figura b) e machos castrados + tegtosterona (Figura 9). A auséneia

-

I

desta  subdivisleo, evidenciada pelos 2 picos preoeminsntes bem
geparados. nos oubros grupes de fémeas nostram sua relscdo estreiba
com 8 testosterona. Outbtras subdivisfes mencs evidentes aparecem
também nas  fragfies correspondentes As alfa e betaglobulinas. Has
andlises executadas neste trabalho opbou-se por comparar as fraofes
come  wn todo, gem oonsiderar as subdiviafes. devido a4 auséncia de
controles gue passam identifica-les.

A observacio das Figuras (2 & 3) comparando os d@rupos

I iMachos normaist e 1T (Fémeas normalis). deixa ver ogum as

diferencas sfo notdvels. Comparande azs figurss Y. 8 e B, referentes

aos grupes 1 (Machos normais), V (Machos castrados) & VIT (Machos
nastrados + testosteranal, wode-ge obgservarp C ol clareza @
feminilizacino do perfil eletroforético dos machos castrades e o
rehorne Aas BUAS caracteristicas normais el tratamento SO
tegtosterona.

Parsas facilitar Eohas e oubras COBEaractag e
evidenciar ags diferencass demonstradas na andlieses estatistica, foram

slaboradas, ubtillzendo os dadeos das Tabelas 1, 2. 3, 4, b, 8, 7 a A,

am Tabelas 9, 10, 11, 12, 13 & 14, Hestas Tabelas. quando as

T
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3

diferencaz entre og grupo

4

&

P B significativas a nivel ds B L dndics-

e pelo sinal  r. Huanto mals sinais o+ s ubilisade

%, malor &

diferencs de grandesa entrs o grupos. GrUpos  que  nfe apresenbsm

sisnificativa

apresenbtados oom o =sinal de jgualdade

(=), Ha comparacgio entre oz grupos o ordem de apresentacio indics

decreseentes, S necsssariananhs indloar diferenca

Tabela ¥, tomparacio enbre os grupos
{Machos vormals) 2 11 (Femeas normals).,
das concentracies de probeinas tobals e
das fracfes A, B, . [, E, F e G. de
glindulas suhoandibulares/sublinguais

de camundon EE .

el

PRYIEINAS  TOTALL

FRALAN A o= I

FRACAD B

il

PRACAG tt Iz 11

FRACAL I [N ]

gt
i
g
s

]

b

FRACAOQ )
FRACUAO ¥ I »» 11

FRACKD i3 Posen 11




Hm  todas  asm  comparaciies. exceba na fracide AL oD

machos normals apresentam resultados significativaments maiores aque

doizs grupos. Befa fracido, s mais rdpida. & identificads comn a das

slbuminas s agqui deve incluir uma parcela de  albumina sérica
{MASSON ., CARBONAEA o HHEREMANS., 19685). Observando-se no Guaden 3 as
concentragfies de cada fracidn, veremos gue a concentracidn da frac8o A
{albuminas) & hastante prédxima da concentracio da fracio b (heta-
globulinasy nas féemesas normals, enguanto que ., nos machos normals. a
concentracio da fraclo D {(bsta-globulinasg), 2 hrés vezes malor gque a
fragfs A falbuminas). GELLER. HAMES e ROVELETAD (1958) o MASSON.
CARBONMARA o HEREMANS (1865) ijdentificaram essa fracédo como bendo
atividade amilolitica & como origem da banda mals proeminente nos

perfia eletroforétices de proteinas de saliva. o gue @ rveproduzido

neste trabalho com exbtrato de glandulas.
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Tabela 10, - Comparagas entre o grupos 111
{Machos Normais +E)Y & IV {Fémenas Normais +1Y,
das médias das concentractes de probeinas '
totais e dam fragées A, B, C, D, E. F e 2. de
glindulas submandibulares/sublinguais de ca-
mundonges. )

PROTRIMNAS POTAIS IV > [11
FRACAD A v ; 1rT
ERACAD B Voe T117
FRAGAD C Vo= 11]
FRACHD D Iv » 111
FRACAO T | Wox TI1
FRACAD ¥ ' IV o« 111
FRACHD G 1V »» 111

Em todas as wvaridveis. exceto as fragiiems A e . as

méadiaz dos valores encontrados para azm f8meas normais + tesbtosterona

s&o significativamente maiores gque o8 encontrados para o8 machos

normais + estradiol. Note-se que mesmo as fraciies A e B, qgue nio
mostram diferencas significativas a nivel de L% tem valores maiores
noe  grupo IV o gue no II1 {Ver wuadro 3. ©Os dadoz confirmanm
integralmente a dependénelia secretora das gldndulaz trabalhsdas a
testogterona, & a agdo antagdnics do estradicl. conforme constatacio

na literatura anteriorments citada (BARKA, 19500,



Tahela 11. - Comparacin entre og grupng V
(Machos castrados) e VI {(Fémeas castradasi.
das médias daz concentragfes de proteinas
totals e das fraclBes A. B, C, D, BE. F e o,
de glindulas submandibulares sublinguais de
camundongos .

PROTEINAS  TOTAIE ¥i = v

FRACAG A Yo Vi
FRACKD B Y

TRACAD o y

Ui
ot
g

YRACAD I Vo W
FRACAD E Vo= VI

FRAVAD ¥ i Vi

£

FHACAD (3 Vo W

20

=

Confirmands = dependénclia aos androgenos o A peguena
ingeréncia do estrogenos nas abividades secretorss de substincias

probeicas  trabalhadas  todaz as  wvaridvelis, excete & fracda

(Albumina) =e igualam em animais. machos e fémeas, castrados,

A
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Tabela 12, - Comparacas entre os grupos VII
{&achos castrades + testosterona) e VIII
(Fémeas castradas + estradiol), dasz meéedias
dag concentracfics de proteinss totais = das
trages A, B, C, D. E. ¥ e 3, de glinduilas
submandibulares/sublinguasis de camundongos.

PROTELNAS  TOTALS Vil = VITI
FRACRD g Y11 = VLT
FRAGAD B VIIT » YII

FRACAD O VIT = VIl
FRACEG D | COYITI v Vil

FRACAD B VLT e» YIID
FRACRO — F VITI s VI
FRACAD G ViL > VITI

A comparacico entre as médiasz dos resultados obtidos
dos grupos VII (Machos castradoa + Utestosteropal) e VIII (fgmeas
casbradas + estradiol} traz informacdes conbraditérias. A
concentraches das  proteinas  totais enbre os  dols grupos  nao
spresentam  diferencas. A concentrag8o dos  machos oastradeos o+
testosterona (VII) =8n elevadas aos nivels dos maches normais (Ver
Guadros 3 e 4). A contradicl8o & gue as fémess ocasiradas + estradiol
tamhém tem concentraclies elevadas aco nivel dos machos normais, e
sprozimadamente 2 vezes malores gue as fémeas normals. Foi aventada

a hipdbese que © trabtamento hormonal tLeve dosagem exceasiva.



3 ) o o o8
Ag alteracdes wverificadas nos diferentes grupos  do
mesms gexe, devidas sos tratamentos adotados. sB5o0  mals Tacilmente

analizsadas com o auxilio das Tabelas 18 & 14.

Tabela 12, Comparacic entre os grupcs 1
{Machos normais). 111 (Machos normais 4
gatradicl ), V¥ (Machos castradoz) & VII

{Machos castrados + testosterona). das mé-
dias das concentracies de probted foteis
e odas fractes A, B, ©, D. H. e

glandulas submandibulares/sublingusis de
cammndongos

PROTEINAR TOTALS: 1= VIL s 110 = v CHEERVALIDY

FRACHKD A TR T N R ¥ = 117

FRACAD B

Yok
tr
]
i
[
i
=
[
et}
f

FRACAD £ IIT = 1 Y I C1IT o

FEACAD X = VIT mex 111 = ¥

et
[

FRACED E VII = 1 = IT1 » v
FRACAD E I = VIl = §11 =V

FRACHKD 03 VII »» 1 » IIE =» V¥

Am probteinas totals mostram. em oonformidade com os
trabalhne antericormente cliltados. gues o0 machos normals + estradiol
(1111 tém sua secrecdo protéica redugida a nivel de machos castrados
(V). & gue 05 machos castrados + testozterona (VI recupesram o
perfil dos meachos normals (1), confirmando a literatura a rvespeito
{ver BARKA . 198071 . As fragtes I {betaglobulinas) e E

{gamaglobulinas) mostram resultados semelhantes para machos normais

{11 » machos castrados + testosterotns {(VIIY, o gue também confirme a
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dependéncia & testosterona. As fractes A (albuminas), & {globul inag
alfa 1} e F (residuo po ponto de aplicacio) mosbram resultados

semelhantes  para  maches  castrados (V) #  machos castrados  +

testosterons T 3 feandm san ) - . . . . .
potosterona (VID) dndicando sua nag dependéncia ao horménio. Mao ha

explicacio plausivel para o comportamento da tracioe U {(globulinas
alfa 21, gue nos machos normais (L) & memelhante saos  machos
cagtrados (V. e  amhos superiores acs  machos  castradosz o+
testosterona (VII). Foram aventadas as hipdteses de uma inibicds por
excesso  de  tbesbtosterona ouw falha na determinacin da  fracds por
deficiéncia de separac8o. A fracico ¢ (2atddical. por sua ves., nos

machos castrados + testonterons (VT apresentan resultados

significativamente superiores aos machozs normais (LY. gue por gua

ven  bEm  concentragtes wsignificativamente superiores  aos  machos
castrados (V). Uma fragio catddics £foi identificads por GELLER.

HAMESZ o ROVELSTAD 1958y e HMASSOH., CARBOHABA = HEREMAND (1985 como
gsendo de  lisozima. Comn esste trabalho nédo foi reslizads com &

preccupacis de identificacks a confirmacio ndo pode ser felta. Fiea
a hipdtesze de gue a fracho ¢ um componsnte albamsnte derendente da
teptosterona, ou oA prapria testosterons.  =2w concenbracidos mullo
aumentada pelo tratamento. Concorre para estbe racicoinleo o fato de
que as fémeas normais + testosterona (IV)Y) ganham um ploo prosminente
nesta fracfo, ndo ohservade nas Témeas normals (L1) (ver Figuras 3 e
5y,

Quanto ao grupo [1TI (maches noramsis + estradioll, fol
regiotrada wma elevac8o da fragdo ¢ {globulinaes beta U1 ao nivel deo

grupe [ {machos normals) para o gual nidg foil encontrada explicacio

plavsivel .
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Tabela 14. Comparacio snbtre om Grupos 11
(¥émeas normais). IV {Fémeas normais +
testosterona), VI (Fémeas casbtradas) e VIIi
{Fémeas castradas + sstradicl). das nédiase
das concentragfes de proteines totais & das
fracBes A, B, ©, D, B, F & G, de glaéndulas
submandibulares/sublinguale de camundongos

Tl T .

PROTEINAY  TOTAIL: VELE

ii
e
Fed
&0
2]
L
P
e

FRACAN A I

g
H
|
o
i
o
Jommi
St
£

Ly =oME

]

PHACAD B IV == Y1 = VIYE
FRACGAQ o VILT = IV »» VI = I

FRAUAG & VIIE » W1 = 1V

]
—
—

FHACHD) B IV e WITIx VI = 11

FRACARO

oy

VIEYD = IV =» VI = 1l

FRACHKD { v = VII

L.

A comparacio das médlas das proteinazs btotals  dos
diferentes grupos nostra gue asg fémeas normals (LDY 2320 semslhantes
Az fémean castradas (VI o gue, novamente. indica a nin dependéncia
dazn secrecles protéicas. oomo un todo. ao estradiol em concentracdes
fFiminldgioas. JA4 asz fEmeas castradas + estradicl (VIILy tem seus

(1V3

resultados elevados ao nivel das fémeas pormals

A

ambos supericores acs encontrados para oz agruecs Y1 e 11, Estes dadoz
rambém Ievam & hipdtese de gue bouve uma schredose de estradiol. e

gque eéste hormdnio. em altas doses. altera as condicfies normais da

goerecdo das glandulss submandibuleres/sublinguails de camundongos.



At

Az mesmas causas parscem ter induzido a predomindncis das fractee o
{globulinas alfa 2}, It (beta globulipnas) e F (re=iduo) naz témeas
cantradas + estradiol (VIII em relacans ae encontrade nos ontros
grupos  femininos (1L, IV & VIY. Acompanhando o esncontrado nns
resultados dasm  proteinas  totals, todas as  fragtes. exesto a A
(albuminasl, bé&m menores resultades no grupo 11 (fémsaz neormais).

Ha comparac#s  dos  grupos femininos ops valores
encontrados para todas as fracdes, excets a B (globulinas alfa 13,
foram menores nas émeas caghbradas (VIY gue nese fémeas castradas o+
eatradiol (VIII}).

No conjunto os regultados obiidos por este Lrabalhn
~onfirmam o dimorfismo sexual nas glandulas submandibularess
sublinguais de camundongos. o qual gera um peelil significativamente
diferente nas separagtes elebroforéticas de sxtratos protéicos das
glandulas de machos e fémeas. A dependéncia a testostercna mostra-ae
consistente, € a agdn do estradiol em concentracdes figiclogleoas nio
parecse zer limporiante no processc. Fica demonstrado gus um esbudo
mais detalhado da deose 6tima no tratamsnte com  testostherona o,
principalmente. com estradiol., deverd ser feito, eliminands algumas

digerepinoias agui cheervadas. Filoca também a indicaco de que novos

trar melbor o relacionamento de algumas Iracdes

1]

trabalheos poderico mo

com o2 hormédnics gonadalis.



Y. CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos na dosagem das
concentractes rrotéicas dos exbratos tdam glandulas

submandibulares/sublinguaie de camundeongos permitem concluir gue:

7.1 As concentragles protéleas do extratos de glandulas subman-
dibulares/sublinguai de  camundongos machos adultos normais  gdo

n

aignificativamente superiores ag f[émeas adultas normals.

7.2. A orauiectomia leva esbtas concentra®®ae oo nivel enconbradn

o
G
it}
I-T‘
o

smean normais ou ovariscbtomizadas .

r :j - g - \ -'t y-;.- - ] g ) i E
/.3, A tegtosterona induz & recuperacly gecpetors das glandnlas

dog ecastrados ao nivel das gliandwlas dos machos normais.

7.4. FEmpas normalz =2 castradas bém concsnbs

B protéica seme-

lthantea em extratos de glandulas ubmandlbuiaPEU(wubllngual

A andlise das concentracp .. . .
Tea probtéicas das fracies A, B, ¢, D,

E, F » 0, obtidas por separacis eletroforética em gel de agarose
dom exitratos de gléndolas submandibulares/sublinguais de camundongos

adultos, permltem concluir:



R
e

7 5 . t"!ac.h@a o ial l"m&.ia 't-ééﬂ] concentra Clme sunerio s A

[

das fémeas

ik

flei}
[

normais emn bodas az frach

TR, Fémeas normails tratadas com testosterona b8m concentracies

- —
RIS i

supericres as de machos normals tratados com estradicl em bods

fragtea, exceto nas A e (U, onde sio semelhantes.

L7, Machos castrados tem concenbtractics semsalhantes As das fémeas

castradas em btodas ag fracies, exceto na A, onde ocorre o ilnverso.

7.8 Machos normaiz tém concentbracdes guperlores aos  machos

castrados #m todas as fracfes, excebto ns O, onde sfdn semelhantes.
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5. RESUMO

Cento e sesesenta camundongos adulbos. idade entre 30

o 45 dise. pesando 29 a 3hg. foram distribuidos ao . e modoe a

formar 8 grupos de 20 animalis:
Grupoe l:  Machos normais: foram sacrifisados e

extraidas suas gléndulas submandibulares sublingualis.

Grupe  I1:  Fémeas normals: foram sacrificadas

o

extraidas suas sléndulas submandibulares sublinpuais.

Grupo 1LI: Machos pormais + estradiol: . receberam uma

série de 15 injectes intraveritonals. didrias, de Zmgrlke de peso

wiva., de estradiol. lels dias apds o téerming da serie biveram ag

glandulas extraidas.

Grupe IV Fémeaz normais 4+ Leatosteronn: o mssmns
tratamento  que o grupo  anbterior.  subsbtituimde o estradiol  por

teashosberond.,

Grups Vi Machog castrados: oz animals foram castrados

e apds 40 dias tiveram as glandulas extraidas.
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Grupe VI Fémeag castradas: o meomo tratamento aue o

grupo anterior.

GGruro  YIl: Machos  ocastrados o+

animais foram castrados e apos 40 dias rveceberam ums série de 15
indeclien intrarperobonials. didrias. 2mgskg  de peso wivo. de

testosterona. Dois dias ards a série tiveram asn glanduol

Grupo VIIL: Fémeas castradas + sostradicl: o mesmo
tratamento gue o grupo anterior. substituinds a ftestosterona por

eatradiol.

e cada grupo foram Formadeos O subgrupos de 8 ooy 7

antmaizs. Dag glindulas foram obtidos extratos protdicos e dosgadas as

3l

i
L

proteinas total

o pelo método de LOWRY . Pars cada  grupo ©r A

f

obtidas as seguintes médias (mg/g de bteoido glandulary: I=z49,87,
[I=22,38, 111=3Z.44, IV=4Z 46, V=27 .11, VIi=Z7.35, vVii-48 o0 e
Yiil=z42 B9, Comparados estatisticamente pelo teste de TUKEY. =sastes
grupna mostraram diferencas significativas a nivel de B4 (pat,O6):
Machos normals (GLY t8m conecentracis protdica superior iz fémeas
normais (G111 machos castrados (1) tém  suas  concenbtraciies
reduzidas aps niveis de fémeas normails (G11Y = f8meas castradas
(3V1)y. Machos casmtradeos (GV) tém concentracio inferior asog machos
normaiz  (3I1). mas o= machos ecastrados + testosterona (GVITIY.
retomam 0z nivels dos  machos  normals (GLY. caracterizands A

dependéneia da secrecfso protédica 4 testosterona. Az fépean normails

(GTTH 8m resultados smeme thantes s Fame ao castrariam PV LY.
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inferiores as fémeas castradas + estradiol [(OVITI).

Amogtras dog 8 grupos foram submetidos & eletroforege

i Agarose.  Foram distintas em  todeos oz srupns  das

fractes. A {eorrespondentes ds albuminas

-

. B o tglobulinas alfa 13y, ¢
(giobulinas alfa 23, D (beta-globulinas), E (gama-globulinas). F

fremiduc no ponto de aplicacZol e G (fracio catddics). Pars ~ada

grupd  Foram calouladas as concentracien de cads fracds protéies
T e

{mesg de tecldo glandualard:  Grapo I (machas oormalor: AsBL 34,

B=hH, 08, C=E.02, D=15.80. U=10.45B, FoR.78 e

normaisy: B8R Bl 80,

tegbozteronal:  Axbh,DI,  B=bh, 09,

Gz, 39 Grupo V (machos castrados): A=d, 28,
E=f, 389, F=3.82 = O0z0.46: OGrupe VI {(f8meaz castradss): As3 47,
Bain8h, =384, D=g,008, E=d,1h, F=3,680 2 G=0.3b:; Srupo ¥IL (machos
rashrades + tesbosbteronal: Azd, 230 BoR FhH, CoB a7, Delg s, Boio Bb5
Fzd 44 e G=bH, 2L Grupo VIID (fémeas castradasz 4+ estradiol; Azb_ 16,
Fzl.968, C=8.45. D=10.24, B=5,05H, F=8.40 = G={.30. O bLpabamento
estatistico destes dades mostram sempre  conaiderando 3 ferencas
slgnificativas a nivel de B¥) que: Machos normpais (321 Lém
coneentranesy provéicas de todas as fractes superiores As fémeas
noermails (LY. Ass fémeas normals + testosteraona (a1 LEm
concentracéies sguperiores aos machos normals + sstradiol (GIITT em
todas as fracgles, excetoe A e (. onde ge lgualsnm. Machos castrados
(GVY t8m concentracles iguals s fdpeas castradas (GVIY em fodas as
fracfes. esxceto a A, sonde WGV, Az fémess castradas + estradicl

(SVITIY meostraram concenbracéies superiores aocs machos castrados o+



bamtomterona (GVITY em todas as

. ercets nas B e H. mmde

GYILGVELT .

Am oomparasies entre o grupos | (machos normaiza, V

2 ] g V1T fmachos sasbrack

fwachos

oouma feminilizma dos animails

me TR, T o perd

casbrados (LGYS, » retorno ag periil mazcvline com o bratamento oo

smbterona. A compar putre oz grupes 11 (fémeas normais. Vi

cashradan)y = VIIL (fémeas oar moastra gue,

frlhersry

]

no garal, as femeaz castradas (GYDY nao

Lracdiol

relacio as fémeasn uormal

TEVELY apresentan convenbr vesmale L

a AL onrde @e

Aam Fr

mrn b
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10. SUMMARY

A hundred and sixty 30 to 45 dave old mice, 2H-3bhg in

welght. were used to form 8 sroups with 20 animals:

roup I: Nermal males: We re 11 led syl

zubmandibular/sublingual glands removed.

Group i1: Hormal females: W R killed and

submandibular/sublingual glands removed.

Group I11: MNormal males + estradiol: eastradicl was

k]

administersd for 15 days, in a doze of 2 mgdl kg of body wsight. Two

1

dava after the ftreatment the glands were removed.

Group IV: Hormal femzleg + festosterons: testosterone
waz administered for 15 davs in a dose of 2 mgs/l kg of body welght.

Two davs after the treabment the gleande were removed.

Group V: Castrated males: were castrated and the 40

days after glands removed.

Grour V1: Castrated femaleg: were casztrated and 40

daves after glands removed.
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Group VII: Caestrated msalea + hestosterone: werse
castrated and 40 dsys after testosberone administared for 185 dave,
in a dose of 2 mgsl kg of body weligth., Two daye after the treatment

the glands were removed.

Group VIII: Castrated femalee + esbradisl: wWere
captrated and 40 davs after estradiol admnistered for 15 daye, in &
dose of 2 mg/l kg of body welght. Two daye after the treatment the

glsnds were removed,

From each group 38 pub-groups were taken with 8 to 7
anlmals., From the glandes the protein extracts were got. Proteine
were doged by Lowey g method. Each groupr protein concentrabion was
{mg/g of body weght}): 1=48,87., I1I=282,38, JIII=32.44., 1IvVzd47, 48,
V=27 .11, VIi:E7,35,AVII:46,SO and VITi=42,59.

Statietical snalysis showed that normal males (GDH
have higher protein coconcentrations than normal  Temalezp  {(GI17):
casbrated maleg {(GY) have lowered theilr ooncenbrations Lo normal
females {(GI1} amnd cssirated femalss (GV1) levels. Ceebtreted malee
{GV) have lower concentrations than normal males {(GI) bub castrated
meles 4+ testogterone returne to normal meales levels, showing the
characterigtic of proteineg esecreticon e testosterons dependencs.
Hormal females {(GII) and castrated females (GVIY  have similar
concentrationsg both lower than cagtrated females + estradicl (GVIID)
ilevel.

Proteln extracte electrophoresis in agsr gel were caryied
ot asg roubine serum method of anelyvges. Hach group showed Lhe

fallowing fractions: A {(Albuming). B (Alpha l-globulins), C{Alpha Z-



4
st
&N

globulins), D {(Beta-globuling), B (Gama-gobulinel, F (Aplicalion
residue) and F (Cathodal fraction}.

Fach fraction had itl protein concenbration calculated (ng kg
of body welght): Group I {(Normal males): A: 5,34, B=b 58, O2H,02,
D=i1B 80, E=10.45, F=h,79, G=1.88. Group Il (Normal fewmalem): A=bH,B5H,
B=1,89, C=3,00, D=bHh,8H, E=3,22, F=2,83, G=0,09. Group I1I {(Hormal
males + estradiell: 624,14, B=4.89, C=5 12, D=bh,8)l., HE=7.46, I=d, 22,
=0 .88, Group IV (Hormal females + bestosterone):A=DH,0Z2 B=E.899,
C=B, 88, D=R,00, E=B,.74, F=5,40, G=2.30. Group V {Uasgtrated males):
A=4 .39, B=R,73, C=4,03, D=H,37., E=x5.38, F=3.88, 4=0,46. Group VI
{Castrated femnlesm)A=3,47, B=3.85, C=3,84, D=8.06, BE=4.15%. F=3.80,
Gz0,E35, Group VIT (Castrated msles + testosterons): A=4,93, B=3,7h,
C=3.67, D=14.688, H-10,55, F=d.44, G=B,25. Group VIII: {Castrated
females + estradiely: A=HE,18., B=i,86. C=8.45, Dzl0,Z24. B=D.0L,
F=f, 40, G=2.30.

Shatistical snalysie showed that neormal males (GL) have
protein concentrations  higher than normal females {(GIT) in all
fractions. HRormal females <+  bestosterone (GIV) have higher than
normal males + estratiol (GI1Y in all fractions except A an U, whete
they are similar. Castrated males (GV) and castrated females (GV1}
heve similar concentrations ipn all fractions except A, were GY=EVI.
Castrated females + estradiol (GVITI) have higher concantrations
than cashrated males + tesbomterone (GVII) in all Fractions exceph B

anet B, whepre GVII=GVITL,
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Groups I (Hormal males), V {castrated males) and 111
{castrated males + tfestostercne) comparison in general showed a
lowering of congeantrations of casgbreted males (GV)Y 4o normal femmles
(GI1y or castrated femsles (GVI)  levels: csgtrated mnales +
tegtogterons (GVIL) retuwrns to normal males (GI) levels.

Groups 11 (Norvmal females), VI {(castrated femsles) and
VIII {(castrated females + estradicl) comparison in gensral showed
that normal femalees (GI1), and casirated females {GVI) are similar:
casbrated females 4+ estradiol (GVITI} have  higher protein

concentrations in all fractions except A, wheres they are aimllar.



