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1 - INTRODUCAD

A pardtida, a submandibular e a sublingual, constituem
o grupo principal de glandulas anexas a cavidade bucal, as quais,
em conjunto, secretam a saliva, Dessas tres glandulas, a parotida
& constituida por Acinos, morfoldgicamente considerados 8erosos,
na maioria dos mamiferos, enquanto que, a submandibular e a sub-
lingual sac constituidas, predominaniemente, por acinos definidos
COmo mucosEes, com base em sua morfologia,

A classificaglio das gléndulas salivares, em serosas e
mucosas, data do seculo passado e foi feita,com base nos caracte-
res fisicos da secrecido, por A.Hendenhain (1870). Posteriormente,
ésse conceito passou a ser adotadg, tamhém,pelos moxfologistas, -
que tentaram reconhecer a estrutura quimica e fisico-quimica, do
material contido nos acinos serosos e mucosos, atraves de coran-
tes acidos e basicos, Foi verificada, com o emprégo désses coran=-
tes, comportamento diferente entvre esses dois tipos de acinos; os
serosos apresentavam granulos acidofilos que eram admitidos como
de natureza prnteinica; 08 MUCOS08 coravam-~se por certos corantes
basicos {mucicarmim, muciemateina e hematoxilina férrica), baso-
filia compativel com a presenca de mucinas,

As pesquisas que se desenvelveram, com o emprego des—
ses corantes, permitiram verificar a existencia de elementos Bero
sos com afinidade tanto para corantes Acidos guanto basicos, e
mostraram, tambem, Que acinos considergdos mucosos, quanto aos
caracteres morfologicos, nae se coravam pelos corantes seletivos
de muep, As céelulas serosas com afinidade para corantes acidos e
basicos, foram denominadas tropocromas, por BENSLEY (1908) ou an-
foteras, por SCHAFFER (1908), ou anfitropas, por M.HEINDENHAIN -

(1920), As celulas BUCosaA8, que nae se coravam pelos corantes do
muco, foram denominadas células mucoides (SCHAFFER - 1927).

Essas foram as primeiras tentativas efetuadas com a fi~-
nalidade de definir as celulas serosas e mucosas cujo comportaman

to tintorial era diferente do apresentado pelos elementos tipicos.,
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Posteriormente, STORMONT (1932), baseado em dados da
literatura, classificou os Acinos glandulares,pelo seu aspecto -
mgrfolégico e pelas caracteristicas funcionais das células, em ge
roscs e mucosos, Dentre os serosocs, considerou dois tipos: o pri-
meiro constituido por células serozimogénicas que apresentavam, -
morfologlcamentes semelhancas com as celulas serosas do pancreas
e que, alem disso, secretavam substancias de natureza enzimica; o
segundo, reunia as glandulas contendo acines serosos dotados  de
propriedades funcionais diferentes, as quais foram denaﬁinadas -
glandulas serosas especiais. As glifidulas mucosas, foram defini--
das como aquelas que produziam substancias de natureza gliccproteé
nica,

Embora, desde essa &poca se notassem diferencas guanto
ao comportamente tintorial dos acinos serosos e MUCoSOS e, Se ve-
rificassem, também, acinos Serosos que se coravam pelos "corantes
do muco™ e celulas mucosas ndo coradas pelos corantes seletivos, -
era dificil estabelecer as causas dessas diferencas, Essa situa~
¢ao, gradativamente, altercu-se com o desenvolvimento de novas
tecnicas de pesquisa, destacando-se o emprego de metodos histaqui
micos para a demongtracao de carboidratos e proteinas. Assim, a
metacromasia, noes seus primordios usada sem significacaoc definida,
foi empregada para caracterizar substancias de alto peso molecu--
lar, contendo radicais sulfato (LISON - 1935). Uma vez estabeleci
do o significado da metacromasia, foi possivel a interpretagias -
dos resultados subsequentes, obtidos com tal método de coloragao,
aplicada no estudo das glandulas salivares. Assim, foi possivel -
precisar a distingdo entre células mucosas e mucoides (BIGNARDI
1939 a, 1939 b, 1939 c, 1940 a, 1940 b, 1940 c, 1940 d), Este au-
tor notou que as celulas caliciformes {(mucosas) do intestino, se
coravam metacromaticamente, enguanto que, as células mucoides das
glandulas de ﬁrﬁnner, nac se coravam, Contudo, o tratamento dasg
células muchides por acido cromico ou sulflrico, induzia metacro-
masia. Posteriormente, usando a reacido de Bauer, BIGNARDI {1940}
notou reacac positiva nas celulas mucodides., Interpretou a metacreg

. - . -
masia dos acines mucoscs comoe devida a presenca de mucopolissaca-
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rides acidos; admitiu que as celulas mucoides continham carboidra
tos nae acldcs, que se tornavam metacromaticos apos esterificacgao
com o acide sulfurlco, ou oxidacdo com o acido crdmico. Demonstra
va~se, assim, que os elementos mucﬁides, nao metacrométicos, se-
cretavam um tipo de mucina cujas caracteristicas histoquimicas di
fariam de produto secretado pelas células mucosas, B
Grande impulso sofreu a histequimica dos carboidratos,
com o aparecimento da reagao do acido periédica-reativo de Schiff,
estabelecida por McMANUS (1946) e HOTCHKISS (1948). Com essa rea-
gao, LEBLOND (1950) demonstrou a presenca de carboidratos nos aci
nos serosos da parotida do rato, anteriormente considerados como
Yserosos purocs”. Tais acinos, foram considerados pelo A. como in-
termediarios entre os serosos puros (pancreas exécrino) e os muco

sos e, classificados como seromucoides, Outras observacoes histo-

quimicas, efetuadas com a reacho do PAS, realizadas por LILLIE
(1850}, na parotida do homem, do cac, do coelho e do rato, por
JUNQUEIRA e col, (1951), na patotida de varios mamiferas, por

DEWEY (1958), na parotida do rato e por SHKLAR e col. (1958), na
parotida do camundongo, confirmaram as observacbes de LEBLOND -
{1950} . .

Através do emprego da reagao do PAS, LEBLOND (1950) ob-
servou a presenca de mucoproteinas na submandibular e sublingual
do rato, JUNQUEIRA (1949), com a reacao de Bauer, efetuada na sub
mandibular do camundongo, demonstrou a natureza mucoproteinica do
material contido nos acinos mucosos dessa glandula., MATERAZZI &
TRAVAGLINI (1960) cenfirmaram as observagoes de LEBLOND (1950),na
submandibular do rato., Contudo, ROSENMAN e col. (1960), verifica-
ram que o material PAS positiveo, contido nos acinos da submandibu
lar do rato, correlacionava~se com a presenga do glicog%nioa

Outras pesquisas histogquimicas, realizadas em glandulas
salivares, possibilitavam melhor conhecimento das mucinas epite--
1iais, em varias espécies de animais, uma vez que, alem da rea-
cho do PAS, foram empregados corantes basicos. Assim, nos roedo-
res, os resultados histoguimicos, obtidos por BOERNER-PATZELT -

{1956), na parotida, submandibular e sublingual do hamster, por
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JACOBY & LEESON (1959), na submandibular e sublingual do rato,por
SEIFERT (1960), na pardtida, submandibular e sublingual do rato e
camundonge, por PARKS (1961), na pardtida do rato e do camundongo,
por BIGNARDI (1961}, na paroctida do camundongo e do rateo e por
LEESON & BOTH (1961), na sublingual do rato, evidenciaram, na pa-
rﬁtida, a presenca de apenas mucopolissacarides PAS positivos{nen
tros} e na sublingual e submandibular mucopolissacarides neutro;
e acidos (bas6filos). Convém frisar, no entanto, que a basofilia
dos acines da submandibular dos roedores era sempre menos intensa
do que a dos acinos da sublingual, SEIFERT (1960), em virtude das
caracteristicas histoquimicas dos Acinos da submandibular do ca-
mundongo ¢ do rato, considerou essas secrecoes Como "semi-acidas™
e classificou ésses acinos como mucoides, QUINTARELLI & CHAUNCEY
(1960) verificaram também, com a safranina O, que as células serg
sas especiais da submandibular do rato apresentavam metacromasia
fraca e inconstante, enquanto que os acinos mucosos da submandibu
lar do boi, do cao e do porco, eram intensamente metacromaticos.
SPICER (1960) demonstrou, histoguimicamente, que a sub-
pandibular ¢ a sublingual do rato £ do camundongoe continham muco-
palissacérides ﬁcidosh destituldos de radicais sulfato. Essa obe
servagao néc concordava com a de BELANGER (1854), que havia  de-
monstrado a incorporacac de enxofre radivative, na sublingual e
submandibular de ratos, com 4 a 12 dias de idade. No entanto, con
firmava as observacces de CURRAN & KENNEDY (1955), relativamente
a auséncia de incorporagio de enxofre radioative nas glandulas sa
iivares do camundonge e a dée SPICER e col, (1961) na sublingual e
submandibular do camundongo. 0s grupos acidos carboxilicos, pre-
sentes na submandibular e sublingual dos roedores, foram torrela-
cionados com o acido sialico por SPICER & WARREN (1960), WARREN &
SPICER {1961}, no rato e camundongo, QUINTARELLI e col. {(1961) e
TUROLLA & MARTINAZZI (1963) no rato e SPICER (1963), FAVA DE MO~
RABS {(1964) e SPICER & DUVENCI (1964),no0 rato,camundongo ¢ hams-
ter, Cumpre salientar gue, no entanto, na sublingual do hamster,
FAVA DE MORAES (1964) e SPICER & DUVENCI (1964), evidenciaram, -

& o, e s L L
alem do acide sialico, mucopolissacarides acidos, contendo grupe
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sulfato,

Embora a maioria dos AA, tenha demonstrado a presanca -
do acido sidlice e considerado 8sse Scido responsavel pela baso-
filia dos dcinos da sublingmal e submandibular do rato, FAVA DE
MORAES & VILLA (1963), VILLA & FAVA DE MORAES (1964) e RAVETTO e
col. (1966), demonstraram a presen¢a de mucopolissatirides conten
do grupos carbexilicoes ¢ sulfato na sublingual e submandibular doﬁ
rato, 08 grupos carboxilicos da sublingual do rato foram correla-
cionados com a presenca de acido hialurdnice por FAVA DE MORAES &
VILLA (1963}, Convém lembrar, no entanto, gue QUINTARELLI (1963)
e FAVA DE MORAES (1964) nao conseguiram demonstrar a presenga do
acide hidlironico nas sevregdes epiteliais. Da mesma forma, SPI-
CER B col. {196&) e SPICER ¢ DUVENCI (1964} ndo conseguiram incor
poracae do enxofre radisativo na sublingual e submandibular de 5;
to e pamundongo adultos,

Na parotida dos roedores, a maioria das investigagdes ~
de natureza histhuimica, demonstiraram apenas a presenga de mico-
polissacarides neutros. Contude, SPICER & DUVENCI (1964}, na parg
tida do hamster e FAVA DE MORAES (1964), na parotida do camundon-
go, do rato e do hamster, demonstraram a presenga, também, de éci
do sialico. Na parotida des carnivores a presenca de mucopsalissa-~
carides acidos, foi demonstrada histoguimicamente atraves da bha-
sofilia por AURELI e col. {1960) na parcotida do cho, por BIGNARDL
$1961), SHACKLEFORD & KLAPPER {1962), na parotida do cvido e gato.d
basofilia foi considerada como dependente da presenca do acide -
sialico por BIGNARDI e col, (1962) e QUINTARELLI {1963) na paroti
da do cdo, e por FAVA DE MORAES (1964), na parotida do cac € do
gato. Bsses resultados histoquimicos, relativos & presenga do aci
do sidlico na parotida, confirmam as observagoes de AURELY e col,
(1960}, os quais, através de metodos bioguimicos, determinaram que
os mucopolissacarides acidos, da parotida de varios mamiferos,cen
tinham Acide sidlico.

Na parotida dos artiodactilos (boi e porco),SHACKLEFORD

& KLAPPER (1962} demonsiraram a presenca, apenas, de mucopolissa

chrides neutros, localizados nos acinos. Contudo, entre as celu--



las de revestimento dos ductos interlobulares evidenciaram celiyee
las caliciformes, dotadas tante de mucopolissacarides écidosuquag
to neutros, Ainda na parstida de boi, MORSELLI & PERUCCI {1963} e
videnciaram a presenga de mucopolissacarides neutros e écidos, aé
sociados; nos ductos interlobulares verificaram, também, a presen
¢a de celulas caliciformes com as mesmas propriedades histhuimi:
cas,

0s resultados histoquimicos obtidos por AURELI & MATE-
RAZZI (1960) na submandibular do cao, por SHACKLEFORD & KLAPPER -
(1962) na submandibular e sublingual do cdo, gato, boi e porco, de
monsiram a presenca de mucopolissacarides acidos e neuiros asso-
ciados.

A presenga de mucopolissacarides Acidos na subgandibu--
lar do Boi foi correlacionada com o acido sidlico por QUINTARELLI
e col, (1961}, da meswa forma QUINTARELLI (1963) demonstrou a pre
senca désse acido na submandibular do cho,

FAVA DE MORAES (1964), alicercado em resultados higto~-
guimicos, concluiu que as glindulas submandibular e sublingual -
dos carnivoros {cdo e gato) secretam acido siflico e mucopolissa-
carides neutros; a presenga de mucopolissacarides acidos sulfata-
dos foi notada na glandula sublingual e svbmandibular do cao e
do gato,

LEPPI & SPICER (1967) cbservaram que os ACifios puCOSOS
da glandula submandibular dc porco e sublingual do boi ¢ do por-
co, perdem a bascfilia apos tratamento pela sialidase, Periodos -
maiores de tratamento eliminavam tambem a basofilia dos acinos mu
cosos da submandibular do boi. Entretanto, alguns acinos da glan-
dula sublingual do porco, resistiram a esse tratamento, sugerindo
a presenca de sulfomucinas,

A determinacae da presenca de produtos de natureza pro-
teinica, na secregac das glandulas salivares, outrora cogitada pe
la oxifilia de seus grénules, pode ser confirmada atraves de me-
todos histoguimicos,

Assim, em roedores, foli estabelecida a presenga do gru-

po indol, nos adcinos e ductos da paratida do camundongo, por GLEN



NER & LILLIE (1957} do grupo fenol, nos granulos de zimogénio da
parotida do rate e do camundongo, por LILLIE (1957); de  grupos
sulfidrila e dissulfeto, na parotida do rato, do camundonge e do
hamster, por KAWAKATSU & col. (1962); de grupos sulfidrila mais
dissulfete, nos Acines da paritida do rato, por DEGUCHI (1964); e
de grupos indol, fenol, sulfidrila e dissulfeto, nos acinos da
parotida do hamster, por KRONMAN & CHAUNCEY (1965),

Nos acinos da parotida do cdo, a existéncia de grupos -
sulfidrila e dissulfeto foi demonstrada por KAWAKATSU e col. -
(1962) e a presen¢a do grupec fenol por AURELI e col. (1960),

Ainda nos roedores, foi demonstrada a existéncia dos
seguintes grupos reatives de proteinas: fenol e dissulfeto, nos
ductos granulosos da submandibular do camundongo, por JUNQUEIRA -
(1949} e JUNQUEIRA e col. (1949); sulfidrila e dissulfeto, nos
acinos e ductos granulosos da submandibular do rato e do hamshﬁn&
goy BAHRNETT & SELIGMAN (1954); indol, nos ductos gramulosos  da
submandibular do rato e do camundongo, por GLENNER & LILLIE{1957);
sulfidrila e dissulfeto, nos acinos e ductos granulosos da subman
dibular do rato, do camundongo e do hamster, por KAWAKATSU e col.
{1962); sulfidrila e dissulfeto,; nos ductos granulosos da subman-
dibular de rato, por TUROLLA & MARTINAZZI (1963); sulfidrila, in-
‘dol e fenol, nos écinos, ductos granuloscos e ductos intercalares
da submandibular do rate, por KRONMAN (1963 a}; fenol e indol,nos
ductos da submandibular do hamster, por KRONMAN (1963 b} e por
KRONMAN & CHAUNCEY (1963}; indol e fenol, nos ductos granulesos -
da submandibular do rato, por KRONMAN & CHAURCEY (1964)y fenol,in
dol e sulfidrila,nos ductos granulosos da submandibular do camun~-
donge, por KRONMAN & SPINALE (1965) e KRONMAN & LEVENTHAL (1967},

Na glandula submandibular do c@o, a existencia de griu--
pos sulfidrila e dissulfeto, foi estabelecida por KAWAKATSU e col.
(1962); nos acinos, a reagao foi fraca, porem, as células dos duc
tos estriades reagiam fortemente. A presenca de grupo fenol, tam-
béem, na submandibular do cado, foi demonstrada por AURELI & MATE-
RAZZL {1960), ao nivel dos crescentes.

Ma gléndula sublingual do rato e do hamster, a presenga
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de grupos sulfidrila e digsulfeto foi estabelecida por DARRNETT &
SELIGMAN (1954), localizados ma porcao basal das células acinosas
e nas celulas dos ductos, Contudo, KAWAKATSU e col. (1962) regis-
travam a presenca dsses grupos, ndo apenas na porcio basal  das
células acinosas, como, também, nos crescentes da sublingual  do
rato, do camundongs e do hamster,

KRONMAN & SPINALE (1965) verificaram, na glandula sub-
lingual do camundongo, reagao positiva aos testes indicativos de
grupos indel, fenol e sulfidrila, na porcao basal das células aci
nosas e nae celulas dos ductos, B

Na sublingual do cdo, a presenca de grupos sulfidrila e
dissulfeto foi observada nos acinos serosos, por KAWAKATSU e col.
{1962),

Depreende-se, dos dados histogquimicos referidos, que os
estudos realizados em glandulas salivares, baseados no emprégo de
testes topoguimicos para a demonstracio de mucopolissacirides e
na incorporagio de isotopos radicatives, muito contribuiram para
o conhecimento dos constituinties de natureza mucopolissacaridica
da secregao. Nae obstante, muitas dividas ainda persistem, notada
mente, no que concerne a identificagao dos grupos acides, respon-
saveis pela afinidade da secregao para os corantes basicos. Por -
outre ladoe, os estudos referentes as substancias de natureza pro-
teinica, contidas nos acinos e ductos glandulares, porporcionaram
dades histoquimicas, gqum complementam os resuliados concernentes
aos mucopolissacarides, permitindo melhor caracterizagao das celm
ias glandulares.

Baseade nos resultades histoquimicos, foram efetuadas -
tentativas de classificacac das glandulas salivares. Assim, SHACK
LEFORD & KLAPPER (1962) e SHACKLEFORD {(1963) consideraram trés
tipos de glandulas salivares, Que sS80: mucosas, Sercsas e Seromu-
cosas, Bstes trés tipos foram definidos com base na reagac do PAS
na captura do ferre ceoleidal e na basofilia ao azul de alcian, -
MUNGER (1964), usando critério semelbante, classificou, tambem,as
glandulas salivares nes trés tipos assinalados.

Ao julgar pela classificacao proposta pelos AA. ante-
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riormente referidos, a utilizacao de dados que permitem caracteri-
zar histoquimicamente as glandulas salivares, pouco contribuiu pa
ra ampliar a classificacie dessas glandulas, efetuada através da
caracterizacao morfolegica, 0 critério histoquimico empregado, no
entanto, permitiu conceituar melhor, as classificagoes propostas

com base nos caracteres histalégicus e funcionais, uma vez que, es
tabeleceu a natureza dos mucopolissacarides respensaveis pela rea
tividade histoquimica; permitiu, alem disso, demonstrar gue as
classificagles baseadas no criterio morfoldgico, nem sempre coin-
cidem com as estabelecidas sob fundamento histoquimice, o que, a-
lias, foi assinalado por FAVA DE MORAES {1964), No entanto, as di
ferencas quante a reatividade histoquimica dos diversos tipos de
glandulas salivares, nas varias especies de animais estudadas pe-

ios autores citados, sugerem a possibilidade de se estabelecer -

ama classificacas destas glandulas, que inclua tanto as diferen~-

cas decorrentes do tipo glandular, guanto da especie animal. Esta
: uma das finalidades do presente trabalho, no gqual serd dada -
igual importancia ao estudo nistoquimico dos mucopolissacarides e
dag proteinas, estudo este que serad efetuado comparativamente nas

) ~
glandulas salivares malores de especies pertencentes a tres Ordens

de mamiferos,
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2.1 - MATERIAL

As glandulas salivares majiores - Parotida, Submandibu-

lar e Sublingual - de trés Ordens de mamiferos {Artiodactilos,Car

2 . MATERIAL ¥ METODOS

k3
nivoros e Roedores), constitui o material empregado naste traba-

iho. No quadro I procuramos, para facilidade de apresentacao,

grupar os animais segundo a Ordem, Género e Especie,

B-

assinalando

& . . . *
o numero de animais sacrificados e a forma pela qual foram sacri.

ficados,.
QUADRO I
ORDEM GENERC E ESPECIE Nei TIPO DE SACRIFicIO
Bos taurus * e ** 3 Golpe occipital
ARTIODACTYLA
Sus scrofa ¥ e *¥ 3 Golpe frontal
Canis familiaris 3 Nembutal (endovenosa)
CARNIVORA
Felis(Felis)domesticus 3 Anestesia com eter
Mus masculus {var.albi-
nus 12 Anestesis com eter
RODENTIA Rattus norvergicus{var.
albinus 12 Anestesia com eter
Cricetus auratus 12 Anestesia com eter

* -~ Animais gonadectomizados

-’
€

** . 4 morfologia das glandulas sublingual dos artiodactilos

bastante confusa, uma vez que sao formadas por diversos ti-
pos de lobulos, uns mais desenvolvidos e cutros menos. 08 1o
bulos maiores sidc formados por acinos, que contem crescentes
situados na sua porgio basal; tais lobulos se assemelham a
glandula sublingual menor dos carnivoros. Os lobulos menores
sho constituidos por Acinos de aspecto tubuloso {(contende -
crescentes na sua porcac basal) e por acinos serosos; esses
1lobulos se assemelbham a glandula sublingual maior dos carni-
voros. Os lobulos menores foram considerados, por nos, <Como
a glandula sublingual maior dos artiodactilos.
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Esses animais, todos machos e adultos, foram alimenta
dos da seguinte maneira: os artiodactiles e os carnivoros confor-
me o habito; os roedores, com racao balanceada "ad libitum™. As
glandulas salivares foram removidas imediatamente apos o sacrifi.
cio, reduzidas a fragmentos e fixadas, durante 24 horas, em: a)
formol-salino (formalina a 10% em solugdo de cloreto de sodisc a
0,9%); formol-calcio {formalina a 10% adicionada de 1g% de clore-
to de calcio anidre); ¢} Alfac (alcool 95% - 85 ml; formalifa -10
ml; acido acétice - 3 ml), Outros fragmentos foram fixados duran-
te 6 a 8 horas, no liquide de Helly, A fixacdo em formol-saline e
em alfac fol efetuada a 408; os demais fixadores foram utilizados
em temperatura ambiente, Apos a fixagdo, os fragmentos foram in-
ciuidos em parafina, rotineiramente,

0 material fixado em formol-salino foi usado para o es-
tudoe histoguimico das proteinas; para ¢ estudo histoquimico dos
mucopolissacarides, uscu-se materiat fixado em formol calcio, al-
fac e Helly, Além das glandulas salivares, fragmentos de liangua,
pﬁncreas, intestinoe delgado e grosso, de camundongo, foram tam~
bém fixados e incluides, com as glandulas salivares; serviram pa-
ra controle das reacoes,

A microtomia foi realizada com espessura aproximada de

7 micra,
2.2 - METODOS

Além dos métodos rotineiros de coloragaoc (H.E, e tricré
mico), que foram utilizades para orientacho geral, varias técnicas
histogquimicas foram empregadas,

A - HISTOQUIMICA DE MUCOPOLISSACARIDES

1 - Mucopolissacarides neutros

Para a investigacao de mucopoelissacarides contendo gru~
pos 1-2 glicol, utilizamos a reacac do aAcido periodico - reativo
de Schiff, segundo McMANUS (1948), modificada por HOTCHKISS{1948).
Esta reacio foi empregada, tambem, em cortes previamente acetila-

dos {esterificados), e em cortes acetilados e saponificados (McMA
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NUS & CASON - 1950) (tratamento dos cortes acetilados por solugae
de KOH a 1%, em etanol a 80%). Além disso, a reacio do PAS foi e-
fetuada em cortes préviamente tratados pela amilase salivar,

Com a finalidade de verificar se a reagao positiva PAS
ﬁecorrla da presenca de 11p1des, essa reacac foi tambem efetuada
em cortes previamente tratados por metancl-cloroformio {1: i), a
§0° €, durante 2 horas} os resultados foram comparades com os obti
dos em cortes nao submetidos a esse tratamento. Qutros cortes fo-
ram submetidos ao reativo de Schiff, sem oxidacio prévia pelo aci

do periodico, para controle da reacho do PAS,
2 « Mucopolissacarides acidos

Para demonstracao histoquimica dos mucopolissacarides -
com grupos acidos, usamos os seguintes corantes basicos: Azul de
alcian em pH 1,0 (LEV & SPICER - 1964) e pH 2,5 (LISON - 1954} ;5a
franina 0 a 0,1% em solucao agquosa (LILLIE - 1954); Aldeide fucsi
na, segundo GABE (1953}; reacds da captura do ferro (MULLERwIQES);
solucao de Azul de toluidina, em tampao citrato, pH 1,5 e em tam-
pao fosfato, pH 2,2~3,4 e 5,6 (SASS0 - 1961). Estas coloracbes fo
ram usadas antes e apos metilacdo {a metilacdo foi efetuada segun
do FISCHER & LILLIE -~ 1954); foram empregadas, tambem, apbs meti-
lagho seguida de saponificagio [esta Gliima efetuada atraves do -
tratamento dos cortes metilados por solugho de KOH a 1%, em eta~
nol a B80% {SPICER & LILLIE - 1957).

Alem disso, os corantes basicos assinalados, foram usa-
dos apos os cortes terem sofrido hidrdlise acida (QUINTARELLI €
col, -~ 1961},

Cortes tratados por solucloc concentrada de acido sulfi-
rico, a 0°C, durante 30 a 60segundos (sulfatagho, segundo BIGNAR-
DI-~1940) foram tambem corados por solucac de azul de toluidina a
0,01%, nos seguintes pH: 1,5 ~ 2,2 -~ 3,4 e 5,6,

Quiros cortes foram tratados por sialidase do Vibrio

colerae (*) QUINTARELLI e col, 1961), ou por solucac de KOH a 1%,
(*) Sigma Chemical Company - Missouri - U.S.A.
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em etanol a BO%, seguida de sialidase {SPICER & DUVENCI-1964) e,
posteriormente, corados pela Aldeido fucsina {GABE-~1953), ou por
solucao de azul de alcian em pH 2,5 (LISON-1954).

Finalmente, cortes préviamente tratados pela hialuroni-
dage testicular (**){(LEPPI & STOWARD -1985), foram corados por so
lucio de azul de alcian a 0,5%, em pH 2,5,

Para controle da basofilia ribonuclica, cortes trata--
dos previamente pela ribonuclease (LISON-1960), foram corados por
solugao a 0,1% de Azul de toluidina, em pH 4,5.

Para a investigagdo conjunta de mucopolissacirides &ci-
dos e neutros, foi empregada a coloracac pelo azul de alcian, se-
guida da reacdo do acido periddico~reative de Schiff, segundo
McMANUS & MOWRY (1960).

Com a fTinalidade de complementar a tentativa de identi~
ficagao dos grupos carbexilico e sulfato, foi feita a coloragic ~
com o Azul de alcian, seguida da coloragac pela Aldeido fucsina,-
nesta segliencia ou na sequencia inversa {Aldeido fucsina-Azul de
alcian), segundo SPICER & MEYER (1960},

B - HIsTOQUIMICA DE prOTEINAS

Foram investigados seis diferentes grupos reativos de
aminoécidos, atraves das técnicas que serao citadas em seguida; a
16m disso, essas mesmas tecnicas foram efetuadas apos conveniente
bloqueio dos grupos reativos. As reagoes empregadas foram as se-
guintes: 1) Ninhidrina-Schiff (YASUMA & ITCHIKAWA - 1953), para
grupos NHyj 2) p-dimetilaminobenzaldeido-nitrite (ADAMS-1957), pa
ra grupos indol {triptofano); ‘3) '+ ferricianeto férrico -
{ADAMS - 19856}, para grupos SH; 4) acido tioglicélicowferricianetu
ferrico (ADAMS - 1956), para grupes SH e S8; 5) reacao de Millon
{BAKER ~ 1956), para o radical fenol (fenilanina); 6) reacao de
Sakaguchi {(modificada por BAKER - 1947), para o radical guanidil

da arginina,

{**) Wydase da Fontoura-Wyeth S/A
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0s bloqueios foram feitos da seguinte maneiras 1) acidoe
nitrose (PEARSE - 1960), para grupos NH.; 2) acido performico -
{ADAMS - 1957), para grupos indol; 3) peroxido de hidrogenio (EN-
GEL & ZERLLOTI ~ 1964), acetato de fenil mercuric {PEARSE -1960),
oxidacao pelo iodo (BARRNETT & SELIGMAN ~ 1954) e bicloreto ° de
mercurio {YAD - 1949}, para grupo SH; 4) iodagac (PEARSE - 1960),
para grupo fenol; 8) benzoilacao {PEMRSE -~ 1980}, para o radical
guanidil da arginina,

As técnicas empregadas neste trabalho constam dos apén-

dices I e II, onde estao descritas minuciosamente,
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3 - RESULTADOS

As tabelas de 1 a 18 conteéem os resuliades obtidos com o
material estudado, expostos sob forma analitica. No entanto, pro-
curou-se efetuar, também, uma sintese dos resultados, que consta
das tabelas 19, 20 e 21. Essa forma de exposicho teve como finali
dade facilitar a comparacac dos resultados, -

0 estudo histoquimico efetuado, foi orientado no senti-
do de permitir a evidenciacae tanto de produtos de natureza pro-
teinica, quanto glucidica, contides nos acinos e ductos giandula-
res, No que se refere aos produtos proteinices, tentou-se estabe-
lecer diferengas através da demonstragio de varios grupos reatives
contidos nas proteinas, No que respeita aos produtos glucidicos,-
procurou-se separar o8 mucopolissacarides neutros, dos écidos.Neg
tes ultimos, atraves de testes histoquimicos, procurcu-se eviden-
ciar o grupo acide responsavel pelo carater acide do mucopilissa-
caride,

08 resultados referentes a grupos contides em produtos
de natureza glucidica foram analisados,bseparadamente, dos concer
nentes a grupes reativos de proteinas. Os primeiroes, por sua veR,
foram subdivididos de acorde com a natureza do glucide {definida
através da reatividade as tecnicas histoguimicas empregadas) em:

a - Mucopplissacérides neutros contendo grupos i-2 gli-
col., Foram definidos com base na positividade da reacao do PAS,no
efeito da acetilacdo e da acetila¢do mais saponificagio, sobre a
referida reacfio e no efeito da sulfatacao, O glicogenio foi sepa-
rado do grupo, uma vez (ue sua demonsiracdoc baseou-se no teste da
amilase salivar,

b ~ Mucopolissacarides acidos dotados de grupos carboxi
licos. A presenga de mucopelissacarides com grupos carboxilicos ~
foi indicada pela basofilia {diversos corantes basicos, em varios
pH}, pela captura do ferro coloidal e pela acao da metilacao, e
da metilacad mais saponificagao, sobre & basofilia e sdbre a cap-
tura do ferro coloidal {tabelas de 1 a 9}, Cumpre assinalar que

somente foi congiderada, nos resultados, a basofilia nae ribong-
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cleica, ou seja, a basofilia resistente & ribonuclease, Procurou-
s& verificar a presenca do acideo hialuranicc, atraves do teste da
hialuronidase; o acido sidlico foi revelado atraves do teste da
sialidase e da hidrolise acida, seguidos da coloraciic por coran—-
tes basicos; com a mesma finalidade, foli empregade ¢ tratamento -
pelo hidroxido de potassio, seguido do teste da sialidase.

Com o intuito de verificar a presenca simultinea de mu-
copolissacarides Acidos carboxilicos e neutros, foi empregada a
coloragao pelo azul de alcian, seguida da reacho do PAS, fistes re
sultados estac indicades nas tabelas 1 a 9, da seguinte maneira::
a coloracao vermelha revela positividade ao PAS; a coloracac vio-
lsta mostra que, alem da positividade ao PAS; a esirutura tem afi
nidade pels azul de alcian; a coloracho azul mostra afinidade ape
nas pelo azul de alcian, r -

¢ - Mucopolissacarides contendo grupo suifato: Foi con-
siderada, como indicativo da presenca de grupo Sulfatog a basofi-
lia em pH 1,0 e 1,5, assim come a basofilia em pH mais alto,quan-
do abelida pela metilacho e nao revertida pela saponificacfo. As
coloragbes combinadas (azul de alcian-aldeido fucsina e aldeido -
fucsina-azul de alcian) foram, tambem, empregadas para indicar a
presencga do grupo sulfate. Nas tabelas 1 a 8, oa resultados obti~
dos apos o emprego das coloragoes combinadas, foram expostos da
seguinte maneira: azul significa gue as estruturas se coraram pe-
le azul de alcian; azul purpura revela gue a estrutura se COrou, -
similtaneamente, pelo azul de alcian e pela aldeido fucsina, pre-
dominando a coloracac azul; purpura-azulado indica afinidade da
estrutura acs dois corantes, com predominio da coloracio pela al-
deido fucsinag pﬁrpura significa coloracan apenas pela aldeido -
fucsina,

A sintese dos resultados, que consta das tabelas 19, 20
e 21, permite comparar a reatividade histoquimica das glandulas -
salivares nas especies animais estudadas. Esta comparacac mostra
a existencia de diferengasqualitativas nas glandulas salivares -
maiores, nas espécies estudadas, Dentre essas diferengas, algumas

dependem do tipo da pglandula salivar e, portanto, ocorrem dentro
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de uma mesma especie animal; outras relacionam-se com a especie.

1-Diferencas relacionadas com o tipo de glandula sali-

var

b

Tanto os acinos, quanto os ductos glandulares, mostra~
ram diferen¢as de reatividade histoquimica; através dessas dife-
rengas foi possivel caracterizar, histoquimicamente, os diversos
tipos de glandulas salivares. Para facilitar a exposigao, serae -

considerados, separadamente, os acinos e os ductos glandulares,
A -~ Acinos

As tabelas 19, 20 e 21, mostram que as caracteristicas
histoquimicas dos acinos da paratida, diferem das apresentadas pe
ios da sublingual ¢ submandibular., Na parctida, ha predeminic de
produtos de natureza prateinica, sobre os de natureza glucidica;-
éste tipo de acino foi denominado seroso {(AS), Na submandibular,-
ac contrario, predominam as substancias de patureza glucidica, gé
bre as de natureza proteinica; os acinos deéste tipo foram designa
dos mucoscs (AM). A sublingual dos roedores, se assemelha a sub-
mandibular dos ouiros mamiferos estudados; no entanto, na sublin-
gual dos carnivoroes e artiodactilos, ha os tipos de acinos, AS
{serosos) e AM (mucosos):; os acinos AM sfo comparaveis aos acinos
da submandibular, enquanto os AS se assemelham aos acinos da parc
tida,

Baseado na positividade das reacoes que caracterizam -
grupos reativos das proteinas, verifica-se que as celulas acino-
sas AS, reagem positivamente para os seguintes grupes: amino, gua
nidil, indol e fenol, Essa reatividade & observada na generalida-
de dos acinos AS; todavia, ba algumas excegoes, Juais sejam:

1} nos acinos AS da parotida do hamster e da sublingual
do boi, a reacdo para grupos guanidil & negativa;

2) nos acinos AS da parodtida do cao, do gato ¢ do boi,
e nos da sublingual do cao, do boi e do porco, verifica-se positi
vidade das reacdes que indicam a presenca dos radicais S5 e SH.
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Baseado nos caracteres histoquimicos, o8 crescentes,gg
contrados tanto na sublingual gquanto na submandibular, se compor
tam da mesma maneira que as celulas AS, no tocante aocs grupos re
atives de proteinas demonstraveis histoquimicamente, Convem fri«
sar que a reatividade histoquimica das células AS e dos crescen~
tes de uma mesma glindula, numa mesma espécie dmimal, sdc muito
semelhantes (tabelas 20 e 21),

Nos acinos mucosos, ao contrérioc do que acontece com
os acinos sercsos, a reatividade aos testes histoquimicos que re
velam os grupos reatives das proteinas, ocorre, principalmente, -
na pergao basal das células; faz excecao a reatividade para  as
grupos 88 e SH, nos acinos AM da sublingual e da submandibular -
do cho e do gato {tabelas 14 e 15, figura 19), e nos icinos nuco
sos da parotida do cdo {(tabela 13); em todos estes cases, a por-
¢do apical das celulas reage positivamente, Bstes resultados su-
gerem gue, nos acinos AM a reatividade aos testes que mostram ra
dicais protelnicos nao &, na maioria das vézes, devida aos produ
tos de secregic celular, pois estes produtos se localizam, de

preferencia, na porcde apical das células,

B - Ducbbs

] - Ducips intercalares

0s ductos intercalares da parotida e da submandibular
apresentam, em geral, pequena reatividade histoquimica {tabelas
19 e20); reagem negativamente aos testes histoquimicos indicati
vos de produtos de natureza glucidica e proteinica, na maioria
das especies estudadas; apenas nos ductos intercalares da paréw
tida dos carnivoros ha reatividade a algumas técnicas que reve-
lam grupos reatives de proteinas (tabela 13).

No que se refere aos produtos de natureza glucidica,—
os ductos intercalares da paréfida e da submandibular dos roedo
res apresentam comportamente diferente dos encentrades nessas -

giindulas das outras especies animais estudadas. Reagem positi-
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vamente ao PAS ¢ aos testes que revelam grupos reativos de protei
nag; constituem excegas, os ductos intercalares da submandibular
do camundongo (tabelas 19 e 20), que reagem negativamente a  am-

bos,

2 - Ductos estriados

Na parotida, em todas as espécies estudadas, os testes
usados para identificacfio de grupos reativos de proteinas sio po-
sitives; em algumas especies hd, além disse, glicogénio e, em ou~
tras, mucopolissacarides neutros,

0s ductos estriados da sublingual apresentam reagtes po
sitivas para os testes indicativos de grupos reativos de protei--
nas; no entanto, os testes para mucopolissacarides neutros e aci-
dos sao negativos.

0s ductios estriados da submandibular se comportam de na
neira semelhante aos da sublingual, se bem que, por vezes, apre--

sentem glicogenio (articdactilos),

3 « Ductos granulosos da submandibular dos roedores

Estes ductos se comportam de maneira semelhante aos due

tos estriados das outras especies; porem, além da alta reativida-
a ®

de para grupos reativos das proteinas, apresentam, tambem, mate-

rial PAS positive {tabelas 8 e 17).

2 - Diferencas relacionadas com a especie animal

0s resultados permitem estabelecer diferengas histogui~
micas quando as glandulas salivares, dos representantes das tres
Ordens estudadas, BA0 comparadas entre si, Essas diferen¢as BRO
mais acentuadas entre as QOrdens do que entre os representantes de
uma mesma Ordem, o que permite agrupar os resultados, de acordo -

com as Ordens a que pertencem os animais,
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A - Artiodactiles

1 -~ Parotida

Nog animais desta Ordem, a parotida e constituida por
acinos do tipo AS; os ductos estriados se caracterizam pela pre~
senca de glicogénio. Nos acinos da pardtida, tante do boi quanto
do porco, verifica-se a presenca de granulagoes, situadas no cito
plasma das celulas acinosas, as quals apresentam particularidades
histoquimicas que julgamos conveniente assinalar. Estas granula-
coes ocorrem apenas em material fixado em formol calcio; sac PRS
fortemente pesitivas (figura 11} e sac removidas pelo tratamento
com metanol-cloroformioc, o que sugere conterem lipides insatura--
dos. Em uma das especies estudadas (boi), sfc encontradas células
com as caracteristicas moffolﬁgicas e histoquimicas dos mastoci-=
tos, situadas no tecido conjuntive peri-tubular e entre as célu~
las epiteliais que revestem os ductos estriados (figura 13}, Ou~
tra particularidade da parstida dos animais desta Ordem, consiste
na presenca de celulas caliciformes, cujo produto de secregao &
PAS fortemente positivo e basofile (basofilia parcialmente removi
da pela sialidase e cujas caracteristicas histoquimicas indicam -
tambem a presenca de grupos sulfato); estas celulas estdo situadas

entre as de revestimento dos ductos interlobulares (tabela 1«

2 -~ Submandibular

A submandibular dos ArtiodActilos é constituida por a-
cines do tipe AM, os quais se caracierizam, histoquimicamente,por:

a) apresentarem material PAS positive, nio sensivel &
amilase salivar;

b} conterem produtos basofilos sensiveis a sialidase;

¢} reagirem negativamente aos testes para grupos repti-
ves de proteinas (tabelas 2 e 11).

Os acinos da submandibular apresentam crescentes, si-

tuados na porgao basal, cujas celulas reagem fortemente aos tes-
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tes uﬁédnﬂ-para evidenciar grupoes reatives das prctein&s:ﬁtabﬁl___

11 e figura 16); sao PAS fracamenie positivos e basﬁfilné,ssen&b: T;F_

a basofilia insensivel ao tratamento pela sialidase, no boi, e
gsensivel A sialidade, apés tratamento por solugie KOH, no porco.-
0s ductos estriados desta glandula, nas duas especies estudadas,-

se caracterizam pela presenca de glicogenio (tabela 2),

3 - Sublingual

A glandula sublingual, nas duas espécies de Artiodacti-
los apresenta acinos do tipo AM e AS, com predominic dos altimgs.
0s acinos do tipo AM sfo fortemente reativos ao PAS e bas&filnﬁ -
{(basofilia ndo removida pela sialidase){ na coloragho pela sequen
cia aldeido fucsina-azul de alcian, a maioria das celulas se cora
pele azul de alcian e poucas sac coradas pela aldeido fucsina. Os ”
acinos do tipo AS sdo positives & reagho do PAS, nas duas espe-
cies e fracamente basofilos, apenas na glandula do porco {tabela
3), Betes écinas, alem disso, reagem fortemente aos testes indiqg
tivos de grupos reativos das proteinas (tabela 12),

Os ductos estriados da sublingual dos Artioddctiles, a-
presentam reati#idade fraca para os grupoes reativos das proteinas,
nfio sdo baséfilos, nem PAS positives.

Os crescentes, situados na porgao basal dos acinos do
tipo AM da sublingual dos Artiodactilos, sao fortemente reativos
ao PAS e apresentam bascfilia fraca, ou moderada, que nao & remo-
vida pela sialidase {semelhante aos acinos AS), Na segliencia al-
deido fucsina - azul de alcian, os crescentes da sublingual do
boi se coram pela aldeido fucsina; inversamente, os crescentes da

aublingual do porco se coram pelo azul de alcian,

B -~ Carnivoroes

1 -~ Parotida

A parotida dos carnivoros & comstituida apenas por Aci-

nos AS, no gato; no cie, ao contrario, ocorrem tanto acines do ti
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po AM quanto do tipo A8 (figura 8), com predominancia déstes u1t1
mos: nas especxes das outras Ordens estudadas ha apenas acinos do
tipo AS, na parstida,

Os acinos AS, da pardtida do cdo, reagem aos métodos -
que revelam radicais reativos de proteinas (tabela 13); sao forte
mente positives a reacioc do PAS (positividade insensivel a amila:
se} e possuem basofilia moderada (sialidase suscetivel, apos tra-
tamento previeo com solucio de KOH). Os Acinos do tipe AM sao for-
temente positivos ao PAS {naoc sensiveis a amilase) e 1ntensamente
basafllua, a basofilia nao & remevida pela sialidase (mesmo apos
iratamento pelo KOH), nem pela hidrolise Acida, Coram-se pelo a-
zul de alcian, em pH 1,0 e assumem coloracic azul nas duas se-
guencias des corantes basicos (aldeido fucsina e azul de alcian -
tabela 4},

0s crescentes dos acinos AM, da pardtida do cho, sho mo
deradamente positivos ac PAS, nao sac basofilos e reagem acs tesw
tes indicativos dos seguintes grupos reativos de protelnas: amino,
indel e fenol {tabela 13),

No gato, os acines da parotida, apresentam uma particu-
laridade, qQual seja, a presenga de granulos intracitﬂplasmaticns,
envolvidos por halo perigranular (figura 12}, Ha diferencas quan-
to ao comportamento histoquimico dos granules e do hale., Os granu
les sao fortemente positivos ao PAS (amilase resistentes), pesiti
vos aos testes indicatives de grupos reativos de proteinas (gigu~-
ra 23) e pdo se coram pelos corantes basicos usados (tabelas 4 ¢
13); o hale perigranular se mostra, tambem, positive ac PAS (ami-
lase resistente), mas e negative aops testes para radicais reatji--
vos das proteinas; apresenta basofilia moderada (basofilia resis-
tente & sialidase e a hidrolise acida). 0 hale perigranular nac
se cora pelo azul de alcian, em pH 1,0, Quando corade pela Be-~
qﬂ%ncia aldeids fucsina - azul de alcian, apresentan comportamen~-
to variavel; por vézes cora-se pela aldeldo fucsina, outras vé-
zes tem afinidade pelos deis corantes e, na maioria das v%zes, co
ra~se pelo azul de alcian (tabela 4).

0s ductos estriados e intercalares da parotida das duas
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especies de carnivores niec reagem acs testes histoquimices para.
glﬁcides, mas reagem acs testes para grupos reativos de proteinas,
0z radicais protelinicos reatives, encontrados no citoplasma das
células dos ductos estriados, foram: guanidil e 8S e SH, no cio;
guanidil e fenol no gato, Nas celulas dos ductos intercalares da
parstida do cao, verifica~se apenas a pregenca do radical guani-
dil; nas dos ductos intercalares da parotida do gato, ocorrem ra-

dicais guanidil e fenol (tabelas 13 e 19},

2 -~ Submandibular

A glandula submandibular, nas duas espécies de carnive-
ros estudadas, ¢ constituida por Acinos do tipo AM. Todavia, dife
rengas de comportamento histeguimico sio observadas entre os Aci-
nos das duas espécies; no cao, saoc fortemente positives aoc PAS (a
milase resistentes), enquanto que, no gato, sao fracamente positi
vos (positividade também resistente a amilase), Apesar dos acinos
serem fortemente basofilos {figura 7) nas duas especies, & basefi
lia ¢ insensivel ao tratamento pela sialidase e a hidrolise acida,
nos acines da submandibular do gato; ac contrario, nos acinos da
submandibular do cdo, o tratamento pela sialidase, e subseqllente
coloragio pelos corantes basicos, revela perda total da basofilia,
na maioria das celulas (sialidase suscetivel), perda parcial da
basofilia em algumas células (sialidase parcialmente suscetivel)-
¢, além disso, persisténcia da basofilia em outras celulas (siali
dase resistentes)(tabela 5). Os acinos da submandibular, nas duas
espécies, apresentam basofilia quando corados pelo azul de al-
cian, em pH 1,0 (figura 9). No entanto, a basofilia nac & unifor-
me, em todos os acinos e, nem em todas as ceélulag de um meama.éc%
no; ao lado de &cinos, ou de células, fortemente basofilos, ha a-
cines {ou eglulas) nio bas6filas; entre esses dois limites ocor-
Tem graus intermediarios,. Bsse resultado sugere a presenca, nas
células que constituem os Acinos glandulares, de produtos basofi-~
los, cuja basofilia depende de grupos acidos diferentes, A basofi

lia do azul de alcian em pH 1,0, que ocorre apenas em algumas ce~
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lulas gu acinos, seria decorrente da presenca de grupos sulfate;a
basofilia, em pH 2,5, apresentada pela maioria dos écinos, nas
duas especies animais, indicaria a presenca do grupo carboxilico,
Bste grupo, por sua vez, estd relacionado com o Lcido sialico, no
cao. Bste assunto serd discutide oportunamente,

0 uso da seqliéncia de corantes bisices {azul de alcian
- aldeids fucsina e aldeido fucsina - azul de alcian}, revela que
0s acinos da submandibular do cao, se coram pele azul de aleian -
nas duas saqﬁéneiasg enquanto que os acinos da glandula do gato, -
coram-se pelo azul de alcian, apenas na primeira seqﬂ@ucia {azul
de alcian ~ aldeido fucsina)} na segunda sequéncia {aldeido fucsi
na - azul de alcian), a maioria das células se cora em azul (azul
de alcian positivas), mas ba células coradas em purpura-azulado -
(aldeido fucsina e azul de alcian pesitivas), ou em pirpura (aldgi
do fucsina pesitivas). Estes resultados sugerem, tambem, a presen
ga de diferentes grupos acidos responsaveis pela basofilia das ce
lulas acinosas da submandibular do cac e do gato, conforme  serd
discutido posteriormente. '

Nos Acines AM (mucesos) da glandula submandibular dos
carnivoras, foi verificada a presenca de radicais 88 e SH, nas
duas espécies estudadas (tabela 14 e figura 19).

0z ductos estriamdes, da submandibular das duas especies
de carnivercs esiudadas, apresentam reatividade para alguns gru--
pos reativos das proteinas (guanidil , SS e SH, fenol e indol no
cao, e amino, S8 e SH, fenol no gate); alem disso, reagao modera-
da ao PAS fol cobservada nes ductos estriados de submandibular do
gato (tabelas 5 e 14).

Os crescentes, situados na porcao basal dos acines macy
sos da submandibular das duss especies, sAc fortemente reativos -
ao PAS e basofilos {(basofilia moderada no cas, e forte no gato)ja
pasofilia & insensivel ao tratamento pela sialidase, 0s tesies -
histoquimicos, que indicam radicais reativos das proteinas, permi
tem verificar a presenca dos radicaig guanidil, indol e fenel, ao
nivel dos crescentes da submandibular do gato; nos crescentes da

glandula submandibular dclcéog alem dos grupos reativos encontra-
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dos nos crescentes da submandibular do gato, h&, ainda, o5 radi-

cais amino, SS e SH,

3 - Sublinggal

Como ocorre com os artisdactiles, a giandula sublingual
g # L :
dos carnivoros &, tambem, constituida por Acinos de tipe AM {(muco

& . -
so) e AS (serosos)., Os acinos AM, nas duas especies, saoc PAS posi

E
)

tivos (positividade forte, no cio, e fraca, no gato) e resistem 3
acdo da amilase salivar. Nas duas espécies, hi forte basofilia -
nos acinos AM; esta basofilia & parcialmente removida pela acho -
da sialidase, apds tratamento alcaline, nos Acinos da glandula do
cho; ao contrarie, os Acinos da sublingual do gato, resistem a
esse tratamento, O azul de alcian, em pH 1,0, cora os Acinos AM
das glandulas das duas eapéc:i.es,F sugerindo a presenca de radical
sulfato, Has seqaéncias de corantes basicos {azul de alcian - al-
deido fuecsina e aldeido fucsina ~ azul de alcian), os acinos  AM
da glandula sublingual do cao, coram-se pelo azul de alcian, nas
duas seqiéncias; os Acinos AM da sublingual do gato coram-se pele

- . N i v .
azul de alcian, na primeira seq&éncla {azul de alcian - aldeido

H

fucsina), porem, na segunda {aldeldo fucsina - azul de alcian),
shAo observadas celulas coradas em azul-purpura (azul de alecian -
aldeido fucsina positivas) e células coradas em puirpura-azulade -
(aldeido fucsina ~ azul de alcian positivas)(tabela 6), Quanto 3
reatividade as técnicas histoguimicas gque revelam grupes reativos
de proteinas, os acinos AM da sublingual, das duas especies estu-
dadas, Peagem apenas aes testes que indicam a presenca de  vadi-
cais 88 e SH {(tabela 15},

0s acinos AS da sublingual, sac fortemente positivos ao
PAS (positividade resistente a agdo da amilase), nas duas espe-
cies estudadas; no clo, ainda ocorre basofilia sensivel a sialida
se, 08 testes histoguimicos para grupos reatives de proteinas, re
velam a presenca de proteinas nos acinos AS das duas especies ani
mais. 08 grupes reativos revelados, histoquimicamente, foram: ami

no, guanidil, indol e fenel; nos acinos da glandula do gato: no
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cao, alem desses radicais, ha, ainda, a presenca de grupos 88 e
8H {tabela 15). Os acinos AS da sublingual do cho se comportam, -
histoquimicamente, de mode semelhante aos Acinos AS da parotida -
dos carnivores,

0s ductes estriados da sublingual, das duas especies de
carnivoras, Sao negativos aocs testes histaquimica& qQue revelam -~
glacides e, positives aos que revelam grupos reativos de proteinag
{guanidil, amino e fenol, nos ductos do cdo, e guanidil, indol e
fennol, nos do gato){tabelas 15 ¢ 2%1).

0s crescentes da sublingual, nas duas espécies, apresen
tam positividade ao PAS (nao sensiveis a amilase); basefilia fra-
ca, sensivel a sialidase, ocorre apenas nos crescentes da sublin-
gual do cao. Os crescentes dos Acinos mucosos, da sublingual  do
gato, sdc reativos para os seguintes radicais de proteinas: amine,
guanidil, indol e fenol; os da sublingual do c¢@o sfo, também, rea
tives para estes radicais e, além disso, reagem com a téecnica que

indica a presenca de radicais S8 e SH (tabela 15).
C - Roedores
1 - Parotida

Kos roedores; a parotida apresenta acinos, cuja reativi
dade histoquimica indica predominic de proteinas sdbre os mucopo-
lissacarides {tabela 16), Nas trés especies estudadas {rato, ca-
mundongo e hamster), os Acinos mostram positividade de grau varié
vel, frente a reacao do PAS {forte no camundongo e no hamster, mo
derada no rato); alem disso,; e como particularidade da espécie, e
observada basofilia fraca (sialidase suscetivel apos tratamento -
com solucio de KOH), apenas nas celulas acinosas da parotida do
hamster {tabela 7).

0s acinos da parotida de rato e camundongo reagem posi-
tivamente para os grupes: amino, pguanidil, indel e fenol (figura
15} e 88 e SH; enquanto que, o8 acinos da parﬁtida do hamster rea

gem apenas para os grupos aminc, indel e fenol,
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0s ductos estriades da pardtida do hamster sio negati -
vos a reacho do PAS, enquanto que os do rato e do camundongs sao
positivos {positividade moderada no camundonge e fraca no rate),~
Alem disso ocorre positividade do citoplasma das células de reves
timento dos ductos estriados, para os testesIQue revelam radicai;
indel e guanidil, na parotida do rato, e radical fenol na paroti-
da do camundoungo ¢ do hamster (tabelas 7 e 18),

0s ductos intercalares da parotida, nas trés espécies -
estudadas, apresentam-se fortemente reativos ao PASg coramase-me;
tacromaticamente com o azul de toluidina, apos sulfatacio (tabelg
7 e figuras 5 e 6). A presenca de proteinas, nas células que os
revestem, e mostrada pela positividade acs métodos histoquimicos
indicativos dos seguintes grupos: guanidil, indel e fenol, nos
ductos da parotida do rate; indel e fenol, nos da glindula do ca-
mundongo; amino, guanidil, 85 e SH, fenol e indol (figuras 20 e
21), nos da glandula do hamster,

Os acinos da parotida do rato e do camundongo, assim cg
mo os ductos dessa glandula, nas trés especies de roedores estuda
das, apresentam caracteres histoquimicos semelhantes aos acinos -~
AS da sublingual do gato e do boi. Os acinos da parotida do hams-
ter guardam relagdes histoguimicas com os Acines do tipo AS da pa

rotida des carnivoros,

2 « Submandibular

A glandula submandibular dos roedores & formada por aci
nos, cujas celulas se caracterizam, histoquimicamente, pela peque
na propor¢ie de produtos de naiureza proteinica e predominio de
mucopolissacarides, contendo grupos 1-2 glicol alem de mucopolis-
sachrides acidos, Estes ultimes, contém acido mialico, na glandu-
1a do hamster e do camundongo, uma vez que sao sialidase sensiveis;
na submandibular do rato, a basofilia & resistente a sialidase,

Nos ductes granulosos da submandibular, nas tres espe-
cies estudadas, as celulas de revestimento sac moderadamente posi

tivas ao PAS {figura 14); reagem intensamente aos métodos que re-

3



velam a presenga de grupos reativos de pretainas, sugerindoe gue -
substéncias de natureza proteinica, predominem sdbre os COmpOnena
tes glicidicos. Nos ductos granulosos da submandibular, a porgie
apical das células de revestimento reage aos testes histoquimicos
indicativos dos seguintes grupos reatives de proteinas: amino, 8§
e SH, indel e fenol (tabela 17 e figuras 17, 18 e 24}, no hamster
¢ noe rato; nos ductos da submandibular do camundongo, além désses
grupos, ha, também, reatividade para a técnica que evidencia o
radical guanidil,

Nos ductos intercalares da submandibular, a reacae do
PAB & forte na glindula do hamster e fraca ma do rato., Em ambas
as especies, a reacdoc do PAS, tanto nos ductos intercalares come
nos granulosos, nao foi influenciada pelo tratamento com a amila-
se salivar, No hamster, as celulas de revestimento dos ductos in-
tercalares, apos sulfatacic, se tornam fortemente metacromaticas
(figura 4). Os ductos intercalares da submandibular do ratoe, rea-
gem positivamente aos testes histoquimicos que indicam a presenca
de radical guanidil e fenol; os da submandibular do hamster, além
dos radicais presentes nos ductos da glandula do rato, apresentam

radicais S8 ¢ SH e indol {figuras 17 e 18),

3 ~ Sublingual

A glandula sublingual dos roedores e constituida por Aa-
cinos do tipo AM {mucoso), com secrecao predominantemente glucidi
ca, Histogulmicamente, tais acinos siac fortemente positivos a0
PAS, nac sendo a positividade sensivel a acdo da amilase; sao ba-
sofilos, basofilia esta sensivel A sialidase, no camundongo, e re
sistente no rato {tabela §), No hamster, ao lado de celulas cuja
pbasofilia & sensivel & sialidase, ha outras, menos numerosas, do-
tadas de basofilia resddbente; alem disso, algumas celulas apre
sentam basofilia parcialmente removivel pele tratamento com a sia
lidase. Bm um mesmo acino, saoc encontrades os tres tipos de celu-
las, predominando as do primeiro tipo (figura 2). 0s acinos da
sublingual do hamster comportam-se apos tratamento pela sialidase
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seguide de coloracae pelos cerantes basicos, de maneira semelhan~
te aos acinos da submandibular do clo. Bsse comportamento esta, -
provavelmente, relacionado com as propriedades de coloragao, apre
sentadas pelas celulas acinosas, quando se emprega a seqﬁéncia al
deido fucsina - azul de alcian; nesta eventualidade, a maioria -:
das células acinosas se cora em azul (azul de alcian pesitivas),-
algumas se coram em purpura-azulade (aldeldo fucsina e azul de.
aleian positivas) e outras em purpura (aldeido fucsina positivas).
fsses resultados sugerem a presenca de diversos grupos acidos di-
ferentes, nos mucopolissacarides destas celulas, inclusive grupo
sulfato. Nao obstante, as celulas acinosas da sublingual do hamse
ter, nao se coram pelo azul de alcian, em pH 1,0,

As celulas dos ductos estriados da sublingual, das trés
especies estudadas, sao negativas para os testes histoquimicos -
que indicam a presenca de glucides; porem, os testes para grupos
reatives de proteinas sao moderadamente positivos, para o8 grupos
guanidil e fenol,

0s crescentes, situades na por¢ho basal dos acinos  AM
da sublingual nas tres especies estudadas, contém gllicides, pois
reagem positivamente ao PAS (amilase insensivel); e apos sulfata-
¢ao coram-se matacromaticamente com o azul de toluidina (figura -
3); além disso, apresentam basofilia, na glandula sublingual do
camundongo e do hamster (basofilia parcialmente suscetivel a sia-
lidase). Os testes histoquimicos indicatives da presenca de gru--
pos reativos das pruteinas gao positives nos crescentes da  sub~
lingual, nas tres especies. Os radicais amino, guanidil, fenol es
tho presentes nas celulas dos crescentes das trés espécies; porém,
alem deésses radicais, os crescentes da sublingual de rato e do
hamgter, reagem positivamente com as técpicas que indicam a pre-
senca do radical SH e indol; na sublingual do hamster, alem dis-
so, pode ser observada a presenca do radical S8 (figura 22), Os
crescentes da sublingual dos roedores, assemelham-se, histoquimi-

camente, aos acinos AS da parotida do cdo, do gato e do hamster.
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3.1 - TABELAS DOS RESULTADOS PARA GLUCIDES OBTIDOS NAS
GLANDULAS PAROTIDA, SUBMANDIBULAR E SUBLINGUAL
DE ARTIODACTILOS, CARNIVOROS E ROEDORES

BB



LEGENDAS

ducto

It

o , o
AS = acino serosc; AM = acino muceso; C = Crescente; DE

N

egstriado; DI = ducto intercalar; DG = ducto granuloso; bL

ducto interlobular; Mast. = mastocito; Cite = citoplasma; C.Calic,

e C.Cal, = celula caliciforme; Glic. = glicogenio; PAS = acide
periodico~reative de Schiff; AT = azul de toluidina; S0 = Bafra
nina 0; AA = azul de alcian; AF = aldeido fucsina; Fe = ferro
coloidal; AA-AF = azul de alcian-aldeido fucsina; AF-AA =  al-

deide fucsina-azul de alecian; (M) = metacromasia; (0) = ortocro-

0

+ ] 3 - L3
masia; sSap. = saponificacao; I = inalterado; S = sensivel; pS

parcialmente sensivel; g = granulos; H = halo peri-granular;

i

agul; Vr = vermelho; Vit = violeta;

L]

n/o = nao observado; A

AP = agul purpura; ‘PAz = purpura azulado; P = Plarpura;

K

+ coloragao fraca; ++ = coloracac moderada; +++ = coloragao

13

forte; - = negativo.
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TABELA 1 - RESULTADOS HISTOQUIMICOS (GLUCIDES) OBTIDOS NA PARGTIDA DE ARTIODACTILOS

e, Lr

BOI PORCO
ESTRUTURAS DE DL DL
TECNICAS HISTOQUTMICAS AS Mast. Cito C.Cal, DI AS DE C.Cal,
A-Reacaoc do PAS - v P At - - e At
o acetila¢do + PAS - - - - - - - -
A acetilagao + sap. + PAS - - +H 4t - - e +
oo sulfata(;%o + AT pH 1,5 - - - ++{M) - - - -
B ~ sulfata{;%o + AT pH 2,2 - - - ++E{M} - o +(0) w4+ (M)
& sulfatacac + AT pH 3,4 - - - ++{M} - - - ++{M) .
sulfatacao + AT pH 5,6 ~ - e - - - - -
Glic, amilase + PAS 8 I 5 i
B~Basofilia
Safranina O - wr+{M) - +++{M} =~ - - +++{M}
e Azul de Alcian pH 2,5 - o - T+ - - - +t
8 Aldeido fucsina - it - et - - - ot
iy Azul de Toluidina(pH 2,2-3,4-5,86) - +++ (M} - +++EM) - - - +++ (M}
vei {C=Captura de ferro - bt s b - - - ++E
o Metilagao + capt.Fe - - - - - - - S
o | & | Metilagdo + sap, + capt.Fe - - - - - - - +
= 2 |D-Metilagao + corantes basicos - - - - - - - -
= Metilagao+sap.+corantes basicos - - o - - - - -
] E-Coloracac combinada + AA-PAS - A Vr A - - Vr A
% F-Hidrolise acida
Hidrolise acida + S0 - +++{M} = ++ (M) - - - ++ {M}
g 3 Hidrolise acida + AA pH 2,5 - R S T - - - e
® | Z ] BHidrolise acida + AF - ++ - + - - - +
R I Hidrélise Acida + Fe - ++ - e - - - .
3 n Hidrolige acida + AT em pH 1,5-
8 2,2-3,4 e 5,6 - +++ (M) -~ - - - - -
= [G-Teste da sialidase
& | Sialidase + AA pH 2,5 e AF I I I
KOH + sialidase + AA pH 2,5 e AP I ps . pS
Hialuronidase testicl,+AA pH 2.5 I i ' I
H~AA pH 1,0 - ++ - 4+ - - o ++
AT pH 1,5 - - - - - - - -
° Metilacao + AT pH 1,5 - - - - - - - -
o R Metilacao + sap. + AT pH 1,5 - - - - - - - -
%g I-Coloracao combinada
55 AA-AF - A - A - - - A
w AF~AA w P - A - - - A
AP-PAz AP




TABELA 2 - RESULTAROS HISTOQUIMICOS (GLUCIDES) OBTIDOS NA SUBMANDIBULAR DE ARTIODACTILOS

e 1 P

BOL PORCO
AM DE C AM DE C
A-Reat;ao do PAS ot T + ' et g +
o acetilacao + PAS - - - - - -
A acetilacgae + sap, + PAS +4 SR % + 44 1 +
o9 sulfatacac + AT pH 1,5 - - - ++(M) - +4+ (M)
B sulfatagac + AT pH 2,2 ++ (M) - ++(0) ++{M} o ++ (M)
%o sulfatagﬁg + AT pH 3,4 +44 (M) . +4+{0) +++ (M) - ++{M)
B sulfatacap + AT pH 5,6 +++ (M) - ++(M) +++ (M) - ++{M)
Glic, amilase + PAS I 5 i I S 1
B-Bagofilia
Safranina 0 +++{M) - - +++ (M) - -
= Azul de Alcian pH 2,5 bt = + +i+ - 4+
g Aldeido fucsina b - - ot - ++
o Azul de toluidina{pH 2,2-3,4-5,6) - - -~ - - : o
wi [C~Captura de ferro bt - s ot - +F
4 Metilagao + capt. Fe + - - ++ - +
oy Metlla(;ao + sap. + capt, Fe A - + + - +
8 & D—Metllagao + corantes basicos - - - - - -
:,' - Metlla@go&sap,-a-corantes basicos + - - + -
A E~Coloracac combinada + AA - DPAS A Vi A A Vr A
b - g e .
F~Hidrolise acida
é Hidrolise acida + SO : - - - - - -
E§ it Hidrolise acida + AA pH 2,5 + - - + - +
P Hidrolise acida + AF - - - - -
I Hidrglise é;mida 3+ Fe ot - + ERENES - o
g 0 Hidrolise acida + AT em pH 1,5~
2 2,2-3,4 e 5,6 - - - - - -
- |G~Teste da sialidase
.% | Sialidase + AA pH 2,5 e AF S 1 S 1
1 KOH + sialidame + AA pH 2.5 e AF ) I 5 )
Hialuronidamse testicl +AA pH 2,5 I 1 I 13
H-AA pH 1,0 - - - z - -
AT pH 1,5 - - - - - -
- Meti}_a@éo + AT pH 1,5 - - - - - -
& - Metilagac + sap. + AT pH 1,5 = - - - - -
%Eﬁ Y-Coloragas combinada
= AA~AF . A - A A - A

AF-AA A - A A - A




TABELA 3 - RESULTADOS HISTOQUIMICOS (GLOCIDES) OBTIDOS NA SUBLINGUAL DE ARTIODACTILOS

'"“MFﬁHMMhéggﬁﬁﬁﬁu_ | Bot PORCO

_ oL DL,
THECNICAS HISTOGUIMICAS AM AS PE ooy, © AM AS B emaiT ©

w39m

A~Reacao do PAS b +htE - ot g bt ++g - ek ++E g
acetilacao + PAS - - - - - - - - - -
g acetilacae + sap., + PAS e e bt - s ++ g b + g - et Y
~ 8 gulfataghe + AT pH 1,5 ++{M} +{M}g - +++(M} - ++ (M) ++{Mlg = RRES ++{M)g
&z sulfatacae + AT pH 2,2 4+ (M) ++Mig -~ 4+ (M) (Mg +++{M) ++(M)g - ++r(M) s+ (M)g
Y sulfatagao + AT pH 3,4 ++4{M) - - +++{M} - (M) (Mg ~ (M) +x(M)g
& sulfatacao + AT pH 5.6 = ~ - - - - - - - -
Glic, amilase + PAS ' i I I I i i I X
B-Basofilia ' ' _
Safranina ¢ e (M) - -  +++(M} - +++(M) - - +++{M} =
S Azul de alcian pH 2,5 R - - 4t -+ . + . +E
8 Aldeido fucsina Pt - w e +g At + = 4y +E
o Azul de toluidina{pH 2,2-3,4-35,6) = - - - - - - - - -
i {C~Captura de ferro Ao e o ot g RS + - + +8
[ . ~
g Metilagac + capt, Fe + - - - ++g 4+ + o e -
i Metilacao + sap. + capt.Fe + = - - - +4+ + - - -
2 g ID-Metilaghe + corantes basicos - - - - e - - - - -
E - MetilacRo+sap.+corantes basicos T+ - - 4 - e - - o -
» -E~6010fa§59 combinada - AA-PAS Vi Vr - Vi A A Vr - Vit Vi
§ F-Hidrolise acida
& o Hidrolise acida + SO - - - - - - - - - -
& Q Hidrelise acida + AA pH 2.5 okt - - ++ +g E + - + o
o :3 Hidrolise acida + AP + - - NS = RR + - ++ -
B 1= Hidrolise acida + Fe ot - - a4 - o + e -
= ul Hidrolise acida + AT em pH 1,5-
2 2,2-3,4 e 5,6 - - - - - - - - - -
'3 G-Teste da sialidase
. Sialidase + AA pH 2,5 e AF I n/o i I X n/o I
: KOH + sialidase + AA pH 2.5 e AF i nfo I I s n/o 1
Hialuronidase testicl,+ AA pH 2,5 1 nfo i 1 I n/ o I
H~-AA pH 1,0 - - - - - - - - - =
AT pH 1,5 - - - - " - - o -
oS Metilagao + AT pH 1,5 - - - -~ - e - = o -
%*ﬂ Metilagae + sap. + AT pH 1,5 - - - - - o "o - o -
ot 5 i-Coleracao combinada _ :
“ R AA-AF A - - A A A A - A A
. AF-AA AeP - - A-PAz Paz-P A A = A-PAZ A




TABELA 4 ~ RESULTADOS HISTOQUIMICOS (GLUCIDES) oBTIDOS NA PAROTIDA DE CARNIVOROS

W cXo GATO
. W\AS AM c DE DI AS DE DI
TECNICAS HISTOQUIMICAS -
A~Reacao do PAS o e PR - - +++Heg - -
o acetila{;%n + PAS - - " - . - - -
w—t red acetilacao + sap. + PAS et b bt - - +++Heg - e
o o sulfatacao + AT pH 1,5 - - - - - ++{M}E - -
%:j sulfatacao + AT pH 2,2 v+ {M) ++ (M)} ++{M) - - ++ (M)A - -
o sulfatacho + AT pH 3,4 +++ (M) wra(M)}  ++ (M) - - ++{MHE - -
sulfatacao + AT pH 5,6 - bt (M} e (M) - - ++(B)E - -
Glic. amilase + PAS IL I 1 I
B-Basofilia
Safranina 0 = +++ (M)} - - - ++{0H - -
= Azul de alcian pH 2,5 ot bt - - - ++H - -
4 Aldeide fucsina 4k 44 - - - ++H - -
t Azul de toluidina{pH 2,2-3,4-5,6) - o - - -~ - - -
A jC~Captura de ferre ot P - - - +4H - -
L Metilacae + capt. Fe = - - - - - - -
@ ; v
£ Metilagao + sap. + capt.Fe - - - - - - - -
8 i & |D-Metilagho + corantes basicos = - - - - u = -
3 ,E Metilag§o+sap,~morantes basicos - - v o pS s - =
w15 £-Coloracac combinada - AA~PAS Vi A Vi - - A-VEt H = -
é Vr g
& F-Hidrolise acida
3 Hidrolise acida + SO - wre{M) - - - ++{0}H  « -
o | o] Hidrdlise Acida + AA pH 2,5 ot ot - - - ++H - -
& I 0] Hidrolise acida + AF - . - - - - - -
% S| Hidrolise acida + Fe - et - - - +4+H - -
® | Hidrolise Acida + AT em pH 1,5-
g 2,2-3,4 e 5,6 - - - - - - - -
3 G~Teste da sialidase
- Sialidase + AA pH 2,5 e AF 1 i I
I KOH + sialidase + AA nH 2.8 e AF 8 I I
Hialureonidase testicl,.+AA pH 2.5 I I 1
fi-AA pH 1,0 ~ ++ - - - - - -
o AT pH 1,5 | - o - P - - - -
cg Metilagao + AT pH 1,3 - - - = - - - -
%&a Metilagao + sap, + AT pH 1,5 e - - - e - = -
&5 i~Coloracao combinada
@ - AB-AF A A - - - A - -
AF-AA A A - - v A-AP-P H - -

40



TABELA 5 - RESULTADOS HISTOQUIMICOS (GLUCIDES) oBRTIDOS NA SUBMANDIBULAR DE CARNIVOROS

_ —
o ~TRUTYR, g AM DE C AM DE c
TECNICAS HISToQUIMICAS _ -

] ]

A-Reagao do PAS e - AP + 4 PP
- acetilacao + PAS - - - - - -
Ao ac_:etila{;g..a + sap, + PAS 4+ - o + s i
ad sulfatacao + AT pH 1,5 ++{M) - ++{M)} ++{M) - -
B sulfatacac + AT pH 2,2 +++{M} - +++{M} ++ (M) ++ (M) ++{M)
mn sulfatagao + AT pH 3,4 +++ (M) - +++ {M)} +++(M) +++{M) ++{(M)
w 3u1fataﬁaﬁ. + AT pH 556 : ‘i-«}'-t-(M) - +++(M-} ++(M) = .§..§,.§.(0}
Glic, amilase + PAS _ I ' I i I I
B-Basofilia
- Safranina 0 +++{M) - - +++ (M) - ++ (M)
% Azul de alcian pH 2,5 4 - +4+ PR - FE
3 Aldeido fucsina L i+t - 5 ' b - o
“ Azul de toluidina(pH 2,2-3,4-5,6)  ++(M) - - ++{M} - -
"S C~Captura de ferro +++ - ++ RIS - R
2 Metilacao + capt. Fe - - - - - e
2 Metilax‘;éo + sap. + capt, Fe - - 44 - - -+
@ | &% |D-Metilagao + coranies basicos - - . - - - -
O |- S riad
- = Metilacas+sap.+corantes basicaos - - - - - -
o E~Coloracao combinada - AA-PAS _ A : - Ve A o Vi
o F-Hidrolise acida
§ Hidrolise acida + S0 ++ (M) - - bt (M) - +{M)
318 Hidr§1ise éeida + AA pH 2,5 ot - - . - P
o ;: Hidr(}iise ?cida + AF ot s - o _ - FRERN
% s Hidz_*?,lise ?cida + Fe ot - S T4 - PR
== Hidrolise acida + AT em pH 1,5-
1 2,2-3,4 ¢ 5,6 - - - . . -
T |G-Teste da sialidase
9 Sialidase + AA pH 2,5 e AF s - 1 1 i
KOH + sialidase + AA pH 2,5 e AF S 1 I i
_ Hialuronidase testicl, + AA pH 2,5 1 1 i 1
H-AA pH 1,0 4 - + ++ - ot
AT pH 1,5 = - - - - -
Qg Metilacao + AT pH 1,5 - - - - - -
£ Metilacho + sap. + AT pH 1,5 - - - - - -
g; I-Colorac¢ao combinada
o AA-AF A - A A - A
AF-AA A o AebP A-PAz-P - AP~PAz P




TABELA 6 ~ RESULTADOS HISTOQUIMICOS (GLUCIDES) OpTIDOS NA SUBLINGUAL DE CARNIVOROS

-4

W B Cho GATO
Es
LRUTUR, AM AB DE c AM AS DE c
TECNICAS HISTOQUIMICAS
A-Reidcao do PAS Fdt TR s b + FREY e g
o acetilacao + PAS - - - - " - " -
A acetilagao + sap, + PAS 4+ ) - e + +++ - +rEE
o5 3u1fatag§o + AT pH 1,5 - ++{Mlg -~ +4 (M) + (M) ++{M) - ++{M)g
% = sulfatagao + AT pH 2,2 +4+{M} ++(M)g - 4 (M} ++{M) 4+ {M) - ++{M)g
{"“5 sulfatacao + AT pH 3,4 +++ (M) ++{Mg - w4+ {M} +r+ (M} e (M) - ++{M)g
sulfatacas + AT pH 5,6 4+ (M) ++ (Mg = ++ (M) - - o
Glic, amilase + PAS X i ' I i 1
B-Basofilia
- Safranina O ++ (M) - - - +++{M) - -
4 Azul de aleian pH 2,5 . gt g - + e - -
2 Aldeldo fucsina FhE - - - - -
hs Azul de toluidina(pH 2,2.3,4-53,6) - - - . - - -
9 {C~Captura de ferro bt ++ g - + et - -
2, Metilagde + capt. Fe o - - - - - -
3 Metllagaa + Baps + capt,, Fe + - - o = - -
8 k! D«Metxlagac + corantes bas:_cos - ' - - - - - e
:3 < M_et:tlagg.a-;—sapwcarantes bagicos - e - - - - -
4;{! E-Coloragan combinada - AA~PAS Vi Vrg - Vr A Vr o
F-Hidrolise aczda '
% Hidrdlise acida + SO + (M} - e - +(M) ~ -
S 1 8] Hidrolise acida + AA pH 2,5 ++ - - - T - -
P Hidrolise %cida + AF 4 - - - o+ - -
Be | 8 Hidrolise acida + Fe it - - - +44 - w
% w Hidrolise acida + AT em pH 1,5
! 2,2-3,4 e 5,8 - - - - - - -
w 1G~Tegte da sialidase
S| Sialidase + AA pH 2,5 e AF 1 S 1 1
P KOH + sialidage + AA pH 2.5 e AF pS 5 8 1
Hialuronidase testicl,+AA pH 2,5 i I I X
H~-AA pH 1,0 4 - - - +3 - -
o AT pH 1,5 - - - - - - "
o8 Metilacao + AT pH 1,5 - - - = - - -
% Metilacao + sap. + A’l‘ pH 1, 5 - - - - - - e
wé I-Coloragao combinada
“ AA-AF A A - - A - -
5 AF-AA A A - - AP-PAz - -




TABELA 7 ~ RESULTADOS HISTOQUIMICOS (GLUCIDES) oBTIDOS NA PARGTIDA DE ROEDORES

W

CAMUNDONGO

HAMSTER

RATO

ESTRUTUR&g
TECNICAS HISTOQUIMICAS _

DE

AS

DE

DX

AS

DI

GRUPQ 1.2
Glicoel

A-Reacao do PAS
acetilagas + PAS
acetilacae
sulfatagao
sulfatacac
sulfatagao
sulfatacao

O
i
b
=]
=

+4

—

o+

I

R
s
+{0)
+++{M)
+++ (M)
++{M}

§

§

.
FIn
+++ (M)
+++{M}
++{M}
+++{M}

4

++

s (M)
- (M)
+{Q)

- B

k ekl d

ot

++{M}
+++ (M)
+++ (M}

o
ol
"

o

»

amilase + PAS

I

I

I

I

+ £ -
Hinespecificos"

B-Basofilia
Safranina 0O
Azul de alcian pH
Aldeido fucsina

C~Captura de ferre

Metllagao + Bap. +

2,5

Azul de toluidina{pH 2,2-3,4-5,6)

Metilagao + capt.Fe

capt.Fe

DwMetllagao + corantes basxcos
Metilacao+sap,.+corantes basicos
E~Coloracao combinada - AA-PAS

A

§

GRUPO CARBOXILICO

do sialico

aci

>

F-Hi&rélise écida
szrolzse ac1da +
Hldrolzse acxda +
szrulzse acxda +
Hldrolzge ac;ﬂa +
ﬁldrnlzse,ac%ga +

2,2-3,4 e 5,6

G-Teste da sialidase

Sialidase + AA pH

80

AA pH 2,5
AF
capt.Fe

AT em pH 1,5~

2,5 ¢ AF

KOH + mialidase + AA pH 2,5 & AF

Hialuronidase testici+AA pH 2,5

GRUPO
SUEEATO

H-AA pH 1,0
AT pH 1,5 .
Metilagao + AT pH

AA-AF
AF-AA

Metilagao + sap. + AT pH 1,5
I~Coloragcae combinada

$ Ll

i

P e,



TABELA 8 - RESULTADOS HISTOQUiMICOS (GLOCIDES) OBTIDOS NA SUBMANDIBULAR DE ROEDORES

ANIM&IS CAMUNDONGO HAMSTER RATO
LG T AM DG D1 AM DG DI AM DG
TECNICAS HISTOQUIMICAS _
A~Reacao do PAS ' R -t - At g 4 e . - .
o acetilag§0 + PAS w - - - - - - - -
o acetilagao + sap, + PAS ek e - Tt ++ Fob 4+ ++ +
o S sulfatagao + AT pH 1,5 - +{0) - +{M) ++{0)}  ++(M} - +(M) -
& sulfatacao + AT pH 2,2 +++ (M) ++(0} - ++{M) - (M} ++ (M) x(M) -
= o sulfatacas + AT pH 3,4 +++{M) +++{0) - ++{M) +++{0)  t++e(M)  ++(M) #+{M} =
v sulfatacao + AT pH 5,6 - ++{0) - ++ (M)} ++{0) w4+ (M) ++{M) et (M) o
ilic,  amilase + PAS ' 1 I ' 1 1 I 1 I
1B~Basofilia ' ' ' o
Safranina O ++{M) - - ++{M} - - +(M) -
% Azul de alcian pH 2,5 s - - oo o - ++ -
o Aldeido fucsina ++ - ' oo ++ - - - -
21 Azul de toluidina(pH 2,2-3,4-5,6) - - - - - - -
H 1C~Captura de ferro - - - + - - i -
® | Metilagao + capt.Fe - - - - - - - -
& Metllagao + sap. + capt, Fe e - - * - - ++ -
@ D-Metllagao + corantes baslons - - - - - - - -
&
o Metilagao+sap,+corantes basicos + = - - - - - -
© _|E-Coloracao combinada - AA-PAS A Vr - A Vr Vr Vi Vr

p. ¥

F-Hidrolise aclda
Hidr6lise acida

GRUPO CARBOXILICO

+ SO +{M) - = - - - + (M) -
e ﬁidr§1ise %cida + AA pH 2,5 + - - - - - - -
g Hidr?lise gcida + AF - - - - - - - -
gg Hidrglise gcida + Fe 4 N e + - - e -
o Hidrolise acida + AT em pH 1,5
e 2,2.3,4-5,6 - - - - - - - -

G-Teste da sialidase
Sialidase + AA pH 2,5 e AF
KOH + sialidase + AA pH 2.5 ¢ AR

aci

>

Hialuronidase testicl, + AA pH 2,5

il {0
1 lmifln W0
U frtibes b

H-AA pH 1,0
AT pH 1,5
Metilagao + AT pH 1,5
Metilagao + sap, + AT pH 1,5 - - - - - - - -
I-Coloragao combinada '
AA-AF A - - A - " A -
AF-AA A - - A - - A -

¥
E
H
|
i
i
i
§

§
H
!
]
i
]
]
t

GRUPO
SULFATO




* ¥

H

OBSERVACOES

&+ a «
Alguns acinos da sublingual do camundongo e do hamster a-
presentam-se fracament{e metacromaticos apds coloragao com

o azul de toluidina somente em pH 2,2,

O0s acinos mucosocs da sublingual de hamster apos acao da
sialidase ¢ da hidrolise acida, apresentam-se, depois de
corados com os corantes bhasicos, com os seguintes aspece«
tos: maioria dos acings € corada negativamente; porém, e-
xistem aAcinos ou células com basofilia inalterada e outros
acinos ou celulas com basofilia parcialmente sensivel aos

tratamentos hidreliticos,

L v [
Maioria das celulas coram-se em azul, porem eXistem celu-

¢ »
las coradas em purpura azulado e celulas coradas em purpu

I8,




TABELA 9 - RESULTADOS HISTOQUIMICOS (GLUCIDES) OBTIpoS NA SUBLINGUAL DE ROEDORES

ANIMarg CAMUNDONGO - HAMSTER

RATO
E3
RUTURLg AM DE. c AM DE c AM DE ¢
TECNICAS HISTOQUIMICAS
A-Reacan do PAS ot - 4 et - 4+ o+ - 44
o acetilag%o + PAS - - - - - - - - -
34 acetilaqao + Bap., + PAS 4t B +4 R - N PR - +4
oS sulfatagao + AT pH 1,5 - - - ++{M) - +++ (M} - - ++ (M)
%'q sulfatagac + AT pH 2,2 +++{M)} - +++{M)  see(M)} - +++(M)  ++({M) - +++ (M)
e sulfatagao + AT pH 3,4 +++{M) - +++{M)  +++(M) = +++ (M}  ++{M) - 44 (M)
& sulfatacao + AT pH 5.6 +++ (M} o - ++ (M) - i (M) - - ++{M}
Glic, amilase + PAS fi I X I I I
' B-Basofilia ' ' ' '
- Safranina O . w4+ (M) =~ - +++{M} - - w+{M) - -
0 Azul de alcian pH 2,5 bk - - 4+ - - bk - -
3 Aldeldo fuesina ot - - 4+ - - et = -
& | Azul de toluidina{pH 2,2-3,4-5,6) +¥ - - +* - - - - -
¥ [C~Captura de ferro 3+ - A ¥ - o+ 44 - v
2| Metilagho + capt. Fe + - + - - - 4t o -
@ Metilagac + sap. + capt. Fe - - - - - - - - -
¢ tD-Metilacae + corantes basicos - - B e - - - " "
] - R ~ P .
3 1= Metilacaoc+sap.+corantes basicos ++ - + + - " + - e
S E~Coloracac combinada — AA-PAS A - vVt A - Vi A - Vr
e F-Hidrolise acida '
é Hidrolise acida + S0 - _ - - - - — - - -
o 8 Hidri:}lise ;}cma + AA pH 2,5 + - - % - - + - -
G |~ | Hidrolise cida + AF + - - * - - o - -
o n g Hidrelise acida + Fe +++ - P : *E - - R - -
& | @1 Hidrdlise acida + AT em pH 1,5-
g1 s 2,2-3,4 e 5,6 - - - - - - - - -
© {G~Teste da sialidase
2 Sialidase + AA pH 2,5 e AF 8 8 *E s I
I "} XKOH + sialidase+AA pH 2,5 e AF 5 8 *3 8 1
Hialuronidase testicl, AA pH 2.5 1 1 1 I 1
H-AA pH 1,0 ' ' - " = z z = - = -
AT pH 1,5 - - - - - - - - o
o b Metilagho + AT pH 1,5 - - - - - - - - -
By = Metilacao + sap. + AT pH 1,5 - - - - - - - - -
%E I-Coloragao combinada
u} AA-AF A - A A - A A - -
AF-AA A - A AQ - A A - -

o B



3.2 -~ TABELAS DOS RESULTADOS DOS GRUPOS REATIVOS DE
PROTEINAS OBTIDOS NAS GLANDULAS PAROTIDA, SUB
MANDIBULAR E SUBLINGUAL DE ARTIODACTILOS, CAR
NIVOROS E ROEDORES.

i




LEGENDAS

H

Kh-Schiff = ninhidrina-reativo de Schiffy ac.nitr, = acido nitro-
soy; Benz, = benzoilagao; AFM = acetato de fenil mercﬁrio; éc.perf
+ bl v + PR ” .
= acide performico; Ferric, = ferricianeto; ferr, = ferrico; -
- A I3 x I3 - - . -
HgClz = bicloreto de mercurio; ac, tiegli. = acido tioglicolico;

DAMB = p-dimetilaminobenzaldeido; (B) = basal; g = granulos. =

e, L .
AB = acino seroso; AM = acino mucoso}; DE = ducto estriado; DI =

il

ducto intercalar; DG = ducto granulosc; Mast, = mastocito; Cito

citoplasma;

reagao forte.

it

+ = reacao fraca; ++ = reacac moderada; +++

V. 4, B



TABELA 10 - RESULTADOS DOH. GRUPOS REATIVOS DE PROTEINAS OBTIDOS NA PARDTIDA DE

ARTIODACTILOS
“““-~M§§ggﬁi§h BOI PORCO
\W\ 43 MaStBE Cito b1 AS bE bi
METODOS : :

Kh,-B8chiff + - + - % + -
ac.nitr, + Nh-Schiff - - - - . _
Sakaguchi (arginina) + - + = b - -
Benz, + Sakaguchi - - - - - - -
Ferricianeto ferrico + N ot -~ ++ - -
H,0, + Ferricianeto ferrico + Atk - - B - -
AFM + Ferricianeto férrico + R At - s - -
I6do + Ferricianeto ferrico 4 g o - Py - -
Ac.perf, + Ferric, férrico + b o - o - -
HgClz + Ferricianeto ferrico + N + - ++ . -
Ac.tiogl, + Ferric, férrice - b - - +(B) - -
‘ac.tiogl. + Hy0, + Ferrie.ferr: . - ot - - - - -
ac.tiogl, + Iodo + Ferric.ferr, - o - - - - .
ac,tiogl, + éc,perf.+Ferric‘férr, - Es o - I, - _
acitiogl, + AFM + Ferric.ferr, - b - - - _ _
ac.tiogl. + HgCl, + Ferric.ferr. = 4ot - - - - _
DAMB-pitrito _ + - - - + + _
ac,perf, + DAMB-nitritoe - - - - - - -
Millon {tirosina)} ' ++ - + - - e -

| Iodagho + Millon




TABELA 11 - RESULTADOS DOS GRUPOS REATIVOS DE PROTEINAS OBTIDOS NA SUBMANDIBULAR DE

ARTIODACTILOS
\%\ BOI PORCO

\%m DE c AM DE ¢
METODOS
Nh. 8B8hiff - + S - + b
ac.nitr, + Nh-Schiff - - - - - -
Sakaguchi {arginina) - - b - 4 "
Benz, + Sakaguchi - = - - - -
Ferricianeto ferrico - o +t - o+ -
Hy0, + Ferricianeto férrico - o 4+ - o .
AFM + Ferricianeto ferrico - ++ o+ - Fe ++
Iodo + Ferricianeto férrico - ++ e - +4 et
ac.perf, + Ferric. férrico - o e - o ++
HgCl, + Ferricianeto ferrico - + 4 - o Wb
ac.tiogl, + Ferric. ferrico - + PR - - +
Ac.tiogl, + H,0, + Ferric.férr., - - - - - +
éc.tiogl, + Tode + Ferric,farr, - - - - - -
ac.tiogl, + Ac,perf.+Ferric,.ferr, - - - - - .
ée.tiagl. + AFM + Ferric.férr. - - - - - -
éc.tiogl, + HgCl2 + Perric,ferr, - - - - - -
DAMB =nitrito = - - - + -
ac.perf, + DAMB-nitrite - - - - - -
Millon (tirosinal o 4 g - -+ £+

Iodacao + Millon




TABELA 12 - RESULTADOS DOS GRUPOS HEATIVOS DR PROTEINAS OBTIDOS NA SUBLINGUAL DOS

ARTIODACTILOS
W BOX PORCO
‘% A8 DE c AM AS DE c
METODOS
Nh.-Schiff . . . . e . .
ac.nitr, + Nh,-Schiff - - - - - - -
Sakaguchi {erginina) - - - - o + +
Benz, + Sakaguchi - - - - - - -
Ferricianeto ferrice S -+ ++ - -+ - 4+
3202 + Ferricianeto ferrico 4 - s - 4 - T
AFM + Ferricianeto ferrico T, e+ " - . - —
I6do + Ferricianeto ferrico ++ b 44 - ++ - b
fc.perf. + Ferric.ferrico ¥ - 4 - v, - -
HgClé + Ferricianeto ferrico ++ - 4 - T, - -
ac.tiogl, + Ferric,férrice b - 4 -~ ERESY - s
ae.tiogl. + H,0, + Ferric,féerr. - - + - b - .
ac,tiogl, + Iode + Ferric.ferr. et - + - + - .
dc,tiogl. + ac.perf. + Ferric.ferr. ot - + - + - +
Ac. tiogl.+ AFM + Ferric.férr. otk - s - . - it
ac.tiogl. + HgCl, + Ferric.ferr, + - + - + - +
DAMB-nitrito ++F - o - bt - TR
ac,perf, + DAMB-nitrito - - - - - - .
Millon (tirosina) T ++ s - 4+ 4 e

Iodacac + Millon




TABELA 13 - RESULTADOS DOS GRUPOS REATIVOS DE PROTEINAS OBTIDOS NA PARSTIDA DR

carNivoROS
Mgz cXo GATO
\_ % DE AM c DI AS DE pI
METODOS
Nh,~-Schiff + - - RS - Iy - -
ac,nitr, + Nh,-Schiff - ~ - - - - - -
Sakaguchi (arginina) + + - - " +{B) e -
Benz,. + Saikaguchi - - - - - - - -
Ferricianeto férrico + - + b - + - -
H,0, + Ferricianeto férrico - + ot - + - -
AFM :+ Perricianeto féerrico + - + et - + - -
16de + Ferricianeto ferrico + - + PR - + - -
dc.perf, + Ferric. ferrico + - + S - + - -
HgCl, + Ferricianeto férrico ¥ - ¥ g - + - .
ac.tiogl, + Ferric. ferrico ++ o b - - b - _
dc.tiogl. + Hy0, + Ferric.férr, - - + - - - - -
ac.tiogl. + Iode + Ferrie,férr, - - + - - - - -
ac.tiogl, + ac,perf. + Ferric,Ferr. - - + - - - - -
ac,tiogl. + AFM & Ferric.ferr, - - + - - - - _
de.tiogl. + HgCl, + Ferric,férr. - - + - - - - -
BAMB-pitrito ++ - = 44 - +A - -
Ac.perf. + DAMB-nitrito - - - - - - - _
Millon (tirosina) g - - 4+ - + + -

Todacas + Millon




TABELA 14 - RESULTADOS DOS GRUPOS REATIVOS DE PROTEINAS OBTIDGS NA SUBMANDIBULAR DE

{ Iodacac + Millen

CARNIVOROS
w““““~m~é§£@&§ih cio GATO

ﬂﬁﬂ~m--~§§££§2ggi§hﬁﬁh&M DE c AM DE ¢
METODOS
Nh.~Schiff - - o+ +{B) - -
ac.nitr., + Nh,-Schiff - - - - - ~
Sakaguchi (arginina} - +4 g - 4 s
Benz, + Sakaguchi - - -~ - - -
Ferricianeto ferrico + - + " At -
Hy0, + Ferricianeto ferrico + - + + ot .
AFM + Ferricianeto ferrico + - + + s -
Iodo + Ferricianeto féerrico + - + + P -
Ac.perf, + Ferric,ferrice + - + + . -
HgClz + Ferricianeto féfrico + ™ + * b _
adc.tiogl., + Ferric.ferrice . - 4 e it -
ac,tiogl. + H,0, +.Ferric.férr. - - o + + ~
Ac.tiogl, + Iodo + Ferric,ferr, + " + + g -
Ac.tiogl. + ac.perf. + Ferric,ferr, + - - + " -
ac.tiogl. + AFM + Ferric.ferr, o+ - - + + _
ac.tiogls + HegCl, + Ferric,ferr, + - - + + _
DAMB-nitrito - - + - ++ o+
ac,perf, + DAMB-nitrito - - - - - -
Millon {tiresina) - + b - +4 .




TABELA 15 - RESULTADOS DOS GRUPOS REATIVOS DE PROTEINAS OBTIDOS NA SUBLINGUAL DE

CARNIVOROS
C2o GATO

AM AS DE C AM AS DE C
METOoDOS
Kh,-Schiif = A 4 NS - P - o
ac.nitr. + Nh,-Schiff - - - - - - - "
Sakaguchi {arginina) ++{B} ++ ++ 4+ - PR ot i
Benz, + Sakaguchi - w - - - - _ -
Ferricianeto férrico + FE - e i - _ _
3202 + Ferricianeto ferrico + A - o b - - -
AFM 4+ Ferricianeto férrico + 4t e R 4 - - -
iodo + Ferricianeto ferrice + a2 g e+ ok - - -
ac.perf, + Ferric.ferrico + NRM - - e - - .
HgCl2 + Ferricianeto ferrico + +++ - F++ 4+ - - -
Ac.tiogl, + Ferric,ferriceo 4+ . - . Py - - -
ac.tiogl. + Hy0, + Ferric.férr. + ot - - o . _ _
de.tiogl, + 16de + Ferric.ferr. + PO - et - - - -
ac.tiogle + ac.perf. + Ferric,ferr. - + - + - . -
ac,tiogl., + AFM + Ferric,ferr, = + o + - N -
ac.tiogl. + HgCl, + Fgrric,férr. + + - + + - - ~
DAMB-nitrito ++{B} ++ - T - + ++ 4
ac.perf. + DAMB-nitrite o - - - - - - -
Millon {tirosina) | - + +4 b - 4+ +4 -

Iodagao + Millon
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TABELA 16 - RESULTADOS DOS GRUPOS REATIVOS DE PROTEINAS OBPIDOS NA PAROTIDA DE

ROEDORES
ﬁhﬁhm”“éﬁzﬁiﬁgh CAMUNDONGO HAMSTER RATO
““““““““£§$£§29@&§mmwm_fS DE DI AS DI AS DE DI
METODOS _

Nh,~Schiff 4 = - o A + o -
ac,nitr, + Nh,-Schiff - - - - - - . _
| Sakaguchi {arginina) ook - - +++{B) P R -+ -
Benz, + Sakaguchi - - - - - " - -
Ferricianeto férrico + - - - . it - -
3202 + Ferricianeto ferrico + - - - 4+ s - -
AFM + Ferricianeto ferrice + - - - o o - -
Isdo + Ferricianeto férrice + - - - o Ak - -
ac.perf. + Ferric,.ferrico + o - o +- 4+ o -
HgCl, + Ferricianeto ferrice + - o - ot St - -
Ac.tiogl, + Ferric.ferrice + o - - b by = -
dc.tiogl. + Hy0, + Ferrric.ferr. - - - - - - _ _
he.tiogl., + Iode + Ferric.ferr. - - - - - - - -
4c.tiogl. + Ac.perf. + Ferric,ferr, - - - - - - - _
hc.tiogl, + AFM + Ferric.ferr. - - - - - ~ _ _
ac,tiogl. + HgCl, + Ferric.ferr, - - - - - - _ _
DAMB-nifrite bt - 4+ +++ 4 FR - o
de.perf, + DAMB-nitrite - - - - - - - -
Millon {(tirosina) bt it e+ + o gt +4 4
lodagas + Millon » - - - - - - -




TABELA 17 ~ RESULTADOS DOS GRUPOS REATIVOS DE PROTEINAS OBTIDOS NA SUBMANDIBULAR DE

ROEDORES

wm“”““««éﬁ@g%£§ CAMUNDONGO HAMSTER RATO !

*MH“““““QﬁzgﬁgggﬁihMHh AM DG DI AM DG DPI  AM DG DI

METOoDOS -

Kh,~Schiff +{B} 4i4g = . g + frE -
ac.nitr, + Nh,-8Schiff - - - - - - - - _
Sakaguchi {arginina) +{B)} +g - + +{B} 4+  +++{B) . b4
Benz. + Bakaguchi = - - - - - - - -
Ferricianeto férrico - ~ - - E ot -~ - -
H202 + Ferricianetao ferrico - - - - b b - - -
AFM + Ferricianeto férrico - - - - - e - - _
Isdo + Ferricianeto férrico - = - - et b - - -
ac.perf, + Ferric,ferrice - - - - +e -t - - -
HgC'l2 + Ferricianeto férrico - - - - £ ot - - -
ac.tiogl, + Ferric, ferrico - rEHE = - Ereg 4 - PEEE -
ac.tiogl, + B0, + Ferric,ferr, - - - - - - - - -
ac.ticgl, + Iddo + Ferric.férr. - - - - 4 - - - -
dc.tiogl. + Ac.perf, + Ferrig.férr. - - - - - - - - -
ac.tiogl, + AFM + Ferric,.ferr, o - - - - - - - -
ac.tiogl. + HgCl, + Ferric.ferr, - - - - - - - - -
DAMB-nitrito = Fhtg = - ot + - ER -
éc.perf, + DAMB-nitrite - - -~ - - - - - -
Millon (tiresina) + Ak e + S S S £ 8 : § B R SRS

Iodacae + Millon




TABELA 18 -~ RESULTADOS DGS GRUPOS REATIVOS DE PROTEINAS OBTIDOS NA SUBLINGUAL DE

ROEDGRES

ANTug 76 CAMUNDONGO HAMSTER RATO
_ \\\%\ AM DE C AM D& ¢ AM DE c
METODOS. '
Nh,~Schiff ++{B) - ++ +{B} 4 ++{B) - .
ac,nitr, + Nh.-Schiff - - - - - - - _ _
Sakaguchi (arginina) +(B} = + - e ot - - o
Benz, + Sakaguchi - - - - - - - - -
Ferricianeto feérrice - - - +{B} =+ 44+ +{B) s b
B,0, + Ferricianete ferrico - - - +{B) « PRF - -
AFM + Ferricianeto férrico - - - +{B) & -y - - -
ipde + Ferricianeto ferrico - - - - - g +{B)} - -
éc,yerf, - Ferricﬁférrico - - - +{B} -~ ERS +{B} -
HegCl, + Ferricianeto ferrice - - - +(B) = b +(BY - -
ac.tiogl, + Ferric,feérrico - - - +{B} ++ A +{B) + -
ac.tiegl, + H,0, + Ferric,ferr. - - - - - - - - -
éc.tiugl. + Isdo + Ferric,ferr, - - - - - - - - -
dc,tiogl. + ac,perf, + Ferric,férr, - - - - - - - - -
ac.tiogl, + AFM + Ferric.férr. - - - - - - - - -
ac,tiogl, + HgCl, + Ferric.ferr, - - - - - - - - -
DAMB-nitrite - - - - - ++ - - PP
ac.perf, + DAMB-nitrite - - - - - - - - -
Millen {tirvosina) - +++ e+ +{B) 4+ bbb - ot o

Iodacio + Millen




3+3~-TABELAS DE SINTESE DOS RESULTADOS DE GLOCIDES £ DE
GRUPOS REATIVOS DE PROTEINAS, OBTIDOS NAS GLANDULAS
PAROTIDA, SUBMANDIBULAR E SUBLINGUAL DE ARTIODACTI-
LOS, CARNIVOROS E DE ROEDORES

~58-




LEGENDAS

AS = acino seroso; AM = Acine mucosc; C = crescente; DE =
ducto estriado; DG = ducto grammlese; DI = ducto interca~
lar; DL = ducto interlobulary NHE = grupo amino; S5-SH =
grupes dissulfeto mais sulfidrila; SH = grupce sulfidrila; -

guan, = guanidily (B} = basal,

-5



TABELA 19 - RESULTADOS HISTOQUIMICOS (GLOCIDES ® PROTEINAS) OBTIDOS NA PAROGTIDA DE ARTIODACTILOS,
CARNIVORCS E ROEDORES

- G CIDES _ PROTEINAS — 3
Especies | acido carboxilice feido dotados de Glicors - ]
Animais |["inespecl| acido grupo 1-2 JO8Z AB DE DI AM c
- — e sulfatado A nio
ficos" | sialico glicel _ -
gﬁin* . |NHp
BL + DL 4 DL 444 & guan, +
Bol - @.calic, |[C.calic, [C.calic, DE +++ ?i;ﬁg i fenol +++ -
fenocl + .
NHB 4 .
guan. ++ (NHo +
PORCO - DL » - DL «+ DL 43+ pe ir lindol + |indol + -
Ceocalic, IC,calic, [C.calic, )
fenol + fenol ++4
a8
Nﬂz +
LAS vt guan, + NHo bt
CcXo - AS 4x AM et AM gt e 88.-SH + ggfgﬁ ++ guan, -+ SSfSH indol **
C  +++ indol &+ * A fenpl +¥
fenol +4++ B
NH2 4
55-8H + guan, ++ |guan, ++
GATO AS - - AS ed indol +++|fenol + |fenol +
fenol «+ _
- e T
Nﬁz 3
A8 w4+ guan, ++ guan, ++
RATO - - - PE + 88-8H +++] $ 90T {indol se
DI 444 indol ++4+ fenpgl ++4
fenpl ++H [
NHZ +-¥
AS ++ guan, ++ .
ggxgﬁﬁ - - - DE ++ - 88«~SH + |fenol ++ ;“d“i o
DI wesr indol 444 BROL 4+
fenol +++4 e
NHo et
A8 44 NHy ++ guan, 44+
HAMSTER - AS «+ w DI st - indel ++4+] fenol 4 58«~8H 4a+
fenol + indel +++
fenol vyl B




Sl R

TABELA 20 - RESULTADOS HISTOQUIMICOS (GLOCIDES E PROTEINAS) OBTIDOS NA SUBMANDIBULAR DE ARTIODACTILOS,
' CARNIVOROS B ROBDORES
_ _ GLUCIDES _ _ PROTEINAS
Espécies| acide carboxilico tcide |dotados del ﬁ
Animais [Minespecij acide | _ i, o |87UPO 1-2[Glicoge~ AR DE{DG) DI c
ficos' | sialice glicol | nio
H
AM ++ NH2 + NHy ++
BOL C+ AM &+ - C + DE +++ - 88-SH + - ggan, A
Fenol ++ ~SH 4t
fenol ++
Nﬁz + NH?_‘ ~i—++
AM<+ AM 44+ _ 58=8H + guan, +
PORCO - C + - ¢ + PE +++ indol + - S o
fenol ++ fenol ++
e o P
AM <+ AM 4 85«8H ++ '
cio _ AM it Cos - $8-8H + |0y T - §S:;SH +
fenol ++ indol +
fenol 444
AM AM 4 NHZ + guan, ++
GATD AM 4+ - C 4 DE ++ - 8S8-8H ++ {8S8~-5H + - indol ++
C +4+ fenol 44 jfenol ++4+
Nio +++
AS 44 NH + 2 :
B8wSH ++4+ | guan +4+ -
RATO AS w+ - - DG +4+ - guan 4+
. DI # fenol 44+ indal e fen01+++i -
fenol +++
NHZ2 +++
NHo + guan, +
CAMUN” - AS 44 == gg ::T - guan, + S8=8H 44+ -
DONGO N fenol + f{indel ++4
fenol +++
. (NHy +++  lguan, ++
. AS 4+t N, 5S~SH +++ |88~SH +++
HAMSTER - A8 4+ - DG+ o Rudn, + indol indol
DI 4+ fenol + +++ {indol +
fenol +44 |fenol +4++




TABELA 21 ~ RESULTADOS HISTOQUIMICOS (GLWCIDES B PROTEINAS) OBIIDOS NA SUBLINGUAL DE ARTIODACTILOS,

CARNIVOROS E ROEDORES

 GLUCIDES PROTEINAS
Especies{ acido carboxilico r . dotados dej . N
o ; erercg g acido _ Glicoge-
Animais "1n?spec& ggién sulfatade | 5F UP% 1-2 nio AM AS DE <
ficas! gialico glicol
Nﬁé + NHq +
AM 2
sor AM tan ) _ AS i:i _ _ S8S-8H ++ |SH ++ SS=8H ++
Lo+ ¢ iy indpl 44+ |[fenel ++ lindel ++
fenol ++ fenol ++
NH, ++ NHo ++
AM A4+ 2 2
A5 + 58-8H ++ 55-8H ++
PORCO AM +4 C + - és+:: - indol v fenol ++ indol +++
fenol ++ fenol ++
NH, ++% ' JNHy 4+
AS + AM e EMan, 44 guan, ++ |NHs + guan, +++
cio M 4+ c AM + AS 44+ - 58-SH + S58-8H ++ lguan, ++ (8S~8H s+
+ L+ Ended ++ indel ++ [fenol ++ !indol +++
fengl 4+ fenol +++
AM b4 §ﬁ§n+++++ guan, +&+ :§§H+++++
GATO AM 43 AM + AS i+ - S8-BH ++ | rdo1 su | 20901 ++ 12 a01 4x
C 44 fenol ++
fenonl ++ fenol ++
NHgy ++
AM + NH Euan, +4+ jgHan, +++
RATO AM at - e c - g 2 SH ++ SH 44
+ S8-5H + g Y
encl ++ tindel ++
Fenol +++4
CAMUN-~ AM 44 _ AM _ NHy ++ fenol +44 NH§H+++
DONGO C + C 4+ guans = guan, + §2no£ ot
NHo ++
Buan, 4+ [guUan, +++
HAMSTER | - AM AM + aM - Mo v | $S-SH + |SS-SH +
' fenol + indol 44+
fenol 444




3.4 - DOCUMENTACR) FOTOMICROGRAFICA
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PRANCHA NO 1

Sublingual de Cao; Fermel ~ cdleio, 200x

Coloracae Azul de alcian + DAS
A direita e ac alto a seta aponta um Acino serose. No
cante inferior direito e esquerdo acinos MUCOS0S,

Subllngual de Hamster; Helly, 120 x

Hidrolise &cida + azul de alcian
Acinos mucoscs com células fortemente positivas,celulas
moderadamente positivys e celulas negativas (maierial).

Sublingual de Hamster: Helly - 3@0 4
Céiloracao: azul de toluidina apos sulfatacao
0s crescentes estao foriemente corados (metacromaticos)

Submandibular de Hamster:; Helly -~ 200 x
Coleoracac: azul de taluldlna pH 1,5, apos sulfatagaa
Ductoes intercalares nitidamente CQrados {(metacromaticos)

Parotida de Hamster; Helly - 250 x

€oloracao: azul de toluidina pH 1,5, apés sulfatacio
Grande quantidade de ductes intercalares fortemente co=
rados,

Parstida de Rato; Helly - 330 x

Cglaraqaa, azul de toluidina pH 2,2, apos sulfatachs
Ps acinos e oz ductos intercalares apresentamﬁse forte~
mente corades em negro {(cor original vermelha),

Submandibular de Gato; Helly - 200 x

Colorache: azul de aleian - reacao do PAS
Tante a parg%a acinosa guante o8 crescentes se coraram
predominantemente pelo azul de alcian,

Parbtida de Cio; Formol-chlcio ~ B0x
C6loragan: azul de alcian - reacac do PAS
cinos mucosos, fortemente corados pelo azunl de alcian,

Submandibular de Cac; Helly - 350 x

Colaragga. azul de alcian pH 1,0
Alguns acinos sao constltuldas por celulas coradas for
temente; outros contem algumas celulas coradas moderada
mente ao lade de células nao coradas.,

Sublingual de Cao; Helly -~ 200x
Coloracao: azul de alcian pH 1,0
Porcao mucosa corada fortemente,

Pardtida de Boi; Fermol-caleio - 250 x

Reacao do PAS
A coloracao escura demonstra a forte reatividade da 89
crecac ao PAS,
Parstida de Gate; Helly - 750 x.

Coloragaoc: azul de alcian - reagao do PAS
Coloracae tante dos granules quanto do halo perigranv--
lar,

%



FI1G, 13

FiG, 14

¥iG, 15

FiG, 16

FiG, 17

FiG, 18

FIG., 19

FI1G. 20

FiG. 21

FlG, 22

FIG, 23

FIG. 24

PRANCHA No 2

Parotida de Boi; Helly -~ 350 x
Caloraqau pelo azul de toluidina pH 3,4

Mastocitos entre as celulas de revestlmento do ducts
estriade,

Submandlbalar a esquerda e Sublingual de Rato; Formol -
caleio - 230 x,

Coloragau combinada: azul de alcian - reacao do PAS.
Os ac1nos, tanto da submandibular guantoe da sublingual,
se coram fertemente, A seia aponta um ducto granulesc -
da submandibular (corado apenas pelo PAS),

Pargtida de Camundongo; Formol salino-Reacao de Millen-
Hematgxilina ~ 9850 x,

0s granulos do citoplasma das celulas acinosas reagem -
positivamente,

Glﬁndulg submandibular de Boi; Formel-saline ~ 400 x,
Aﬂeagaa de Millon,
Granules nes crescentes com reagao positiva,

Submandibular de Hamster; Fermol-saline ~ 200x,

Reacie do p-dimetilaminobenzaldeldo-nitritoe.
Forte positividade da reache nos ductos granuloses e
positividade fraca nos ductos intercalares,

Submandibular de Hemster; Formol-saline - 200 x.

Reacao do acido t1agllcollcewferr1cianeta ferrico,
Forte positividade da reacas nos ductes granulosos e
intercalares,

Submandibular de Gatoj; Formel-saiine - 400x.
Acido t1oglxcallcu—ferrzcianeto ferrico,
0 material de secrecic dos acipnos mucosos se apresenta

corado,

pParotida de Hamster? Formol-saline - 200 x,

3c1d9 tlogl1cglica~ferricxanetu ferrico,
Os acinos nao reagemajuanto que os ductos intercalares
reagem intensamente,

Parstida de Hamster; Formol-salimo - 200 x,
DAMB-nitrito.

A porgao apical das celulas acinosas e os ductos inter-

calares reagem pesitivamente, Notar a diferenca com =a

figura precedente,

Sublingual de ﬁamster, Formol-saline - 200 x2
fcide tioglicolico-ferricianete ferrice.
0s crescentes se apresentam foriemente corados,

Parotida de Gato; Formel-saline - 800 x,
PAMB-nitrito,
Acinos serosos intensamente corades.

Submandibular de Camundengo; Formol-saline - 9350 X,
DAMB-nitrito.
Forte reatividade dos grapnulos contidos na luz e na por
¢ao apical das células de um ducto granulosoc.
1.



4 - DISCUSSA0

A fim de fixar um eritério para a interpretacae dos re-
sultados hxstaqulmlcas, notadamente os referentes aos mucopolissa
carldes, julgamos necessario discutir as tecnicas usadas, quanto
ao seu significado,

Dentre os mucopolissacarides, apenas o glicogénio, o a-
cido hialuronice e o acide 51a11c0, podem ser identificades histg.
quimicamente, gracas a acio de enzimas mais ou menos especificas,
A histoquimica dos outros mucopolissacarides baseia-se na reacaoc
do PAS, que evidencia o grupo 1-2 glicol, e na identificacae dos
grupos acidos,

Para cenfirmar, nos produtos PAS positivos, a presenca
de grupoes 1-2 glicol, efetuamos a coleragac pele azul de toluidi-
na em varios pH, em cortes préviamente tratados pelo acido sulfi-
rico; este tratamento, esterifica os grupos 1-2 glicol (BIGNARDI-
1940), formande esteres sulfiiricos, que sac revelados pelo  azul
de toluidina,

Quants aos grupos acidos, admite~ge que 08 mucepolissa-
carides contenham os grupes carbexilico ¢ sulfate, os quais mBao
podem ser identificados atraves de reagdes "especificas", Bstes
grupes tem sido demenstrades por tecnicas cujos resultados sio -
discutiveis. Neste trabalho, a presenga de grupos acidos, nos mu-
copolissacarides, foi determinada pelo emprégo de corantes  basi
cos {azul de alcian, em pH 2,3; safranina 0; aldeide fucsina; ae
zul de toluidina e pela captura do ferro coloidal)., Uma vez esiaw
belecida a existéncia de grupos acidos, tentou-se distinguir o
grupo carboxilico do sulfato; com essa finalidade, foram emprega-
das diversas técuicas consideradas adequadas para revelar o grupe

sulfate, quais sejam:

a) Metilacho mais saponificacfoe mais corante basice

Esta tecnica foi empregada com base nos reguliados de

SPICER & LILLIE (1959), que demonstraram gque uma solucdo 0,1N de
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HCL em metanol, hidrolisa o8 grupos sulfate e esterifica outros
grupos acides, A pariir dessas observacoes, a sequencia metilacao
mais saponificacae mais corante b581c0, passou a ser, freqﬁente«—
mente wusada para a distingao entre og grupos carboxilices e sulfa
to. Todavia, alguns resultados, contradizem essas observagoes, Ag
sim, MOWRY (1960) nao conseguiu a reversio da basofilia, apos ma:
tilaqﬁamsapnnificagan, emt estruturas que contem grupos carboxili-
cos. Mais recentemente, QUINTARELLI (19633)também nic conseguiu a
reversao da basofilia, em secregdes glandulares contendo acide -
sidlico, apds o emprégo da solugio de KOH a 1%, em cortes prévia-
mente esterificadoes. Sugere este autor gue a solucac de KOH a 1%,
cujo pH & aproximadamente 14, tem efeito predsminantemente.hidro;
litico. Resultados semelbantes, aos de QUINTARELLI (19633), foram
obtidos por FAVA DE MORAES (1964); esse autor também assinalou -
gue estruturasg contendo grupos carbnxilico, nao tiveram a basofi-
lia revertida, apos a sequéncia metilacfo-saponificacio-corante -
basico. Bsses resultados foram confirmados no presente trabalho,-
revelando que o significado da metilagao mais saponificagio mais

corante basico e discutivel,

b} Azul de alcian em pH 1,0

Tem sido sugerido, per alguns investigadores  (SPICER-
1860 e JOHNSON e col. -~ 1962), que o abaixamento do pH da ssolu-
¢do do corante basice, para valores proximos as pK do grupe sulfa
to, determina coloracac seletiva deste grupo, Baseados nisses re-
sultados, LEV & SPICER (1564) verificaram gque estruturas contendse
rapdicais sulfato coram-ge, seletivamente, pelo azul de alcian em
pH 1,0, Essa interpretagae foi confirmada per SPICER & DUVENCI -
(1964), que obtiveram paralelismo de resultados entre a coloragao
com ¢ azul de alcian, em pH 1,0, e a incorporacac de enxofre ra-
divative, na secrecao glandular de alguns mamiferos.

Na interpretacac de nesses resultades, toda estrutura ~
corada pelo azul de alcian, em pH 1,0, foi considerada come con~

tende grupes sulfato,

.



¢} Azul de toluidina em pi 1.5

0 azul de toluidina foi tambem empregado para a distin-
¢4o entre radicais sulfato e carboxilico (SPICER - 1980; SPICER &
WARREN - 1961), Baseados neésses resultados, a metacromasia, gquan~
do se emprega a coloragae do azul de toluidina em pH 1,5, teria
o mesme significade que a basofilia obtida cem o azul de alcian
em pH 1,0, No entanto, nossos resultados revelam gque estruturas,-
coradas pelo azul de alcian, em pH 1,0, nie se apresentam metacro
maticas ao azul de toluidina em pH 1,5; todavia, a metacromasia :
se verifica quando o corante & usado em pH 2,2, Agsim sendo, nas
condictes fecnicas empregadas no presente trabalho, a metacroma--
sia ao azul de toluidina em pH 2,2, foi considerada como tendo o

mesmo significado que a basefilia ae azul de alcian em pH 1,0,

d} Azul de alcian-aldeldo fucsina e aldeido fucsina-azul de alcian

Com a finalidade de fazer a distingao enire os  grupos
carboxilico e sulfato, usamos, também, a técnica da sequéncia de
corantes basicos, preconizada por SPICER & MEYER (1960), Segunde
¢stes autores, o grupe sulfato tem sempre afinidade para o primei
ro corante, nas doas seqﬁéncias; ocorre o inverso Com o Brupo car
boxilice, que se cora sempre pelo segundo corante basice. Para -
fundamentar essa interpretagae dos resultades, SPICER & MEYER -
(1960) compararam a afinidade das estruturas por esses corantes,-
com a presenca de grupes sulfate, com base nos resultados da in-~
corporacao do enxofre radiocative, Verificaram que houve apenas al
gumas exceches; assim, as cglulas caliciformes do colon do camun-
dongo e do rato, apesar de conterem radicais sulfato, =se coram
em azul, nas duas seqilencias, Conforme se verifica, a afinidade -
pelo primeiro corante; na seq3§ncia usada, constitui informacao -
sobre A natureza do grupo acido, sem identifica~lo, Os resultades
fornecidoes pela seqiiencia des corantes, interpretados dessa forma,
permitem explicar alguns de nossos achados, qQue sa0 aparentemente

contraditérios, Assim, os acines da submandibuliar do cao, coram-
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se pelo azul de alcian em pH 1,0: per%m, coram-se em azul nags -
duas seqllencias (AA-AF e AF-AA), Alguns acinos da sublingual do
hamster, que nac se coram pele azul de alcian em pH 1,0, coram-se
intensamente pela aldeide-fucsina, na segunda seqieéncia de coran-
tes basicos. Nestas ciscunsténcias, toda vez que houve discordin-
cia enire a basofilia ao azul de alcian em pH 1,0, e o resultado
da coloracioc pela seguéncia dos dois coranies basicos, procuramos
interpretar os resultados baseados, tambem, em outros dados histo
quimicos (teste da sialidase ¢ metilacao mais sapenificacho maig
corante basico),

Tentamos efetuar a caracterizacdo do acido sialice, a-
traves da agac da sialidase e da hidrélise acida, SPICER & WARREN
{1960}, WARREN & SPICER (1961), QUINTARELLI e col, (1961), FAVA
DE MORAES (1964) e SPICER & DUVENCI (1964), através do emprégo da
sialidase, ou da hidrolise acida (QUINTARELLI e col, 1961), &emogs
traram ser possivel reconhecer produtos cuje grupo acids e consti
tuido pelo Acido sialico.

Com base nos testes histequimicos, empregados no presen
te trabalhe, foi possivel caracterizar os acinos e os ductes das
glandulas salivares, conforme esta exposto ne capitule referen-
te aos resultados, Foi possivel, alem disso, assinalar diferengas
histoquimicas, dependentes do tipo de glandula salivar, ou da es-
pecie animal, Bsses dades, possibilitam a classificacfe histoqui-
mica das glandulas salivares, com fundamento na reatividade histo
guimica dos acines e ductos.

Os acinos das glindulas salivares apresentam diferengas
gqualitativas, no que se refere aos testes histoquinmices para muco
polissacarides e para prcteinas, o que permitiu separa-los en
dois grupos:

1) Acinos mucoses (AM), nos quais os testes para grupos

reatives de proteinas sao negativos, ou fracamente positivos, e

as técnicas para @ucapoli&sacériﬁes dao resultados intensamente =
positivos: apresentam secrecac de natureza predominantemente glu-
cldica,

2) Acinos serosos (AS), cujos testes para grupos reati-
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L3
vos de proteinas apresentam resultados mais intensos, em compara-
¢as com o8 testes que revelam mucopolissacarides. Nestes acinos

- & Y
a secrecac e predominantemente protelnica,

Classificacao das glandulas salivares baseada

na reatividade histoquimica dos Acines e duce

Los.

1 - Acinos

Glandulas mucosas

A submandibular e a sublingual sfe constituidas, predo-
minantemente, per acines mucosos @, por isso, classificadas como
glandulas mucosas, Esta c¢lassificacao concorda com a propogta por
SHACKLEFORD & KLAPPER (1962), SHACKLEFORD (1963) e MUNGER (1964);
no entante, o critério usade por nés, para definir os acinos muce
s08, baseia-se na propercao relativa dos componentes mucopolissa-
caridico e proteinice, Trata-se, portanto, de critérie diferente
do usado pelos autdres citades. Alem disso, devide as nimere de
informacoes em que se baseia, este critério permite subdividir os
acinos AM, em quatro tipos. BEsses tipos foram estabelecidos tendo
se como base a presenca, no citoplasma das celulas acinosas, de:
1) Acido sialice e, 2) mucopolissacarides carboxilades, insensi--
veis & sialidase, 3) mucopolissacarides acidos sulfatados. 0s ti-
pos considerados sao os seguintes:

a) Acinos cujas células contém acido siAlico e naoc contém grupo
sulfato, Bstes foram denominados Acinos mucosos tipo I(AM I),

b) Acinos com células dotadas de acido sialico e grupos sulfato.
Foram denominados acinos mucosos tipe II (AM I1I),

¢} Acines com celulas que apresentam grupo sulfato. Foram depomi-
nados Acinos mucosos tipo III (AM IIX),

d4) Acinos com células countendo mucopolissacarides acidos carboXi-
lados cuja presenca de acide sialicoe nao pade ser demonstrada
bistoquimicamente, Foram chamados acinos mucoses tipo IV -
(aM 1IV),
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RBates quatre tipos de Acines mucoses nao ocorrem g Simizi-
taneamente, £M uma mesma glandu1a~ ao contrarlo, a presenca ou g
predominancia, de um dos tipos, caracteriza as glandulas sublif--
gual e submandibular, nas diversas espécies animnis estudadas,per
mitindo correlacionar a reatividade histoquimica das células glan
dulares com ¢ fator espeécie animal. Bste assunto sera discutide -

em seguida:

Artiodactilos

a) glandula sublingual

0s resultados histoquimicos referentes aos mucopolissa-
carides e as proteinas, na glandula sublingual de boei e do perco,
permitiram estabelecer a presenca de dois tipos de acinos: muco~-
sos e serosos , 0s acinos mucosos conitem mucopelissacarides neu-
tros, associados a mucopolissacirides acidos, dotados de grupo
carboxilico, cuja basofilia resiste ao tratamento pela sialidase
e pela hidrolise acida, A presenca de grupos acides, ao nivel dos
acinos mucosos da glandula sublingual, nestas duas especies ani-
mais estabelecida por SHACKLEFORD & KLAPPER {(1962) e SHACKLEFORD
{19863) que, baseados na forte coloragho com o azul de alcian e
na forte captacaoc de ferro coloidal, os classificaram como Acinos
mucos0s, o que concorda com a nessa classificacao,

Foi recentemente verificado, por LEPPI & SPICER (19867),
que os grupos carboxilicos dos mucopolissacarides acidos da sub-
lingual dos artiodactilos advém da presenca do acido sialico; es-
se resultade, baseou-se na agac da sialidase sobre a basofilia.Bs
sa interpretacao discorda dos nossos resultados, Acreditamos que
tal discordancia seja devida & diferenca de tonceituacao da glan-
dula sublingual maior dos artiodactilos. Segundo CARMALT (1913),a
glandula sublingual maior dos artiodactilos, nermalmente, esth au
sente; porem a sublingual menor esta bem desenvolvida. A presen-
te observagao confirma o autor citade, pois mostra que a sublin-.
gual dos artiodactilos € constituida por duas porgbes: 1) porcae

formada por acines glandulares do tipe mucese e acinos de tipo
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seroso; esta porgie & pouco desenvolvida e constitni a sublingual
- maionr, 2) porgén mais desenvelvida e integrada por écinua-mucesos,
contendo crescentes; esta porcao constitui a sublingual menor, De
acordo com esta conceituagao, a sublingual maior, das duas espe-
cies de artiodactilos estudadas, se assemelba, morfoldgicamente,a
glandula sublingual dos caraivoros, A heterogeneidade da sublins
gual dos artiedactiles foi, tambem, verificada atraves de metodos
biaquimicos, PIGMAN (1963) obteve diferentes fracoes mﬂcapruteini
cas da sublingual do boi, o que intefpretau como devide a difere;
¢as quanto aos constituinies glandulares. B
Baseados nos resultados histoquimicos, os acinos muco~
sos da glandula sublingual do boi e do porce, sao classificados

como acinos mucosos do tipo iV.(AM.IY)o

b} glandula submandibular

0s Acinos mucosos desta glindula, nas duas especies es-
tudédas, contém, comc foram encontrados, mucopolissacarides neu-
tros e'écidos. Os grupos acides foram corrélacignadns com a pre=
senca de écido sialico. Bstes resultados confirmam as shservagdes
histoquimicas de QUINTARELLI ¢ col. (1961) na submand;bular do
boi, QUINTARELLI (1965}&} na submandxbular do porco e LEPPI &
SPICER (1967) na do boi e do porce, assim como 68 trabalhos bhio-
qaimicas de GOTTSCHALK.& GRAHAM (1859), NISIZAWA & PIGMAH (1959~
1960), DRAUS & LEUNG (1960), HASHIMOTO e col. {1961) ,TSUIKI ¢ col.
(1961), PIGMAN & HASHIMOTO (1963) na submandibular do boi e  por
HASHIMOTO e col, {1964) na submandibular do porco.

Essas glandulas foram classificadas como BUCOHAE por
SHAKLEFORD & KLAPPER (1962), nao fazendo eniretanto esses autores
referencias quanto ao tipe de acido carhaxllzcn presente,

Em vista disso e baseado nos achados hzstoqalm1cos des~
te trabalbo, os acinos mucoses da suhmandxbular do boi e do poreco

she classificados como acines mucosos do tipo I (AM Ij.
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Carniveros

a) Porcac mucosa da parotida do cio

A presenca de acinos mucosos na parotida do CAaO, foi
anteriormente observada por AURELI e col. (1960) em animais  jo-
vens, desaparecends nos adultos, e por BIGNARDI (1961) em animais
jovens, adultos e senis; porém déles nic fazem mencio nem SSHACK-
LEFORD & KLAPPER (1962) e nem FAVA DE MORAES (1964), A presenca -
desses acinos na pardtida do cBo foi considerada por BIGNARDI -
(1961) como, a parmanencia na idade adulta, de Acinos mucosos e-
xistentes nos periodos iniciais do desenvolvimento glandular ou
a degeneracio de acinos sercsos em mucosos,

0s animais {caes) usados neste estudo eram todos adule~
tos, um deles com idade, presumivelmente, senil, Em todos &les, ~
foi observada a presenga de acinos mucesos no parenquima da parg-
tida., Esta obgervagio esta de acordo com as de BIGNARDI (1961),po
rém discordam das observacbes de AURELI e col. {1960), que regig-
traram a presenga deésses acinos somente em animais jovens,

Acredita-se que para maiores esclarecimenios, e para e-
liminar essas diavidas, hd necessidade de estudos mais acurades -~
nésse sentido,empregando-se um numere maior de animais com idade

controlada,

fisses acinos, segundo os resultados obtidos contem muco
pelissacérides acides sulfatados o que confirma as observagoes de
BIGNARDI (1961). De acordo com as caracteristicas histoquimigas,-

esses acinos classificam~se como mucosos do tipo ITI (AM III),

b) Sublingual

08 acinos mucosos da glandula sublingual dos carnivoroes
apresentam mucopulissacérideﬁ contendo grupos 1-2 glicol e grupos
acidos (carboxilico e sulfato), O grupe carboxilice foi interpre-
tade como pertencente ao acido siélica, nos ACLNOS MUCOSOS da
sublingual do cio; nos Acinos mucosos da sublingual do gato, a0

contrario, o grupo carboxilico foi considerado como "inespecifi--



co'’, uma vez que a basofilia resiste ao tratamento enzimico pela
sialidase,

Na sublingual do cao, os resultados obtidos nfic confir
mam & presenga do Acido hialurdnico, assinalade por FAVA DE Moj
RAES & VILLA (1963}, porem confirmam a presenca de grupo sulfato,
observado ppr esses autores, Na sublingual do gato, foi confirma-
do a presen¢a de grupos sulfato, anteriormenie estabelecida por
FAVA DE MORAES (1964); poréem, estes achados discordam dos desse -
autor, com relagac & presenca do acide sifilico.

Com base nos resultados histoquimicos, os Acines muco--
s0s da sublingual do cao sao classificades como Acinos mucesos do
tipo II (AM II) e os acines mucosos da sublingual do gato, perten
cem ao tipo IIT (AM IIX), )

¢) Submandibular

Nos acinos mucosos dessa glandula ocorrem mucopolissaca
rides neutres e Qcidos, nas duas egpécies estudadas (cae e gatol,
0s grupos acidos foram reconhecidos como carboxilico e sulfato, -
Nos acinos da submandibular do cho, o grupe carboxilice psde ser
correlacionado, histequimicamente, como acido sialico. Na subman-—
dibular do gato, o teste da sialidase foi negativo. Bsses resulta
dos, para a submandibular do cao e do gato, embora se assemelhem
aocs de FAVA DE MORAES {1964) que assinala a presenca de acido sié
lice e grupos sulfato nas duas especies, deles diferem em trés
pontos: 1) a maioria dos Acinos da submandibular do cdoc e do gato
contém mucopolissacarides dotados de grupo carboxilico que, ape-
nas no cao, sao sensiveis & sialidase; 2) os mucopolissacarides,-
dotados de grupo carboxilico e sulfato, podem estar contidos em
uwm mesmo acino, € por vezes, numa mesma celula, ou em celulas di-
ferentes; 3) a basofilia verificada nos acinos da submandibular -
do gato foi resistente ao teste da sialidase, Bste tiltimo resulta
do concorda com as observacoes de PRETQO-PARVIS & RAVEITO (196G),-
que igualmente demonstraram resisténcia da basofilia dos acinos =

da submandibular de gato a hidrolise enzimica pela sialidase, Re-
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lativamente & presen¢a do Acide sialico, nos acinos da submandibu
lar do cao, nossos resultades confirmam as observacoes histaquim;
¢cas de AURELI & MATERAZZI {1960}, QUINTARELLI (1963 a), FAVA ﬁ;
MORAES (1964) e os resultados bioquimicos obtidos por HASHIMOTO e
col. {1961) e DRAUS {1963},

Histoquimicamente, os Acinos mucosos da submandibular. -
do cao pertencem ao tipe I (predominantes), ao tipo II e ao II{,~-
0s Acinos mucescs da submandibular do gato saoc do tipo IV {maioria)
e do tipe IIi.

Roedores

a) glandula sublingual

& > . 13
08 acinos mucosos apresentam mucopolissacarides neutros
* v Pl L - .. u . -
¢ acidos; estes vltimos, a julgar pela reatividade hlstuquimica,-
~ £y A P
contem grupos carboxilicos. 0s mucopolissacarides acidos carboxi-

lados, destes acinos, sdo hidrolizados pelo tratamento com a sia-

lidase, na sublingual do camundonge e do hamster; resistem & hi-

drolise pela sialidase, na glandula do rato. 0 acido sidlicse tem
sido admitido come responsavel pela basofilia dos Acinos da sube
3 - lingual dos roedores (SPICER & WARREN -~ 1960-:; WARREM & SPICER -
1961, no rato e no camundongo; QUINTARELLI e col, - 1961, no ra-
to; FAVA DE MORAES - 1964; SPICER & DUVENCI 1964, no rate, camun-

dongo ¢ hamster), mesmo na sventualidade da basofilia resistir ao

tratamento pela sialidase, Esia hipotese, baseia-se na possibili-
dade de estar o acide sialico "muscarado". No entanto, foi assina
lado por PIGMAN & TSUIKI (1959) e GOTTSCHALK (1960 e 1963) que,
o acido sidlico geralmente ocupa posicav terminal na cadeia late
ral dos aligossacéridss, ¢ gue pavece infirmar a hip&tese. Toda~
via, os resultades citados foram obtidos em preparacoes bioquimi~

cas, passiveis de provocar desnaturagae, Talvez, no interior das

células glandulares, onde ocorrem mucoproteinas, a complexidade -
das macromoléculas possa "mascarar" a pesigac terminal do acide -
. sialico, Alem disso, os testes histogquimicos usados nesta investi

gacao, para evidenciar a presenca do acide hialuronice e grupes
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sulfato, nos acinos da sublingual do rato, foram negativos, suge-

rindo a presenga de um mucopolissacaride acido carboxilice. Por

outro lado, SPICER & WARREN (1960) demenstraram, por métodos bio-

quimicos, que as células acinosas da sublingual do rato contdm e

cide sidlico. Assim sendo, & provavel que a resistoncia & sialida

se, apresentada pelas células da sublingual do rato, se deva a u;

désses tres fatores:

1} o acido sialice ndoc ocuparia posicio terminal na macromolécula,
o que fol sugerido por GIBBONS (1963),

2) existéncia de ligacho "cetosidica", sialidase resistente (GIB-
BONS ~ 1963), estabelecendo a ligacho entre o acido siflice e

o restante da cadeia mucopolissacaridica.

r 3) presenca de ligacoes adicionais entre o acide sialico e resi-
! duos adjacentes (Mc GUIRE & BINKLEY -~ 1964) que, mascarariam a
acao da sialidase.

Convem assinalar que, de acordo com nossos resultados,
nos acinos da sublingual do rato nic ha mucopolissacarides acidos
sulfatades, nem acido hialuronice, o que discorda dos resultados
de VILLA & FAVA DE MORAES (1963),

Na sublingual do hamster, além de acinos nos quais a ba
sofilia ¢ sialidase suscetivel, existem acinos e, por vézes, célu
las com caracteristicas histoquimicas compativeis com a presenca
de radicais sulfato, Entre ésses dois tipos de Acinos e células,
existem outros gue contem secrecao parcialmente suscetivel & a-
| gao da sialidase; deduziu-se que estes ultimos apresentam associa
L cho de mucopélissacarides contendo acide sialico e grupos sulfato.
Nessa gléndula, a presenca de acido sialico e grupos sulfate foi
observada por FAVA DE MORAES (1964); da meswa forma, sialomucinas
¢ sulfomucinas, associadas num mesmo acine, ou numa mesma celula,

foram assinaladas por SPICER & DUVENCI (1964), o que concorda com

nosses resuliados.
Baseados nos resultados histoquimicos, os acinos da

sebblingual dos roedores, podem ser classificados em:
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1} heines mucosos do tips I. Hstes Acimos comstituem o
parénguima da glandula sublingual do camundonge e do hamster, Te-
davia, no hamster, apesar de predominarem os Acinos mucosos do ti
p@-!, existem acinos mucosos do tipo II ¢ do tipo IXII, B

2) acinos mucesos do tipo IV, Constituem a sublingual -
de rato,

b} Glandula submandibular

08 testes histoquimicos para glicides e proteinas reve-
lam gue os Acinos da submandibular dos roedores secretam substan~
cias de natureza predominantemente gluclidica, Dessa forma, tais
acinos foram classificados come mucosos (AM), Estes acinos. foram
denominados Acinos Y"seresos especiais” por STORMONT (1832).

As substancias de carater glucidico nos acinos da sub-
mandibular dos roederes foram, baseados nos testes histoquimicos
usados, reconhecidas como mucopslissacarides contendo grupos 1.2
glicol e grupoe carboxilico; ®ste #ltime pede ser correlacionade -
com o Acide sidlice,; nos acinos da submandibular do hamster e do
pamndongo ., fsses resultados confirmeam as obaervactes de FAVA DE
MORAES (1284) e SPICER & DUVENCI (1064}, relativos a presenca de
mucopolissacarides contende grupos 1-2 glicol, nes Acines das {
tres especies de roedores estudadas, sssim como a existéncia de
sialomucinas nos acinos da submandibular do camundongoe ¢ de hams-
ter., Todavia, a presenca de sulfomucinas nae foi verificada Do
Acinos da submandibular do hamster, resultado que discorda  das
observacces de SPICER & DUVENCI (1s64),

08 Acknos da submandibular do rato contém grupos carbo-
xilico que, mo entante, nio puderam ser identificados coms acide
sialico em virtude da resisténcia da basofilia ap iratamente pela
sialidase, Nas obstante tenha sido observads que a basofilia re-
giste & sialidase ¢ ao tratamento pela hidr%lis& acida, varios AA,
tais come SPICER & WARREN (1960:.), WARREN & SPICER (1961}, QUINTA
RELLI e col. (1961), TUROLLA & MARTINAZZI (1963), FAVA DE MORAES-
{1964) e SPICER & DUVENCI (1964), continuam considerande o acido



contido nos Acines da submandibular, do rato, como sendo o acido
sidlice. A Ssme vespeito, convém lembrar que 2 resistdncia 3 sia-
lidase nio indica, mecessiriamente, auséncia de acido siAlico, -
conforme foi discutide anteriscrmente, Tenha-se em conta, ainda, -
que HASHIMOTO e col, (1961), DRAUS {(1964) e mais recentemente JUN
QUEIRA e col, (1987); demonstraram bioquimicamente a presenca de
acido sialice na submandibular do rato,

Nessos resultados nas indicam a presenca de grupo sulfa
to nos acinos da submandibular do rato, o Jjque cenfirma as ahserﬁg
¢oes histoquimicas e a ausémcia de incorporagho de enxofre radica
tive pelas células dessa glandula, efetuadas por SPICER & DUVENCI
{1964}, Contude, BELANGER {1954) mosireu incorporacac medar@ﬁa de
535 {sob a forma de sulfate), pelas celulas acinosas da submandi-
bular de rate com quatro diasg de idade, fato que foi recentemente
corroborado, através de métodos histoquimicos, por RAVETIO ¢ cel.
{1966}, em ratcs adultos.

Basgeados nos resuliados histaquimicas, 08 ACines muco-
sos da submandibular dos roedores;sac classificados nos seguintes
tipos:

1} submandibular de camundongo & hamster: Acinos muCo-
gos do tipe I {AM I},

2) submandibular de rate, Acinos mucoses do tipe Iy

{aM 1IV),

Glandulas serosas

Pertencem n este tipe de giadndulas a parotida, a  por-
can serosa da sublingual e da submandibular, Qs acines gue constli
tuem essas glandulas feoram considerados como acinos sercsos ou Be
romucosos por SHACKLEFORD & KLAPPER (1862), SHACKLEFORD {(1963) e
como sercmicosss por MUNGER (1964), Segendo o eritério empregado
por SHACKLEFORD 8% KLAPPER (1962) ¢ SHACKLEFORD (1963), &cinos se-
TOB0S BAC 05 qué contem apenas munapolissacﬁrides neétras, revels
dos pela positividade da reagao do PAS; de acordo com o conceitn
de MUNGER (1964) sas considerados como serosas apenas as celulas

%
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dos acinos do pancreas exbcrine e as células principais das glan-
dulag do estﬁmage, ouja secregas e destituida de produtoes de nain
reza polissacaridica, h

0 eriteric histoquimice usado por nds, % mais amplo, a=-
brangendo também acinos cujas células contém mucopelissacarides &
cidos, porém, em guantidade nfio predeminante, De conformidade com
nossos resultades, 9s Acinos serosos podem ser divididos em tres
tipos baseades na natureza do componente mucopolissacaridice:

1) Acinos destituidos de componente mucopolissacaridice,
demonstravel histoquimicamente; sste tipo denominamos Acing serge
so tipo I {AS 1),

b 2} Acinos cuje componente mucopolissacaridico nio & do-
tado de basofilia, mas & PAS positive; acinoes serosos do tipo
. 1T {48 11},

3} Acinos dotados de mucopolissacirides PAS positivos -
¢ basofilos; estes acinos foram denominados dcinos serosos do ti-
po III {48 III}.

Nos tres tipos de acines serosos considerades, as rea-
coes histnquimicas gue indicam grupos reatives de proteinas 82
intensas; alem disso, varios grupos reatives puderam ser demons--
trados em todos os tres tipos de acines, com pequenas variacoes -
gqualitativas, Assim sendo, de acordo com o criterio usads por néa,
as protelnas contidas nas células acinosas ndo interferem, de for
ma niﬁid&, na classificacas dos tipos de Acinos serosos. Por ou-
tro lado, a forts reatividade histoguimica para os grupos reati--
vos de protelnas, indica que o componente proteinico da secregao
celular seja predominante, sugerindo que estas celulas estie adap
tadas & secrecio de enzimas; alias, JUNQUEIRA e col. (1983) orga-
pizgram tabelas que contem os dades coletados na literatura, e
que demonstram a presenca de amilase, protease, desoXiribonuclea-
se e lisozima na submandibular e parstida dos carnivorss e roedo-
res, _

Os tres tipos de Acines serosos considerados nao BA&0
encontrados, simulianeamente, em uma mesma glandula salivar, A pre

senca {ou a predominéncia) de um déstes treés tipos de Scines foi
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considerada como critério para caracterizar a pardtida, nas diver
sas especies animais das Ordens estudadas. Por cutro lade, no que
s¢ refere a sublingual e & submandibular, a presenca de Acines se
rosos, ou de crescentes, de diversos tipes, fornece informacoes ;
dicionais importantes para a classificacgioc dessas duas glﬁnduiasﬂ
salivares, nas diversas espbcies animais estudadas. Com esta ori-
entagdo, iremos discutir os dados histoquimicos obtides nos &ei--

Y L
nos sercosos das glandulas salivares nas tres Ordens estudadas,

Artiodactiles

a) Paretida

Na parotida do boi e do porce, nossos resultados indi-
cam a presenca de lipides PAS positivos nos acinos, Esta interpre
tacio baseis~se na necessidade de fixacdo especial, para a preser
vagao do material PAS positive (o material & preservade pela fi-
xagao em formol-calcio, mas nac e preservado pela fixacho em Al-
fac) ¢ pela solubilidade désse material em metanol-cleroformic, ~
Dessa maneira, foi interpretada a positividade da reagac de PAS,
na parotida das duas especies de artiocdactilos estudadas, como
t nae decorrente da presenca de mucopolissacarides. Ao contrarie, -
SHACKLEFORD & KLAPPER {1862) ¢ MORSELLI & PERUCCI (1963} admitem
a presenca de mucopolissachrides neutros, na parbtida do boi. No
entanto, a teenica usada per esges AA, nao permite excluir a pos-
sibilidade de ser um 1ipiﬁe o responsavel pela positividade a rea
cao do PAS, MORSELLI & PERUCCY {1963} observaram, na parotida do
boi, mucopolissacarides ééidos, o que nao fol confirmads por es-
tes resultadps, os quais revelam que as celulas acinosas da pard-
tida, nas doas espeécies de artiedactilos estudadas, ndo apresenta
mucopolissacarides demenstraveis histoquimicamente.

No entanto, deve ser lembrade gue resultades bioquimicos
obtides por AURELI ¢ col, {1980} e JUNQUEIRA e col. {1967}, daw
monstram a presenca de acide sialico na parotida de .rtiodaciilos,
A discordancia entre eéssss resuliados e os desia pesquisa, prova-

velmente, e devido 2 diferenca de matodos utilizados., O metods -
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biogquimico revela tanto os mucopolissachrides dos acinos, quantpe
dos tubules; 2stes Gltimos, conforme Sstes resultados, apresentam
sialomucinas,

De acorde com esses resultados, os Acinos da parotida
dos artiodactilos =&o classificados como seroses tipe I (AS I).

No que =: codierrne aos testes que revelam radicais Y=
teinicos, as reagdes nos acinos da pardtida dos artiodactiles Sao
fracaa, ou mederadas, sugerinds que a atividade mecretora de pro-
teinas ", nessa glandula, baixa. Bste resultado parece estar de
acordo com a cbservacie de AURELI e col, W1061) que verificaram,-
nos acinos da parotida do porco, mesmo em idade nio senil, profun
das modificagoes morfolagicas, com forte reducieo da atividade se~
cretora. Os radicais amino, guanidil, indol e fenol, foram os gru
pos reativos observados na parétida do porco; nos acines da paréu
tida do beoi, alem desses radicais, notou-s5e a presenga dos radi-
cais 88 e SH. A excegac do radical fenol, na parotida do boi e
guanidil na do porce, que apresentaram reacas com intensidade mo-

derada, para todos os outres radicais a reacac foi fracamente po-

sitiva,

b} Porgae serpsa da sublingual

Basecados nos resultades fornecides pelos testes histo--
quimicos para mucopelissacarides, observamoes que o8 Acinos sero--
sos da sublingeal do bol ¢ do porce, apresentam comporiamento di-
ferente, Assim, os acinos serosos da sublingual do boi elaboram -
mucopolissacarides, contendo apenas grﬁpes 1-2 glieol, enquante -
gque os acines da sublingual do porco, apresentam mucopolissacari-
des dotados de grupos 1~2 glicol e grupes Acidos; estes ultimos =
foram relacionades com o acids sialico {sialidase semsivel),

Os acinos serosos da sublimgual do boi e do porce, fo-
ram assim classificades: Acinos seroses do tipo II (A8 IX), os da
sublinguéi do boi e, acinos serosos do tipa'III {48 111}, os da

sublingual do porce,
Em relacfio acs grupoes reatives de proteinas foi anotada
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a presenga de radicais amine, S8 e SH, indol e fenol, nos Acinos

serosos da sublingual dos artiodactilos estudados, A reacdo para
o radical indol foi forte nos acinos serpsos da sublingual do
porec; nos acinos servsos da glandula do boi, a intensidade  das
reacgoes foi sempre fraca para todos os grupes reatives estudades,

08 crescentes da submandibular e da sublingual,das duas
especies estudadas, apresentam comportaments histoguimico campati
vel com a presenca de mucopolissacarides neutros e acidos carbexi
lico., Os grupos carboxilico dos crescentes da submendibular e da
sublingual do porco foram considerados como pertencentes an acids
sialico: a basofilia apresentada pelos crescentes dessas glandu~.
las do boi, embora suscetivel a hidrblise acida, resiste ao trata
mento pela sialidase, razac pela qual foi considerada romo decor
rente da presenca de grupos carboxilicos nio relacionados com o
acido sialico,

Como consequencia dos resultados dos testes histoguimi-
cos para mucopelissacarides, o5 crescentes da sublingual e da mab
mandibular do boi e do poroo, sdo classificados come serosos do
tipo III (AS III). :

As reagdes histoguimicas, indicativas de grupos reati--
vos de proteinas, revelam semelhanca das células gue constituem -
ns crescentes das glandulas sublingual ¢ submandibulgr, nas duas
sspecies de artiodactilos estudadas. BEm ambos podem ser demonstra
dos os grupos amine, $5 e SH, guanidil ¢ fenol, Todavia, na sub-

lingual ha tambem, o grups indel,

Carpivores

a} Parotida

0s Acinos sercsos da parotida dos carnivoeros, elaberam
mucopolissacarides neutros e acidos. Na pardtida do co, a basofi
lia com o azul de alcian ¢ com a aldeide fucsina foi, apos hidrp-
lise alcalina, removida pelo tratamento com a sialidase; emse com
portamento & compativel com a presenca do gcide gifdlico. Bste re-
sultado confirma observagdes de BIGNARDI e col. (1962), QUINTAREL
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LI {1963&)e FAVA DE MORAES (1964), com relaglio & presenca do fci-
do sialice na parotida do clo, Além disso, a presenca de radi-
cais acidos, na pardtida do cio ¢ do gato, foi estabelecida por
SHACKLEFCRD & KLAPPER (1962) gue, baseados na basofilia moderada
que apresentam, classificaram-nos Como SEromMItosSes.,

Na parétida do gato, apenas o halo perigranular reage
tanto com os testes Que indicam a presenca de grupos 1-2 glicol,-
como com aquéles que indicam a presenca de grupos acinos. Os gra-
nulos, ao cantrériog apresentam apenas mucopolissacarides conten—
do grupes 1-2 glicel. O comportamento histoguimice do hals peri--
granular, da maier parte dos granules, sugere a presenca de gruwe-
pos acidos carboxilicos "inmespecificos"; contude, o hals de al-
gunsggranulos parece conter mucopolissacarides Acidos sulfatados.
Beses resultados, referentes acs acinos da pardtida do gato, dis-
cordam dos obtidos por FAVA DE MORAES {1964), que estabeleteu a
presenga do acide sialice, ac nivel dos Acinos dessa glandula,

0 hale perigranular, existenie nos acinos serosos da
par&tida do gato, pruv&velm@nte, desempenham a funcio de isclar -
os granulos do citoplasma, féngao essa semelhante & exercida pele
halo perigranular das celulas de Paneth do camundongo, conforme -
foi sugeride por SELZMAN & LIEBELT (1962) ¢ MERZEL (1564).

| Baseados nos resultados histogquimicos, os acinos sero-
sos da parttida dos carnivores foram classificados como acines se

rosos do tipe XII {AS III),

B} Porche serosa da sublingual

Os acinos seroscs da sublingual, nas duas espécies estu
dadag, apresentam comportamento diferente. Assim, nos acinos sers
sos da sublingual do gato, o8 testes histoquimicos revelam apenas
a presenga de mucopolissacarides contende grupos 1-2 glicol., Nes
acines serosos da sublingual do cho, alem dos mucopolissacarides
neutros, ha ainda grupos acides carboxilico, correlacicnades com
o heido siflico. Para os Acinos serpsos da sublingual do cdo, os

presentes resultades confirmem os de FAVA DE MORAES {1964) e para

e e



08 acinos sercsos da sublingual do gato, concordam com ps results
dos de SHACKLEFORD & KLAPPER {1962) e SHACKLEFORD (1863), -

Os Acinos serosos da sublingual dos carniveros sic clas
sificados coms do tipe IXI (A8 II}, para o gato e do tipo III { Ag
1I1) para o cio.

4s ctlulas dos Acimes sercsos da sublingual, nas duds -
especies de carniveros estudadas, apresentam reatividade histoqui
mica compativel com a presenca de diversos grupos reatives de pr;
teinas (8S e SH, amino, guanidil, indol e fenol). A presenca é;
grupos 83 ¢ S5H na sublingual do cao, foi antericrmente assinalada
por KAWAKATSU e col. (1962}, Estes resultados sugerem que tais f-
cinos estejom adapiados a seereche de produtos de naturesa protel
nicay gque podem ser interpretades como enzimas,

0z crescentes da sublingual do cio e do gato apresentam
caracteristicas histoquimidas semelhantes as dos acinos sercscs -
dessa mesma glandula, nas respectivas especies, Dessa forma, ob-
servou-se gue, o8 crescentes da sublingual do gato, apresentam mu
copolisaac&ridea contendo apenas grupos 1-2 glicol: no che, eles
apresentam comportamento histoquimico compativel com a presenca -
de wucopolissacarides, contendo, alem de grupoes 1-2 glicol, griw-
pos acidos carboxilico, interpretades como acido sialico, A  ine
i;erpretag.&o dog resultades obiidos para o corescentes da sublin--
gual do cBo, confirmam as observagoes de FAVA DE MORAES (1964);pa
ra o5 crescentes da sublingual do gato, concorda com oz dades de
SHACKLEFORD (1963), relativamente & presenga de mucopolissacarie-
des neutreos, contende grupos 1-2 glicol, Os crescenies da subline
pual do gaio sdo classificados como serosos tipo IX (AS II); na
sublingual do cdo, os crescentes sfo do tipe IIL (A8 IIT),

Botes resultados confirmam a presenca dos radicais S8 e
SH, nos erescentes da sublingual do cde, verificados por KAWAKAT-
SU e col, (1982},

Onanto aocs mucopolissacarides, o comportamento histoqui
mico dos crescentes da submandibular & semelhante no cac e no ga-
tp. Bm ambas as especies, o8 crescentes da submandibular elaboram

mucopolissacarides contendo tanto grupe 1-2 glicol, como grupos é



cidos {carboxilico e sulfatc). Nos crescentes da submandibular do
cao, os resultades desta pesquiga confirmaram os obtides por AURE
LI & MATERAZZI (1960}, os quais sugerem a presenca de mucopolissa
cérides sulfatado nessas estruturas. As celulas dos crescentes &;
submandibular do cdo e do gato, foram classificadas como mucosas
por SHACKLEFORD (1963}, baseado na sua forte bascfilia, Noszos re
sultados histoquimicos permitiram, entretanto, verificar que ééeu
sar do grande conteudo de substéncias de naturesa glucldica ha -
predominio de substancias de matureza proteinica, razde pela qual
esges crescentes foram classificados como serosos do tipo III (A8
111},

Nos crescentes da submandibular do cac, a presenca dos
radicais S8 e SH, por nos observada, confirma os resultados de
KAWAKATSU e col, (1862}; os testes histoquimicos positivoes para o
radical fenol, confirmam as observagoes de AURELI & MATERAZZI -

(1980},

RBoedores

al Parstida

0s resultados histoguimicos demonsiram gue os componen-
tes mucopolissacaridicos dessa glindula, nas tres espécies estu-
dadas, cent%m.grupoa -2 glicel,

Na parétida do hamster, alem desaes EZrupos, o8 acines
contsm mucopslissacarides acidos carboxilice, cuja basefilia foi
abolida apos hidrolise alcalina, seguida peloe tratamente com sia-
lidase; neste caso, o componente acido e, provavelmente, o acide
sialico.

Os resuliados desta peaquisa, referentes 4 presenca de
mucopolissacarides contendo grupes 1-2 glicel, mo nivel dos aci-
nos da paraotida nas tres espécies estudadas, confirmam as ohserva
coes de BOENER-PATZELYT {1956), para a parctida do hamster, de
DEWEY (1958), BIGNARDI (1962) e VILLA & FAVA DE MORAES {(1964), pa
ra a pardtida do rato, de SEIFERT (1960), para a pardtida do camun
dongo, de SHACKLEFORD B KLAPPER {1962}, FAVA DE MORAES (1964), -



SPICER & DUVENCI (1964}, para a parétida de hamster, do rato e
do camundongo. 08 resultados confirmam, ainda, os de FAVA DE MO.-
RAES (1964) e SPICER & DUVENCI (1964), quanto A presenga do scido

F L #
8ialico nos acinos da pareoiida do hamster, Todavia, no gue diz

respeito & parotida do rato e do camundongo, discordam apenas dos
resultades de FAVA DE MORAES (1964}, quanto a presenca de radi---—
cais @oidos por éle assinalados. No entanto, convém lembrar  que
atraves de métodos bioquimicos, AURELI e col, (1861) e JUNQUELRA e
col. (1967) demonsiraram a presenca de acide sidlico na pardtida
dos roederes, A diferenga entre resuliados bioquimicos e histoqui
micos provavelmente ocorre em virtude "do mascaramento" dos gru:
i pos carboxilices do acido sialice por proteinas basicas, como foi
sugerida por QUINTARELLI {1963 b).

Considerando o comportamento histaquimicu, para os tes-
tes que indicam a presenga de mucopolissacirides, os acinos da pa
rotida dos roedores foram classificados nes seguintes tipos:

Giandula parotida do rato e camundonge ~ Acinos Seroses
do tipo II (48 II), |
{ Glandula parotida do hamster - acinos serosos do  tipe
B II1 (A8 III),

Em relacdo as proteinas, foram comprovadas as observa--

¢oes de DEGUCHI (1964), para os aAcinos da pardtida do rato e as
de KAWAKATSU e col., (1962), para os acines da parotida do rato e

do camundongo, relativamente a presenga de grupos S8 e SH; foram
confirmadas tambem, as observacoes de GEENNER & LILETE {(1957), re

ferentes ac radical indo},presente nos acinos da parotida do ca~

mundongo ¢ do rato. Contuds, nos acinos da parotida do hamster,os
resultados para os grupos sulfidrila e dissulfete foram negativos,
o que discorda das observagoes de KAWAKATSU e col. (1962), Confir
' mam, também, as observagdoes de KRONMAN & CHAUNCEY (1965) quante
A presenca do grupo indol e fenol nos acinos da parotida do
hamster, Os resultados histoquimicos para grupos reatives de pro-
teinas, obtidos na pardtida, revelam que nas tres espécies de
roedores, ocorre a presenga dos grupes indol, fenol e amins, No

entanto, na parotida do rato e do camundongo, além desses grupes,

86



foram tambem observados grupos 55 e SH e guanidil., Bstes resulta-
dos indicam que a parotida de rato e do camundongo sdo semelban-=
tes entre si e pode ser distinguida da de hamster; o que pode ser
usado como carater adicional a conceituacac dos tipos de acinos,~

considerados com base na presenca de mucopolissacarides,

b} Crescentes da sublingual

08 resultados histoquimices deste trabalho, indicam a
presenca de mucopelissacarides neutros, conitendo grupos 1-2 gli-
col, nos crescentes da sublingual das trés especies de roedores -
estudadas; além disso, nos crescentes da sublingual do camundongo
e do hamster, ha mﬁcapslissacérides ﬁcidas, revelando o teste da
sialidase, que o acido sidlico & responsavel pela basofilia, FAVA
DE MORAES (1964} demonstrou que a positividade aos corantes basi-
cos, ao nivel dos crescentes da sublingual, dessas trés espécies
de roedores, e devida a presenca do acide sialico. Os resultados
da presente pesquisa confirmam essas observacdes para oS Crescens-
tes da sublingual do camundongo e do hamster, porem, discordam da
presenca do mesmo acido nos crescentes da sublingual do rato, -
LEESON & BOTH (1961), SHACKLEFORD & KLAPPER {1962), SHACKLEFORD -
{1963) e SPICER & DUVENCI (1964), tambeém observaram que oS cres--
centes da sublingual do rato apresentam mucopolissacarides desti-
tuidos de grupos acides, 0 que 2 confirmado por (’%ste trabalho,

De acordo com os resultados histoquimicos, referentes -
aos mucopolissacarides, os crescentes da sublingual dos roedores,
podem ser classificados da seguinte maneira:

. Crescentes da sublingual do camundonge e do hameter -
tipe IXI (C II1}.

Crescentes da sublingual do rato - tipo II (C II),

Quanto aos grupos reatives de prnteinas, estes resulia-
dos confirmam a presenca de grupos sulfidrila, assinalada nos -
crescentes da sublingual do rato, por BARRNERTT & SELIGMAN (1954),
KAWAKATSU e col. (1962) e KRONMAN (1963 a) e de radicais 55 e 8H,
verificada nos crescentes da sublingual do hamster por BARRNEIT &
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SELIGMAN (1954) e KAWAKATSU e col, (1962), Todavia,nos crescentes
da sublingual do camundongo foram obtidos resultados negativos,
tanto para o grupoe sulfidrila como para.a dissuifeto, discordando
dos achados dos AA. acima citados, porem, confirmando as observa-
¢oes de JUNQUEIRA (1949), Os resultados déste trabalho comprovam,
tambem, a presenca de radicais indol e fenol, estabelecida por
KRONMAN & SPINALE (1965), nos crescentes da sublingual do rato e
da sublingual do camundongo.,

0s resultades histoquimicos revelam que os crescentes
da sublingual dos roedores apresentam produtos proteinicos, dota-
dos de grupos amino, guanidil e fenol, nas tres espécies estuda-
das. No entanto existem diferengas entre as trés especies ani-
mais: ne camundongo ndoc foi possivel verificar a presenca de gru-
po indol, ao contrario do rate e do hamster, onde esse grupe foi
assinalado, Além disso, ocorre a presenga de grupos SH no rato e,
no hamster esta presente também os grupos S8 e SH, Verifica- se
baseado nos resultados assinalados, que os crescentes da sublin--
gual do rate assemelham-se mais aos do hamster que aos do camun--

dongo.
2 -~ DUCTOS

Seguindo o mesmo critéric, estabelecido para og acinos,
os ductos gandulares foram classificados de acordo com sua reati-
vidade histoquimica; e para facilidade de expdsigéo, foram consi-
derados separadamente, og ductos intercalares, os ductos estria-

dos ¢ os interlobulares,

A} Ductos intercalares

08 ductos intercalares sao de dois tipos, segundo a po-
sitividade para a reacio do PAS.

1) Ductos intercalares fortemente reativos ao PAS, de~

nominados ductos intercalares, do Tipo 1.

Pertencem a eéste tipo os ductos intercalares da parpti-
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da dos roedores e da submandibular do rato e do hamater: 0 ci-
toplasma das celulas de revestimento, desses ductos, contem granu
los PAS positivos, que apresentam, também9 reacao positiva patz
varios grupes reativos de proteinas, Estes resultados sugerem que
og granulos sao constituldos por gliicides associados a proteinas,
sob a forma provavel de complexos glico~proteinicos, fsses resule
tados contradizem as observagpes de RUIBERG (1961) que, em estudo
da ultraestrutura da parotida do camundonge, sugere baixa concen-
tragdo de predutos de natureza proteinica, nas células desses -
ductos, Todavia, os estudes sobre ultraesirutura, realizados por
SCOTT & PEASE (1858), demonstraram a presenca de granulos de zimo
genic nos ductos intercalares da parotida do rato, 0s resultados
déeste trabalho, que mostram a presenga de produtos contende gru-
pos 1-2 glicol nos ductos intercalares, confirmam observacoes an-
teriores de HILL & BOURNE (1954), de PARKS (1961), na parstida do
camundongo e do rato; de BOERNER -PATZELT (1956) na parotida e
submandibular do hamster, de DEWEY (1958) na parotida do rato.

2) Ductos intercalares negativos a reacio do PAS: foram

denominadog ductos intercalares do tipe Il

Enquadram-se neste tipo os ductos intercalares da part~
tida do cio, do gato, do boi e do porce, As celulas de revestimen
to, ﬁéstes ductos, revelam positividade fraca aocs testes que indio
cam a presenca do grupo guanidil, nos ductos da parotida do cho,e
moderada nos da glandula do gato, Nesta ultima espécie, apresen--
tam, ainda, reacao positiva para o radical femol. Nos ductos inber
talades da parotida do boi e do porco, os testes histequimicos -~
naoc revelam grupos reativos de proteinas,

3) Ductos intercalares negatives aos testes indicativos

. a g .
da presenca de mucopolissacarides e de proteinas: foram considera

dos como ductos intercalares do tipe IIL,

Pertencem a este tipo os ductos intercalares da parétiw

da dos artiodactilos e os da submandibular do camundongo.

B} Ductos estriados

0s ductos estriados tambem foram classificados em dois
~80.



tipos de adrdo com o resultado da reagao do PAS, 0s que apresen-
tam reagac positiva sao designados ductos estriados do tipo I; os
que nao reagem ao PAS, sac denominados ductos estriades do tipo
11,

1) Ductos estriados do tipo I

§50 incluidos neste tipo os ductos estriados da paroti-~
da do rato, do camundongo, do boi e do porco e da submandibular -
do gato, do boi ¢ do porco, Nestes ductos as reacoes histoquimi--
cas indicam teeor bastante baixo de proteinas. 0s resultados rela-
tives a presenca de substancias PAS positivas nas células de re-
vestimento desses ductes, confirmam as observacoes de HILL &
BOURNE (1954) e de FAVA DE MORAES (1964), Na parotida e na  subw
mandibular dos artiodactiles, o material PAS positive, localizmado

nos ductos estriados, foi identificado como glicogenio.

2} Ductos esitriados do tipo II

Pertencem a esse tipe os ductos estriados da parotida -
do hamster, do céo e do gato, e os ductos da submandibular do cac
e da sublingual de todas as especies das trés Ordens estudadas,

Algumas particularidades histoquimicas dos ductos  es-
triados da parotida do boi, serdc comentadas a parte. Trata-se da
presenca de mastocitos, provavelmente migrados do conjuntide in-
tersticial para as paredes dos ductos. A presenca de celulas com
caracteristicas dos mastocitos, nesses ductos, foi anteriormente
relatada por SHACKLEFORD & KLAPPER (1962). A funcho dessas célu-
ias, quande localizadas nos ductos, e de dificil interpretagaoc,em
bora tenham gido assinaladas na sublingual do cho (ORIA - 1954) e
em varias glandulas de diversas especies de animais {KELSALL &

CRABB. -~ 1953, 1954, 1956a e 1936h),

3) Ductos granulosos da submandibular dos roedores

fietes ductos presentes,nas especies animais estudadas,-
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apenas na submandibular dos roedores foram classificades come do
tipo III,

Nestes ductos os tdstes histoqulmicos evidenciaram a
presenca de mucopolissacarides neuxtros, o que corrobora as obsere
vacoes de LEBLOND (1950), ~MRTERAZZI & TRAVAGLINI {1960), TUROLLA
& MARTINAZZI (1963}, FAVA DE MORAES (1964) e SPICER & DUVENCI e
(1964). As proteinas demonstraveis, histoquimicamente, sao abun--
dantes nas celulas desses ductos.  9s resultados, quante a pre-
senga de radicais S5 e SH, confirmam as observacoes histoquimicas
de JUNQUEIRA (1949), JUNQUEIRAe col, (1949) no camundongo, i BAR
NET & SELIGMAN (1954), KAWAKATSU e cnl._(1962) no rato, camundon-
ge & hamster, e de TUROLLA & MARTINAZZI {1963, no rato. 0Os resul-

tados histoquimicos para o grupe fenol, demonstrados nos ductes -

granulesos da submandibular do camundongo e para os grupos indol
e fenocl, presentes nos ductos granulosos da submandibular do ra-
to, confirmam, respectivamente, as observacces de JUNQUEIRA({1949),
JUNQUBIRA e col, (1949}, KRONMAN (1963a) e KRONMAN & CHAUNCEY -
{1964). Confirmam, tambem, as observacoes de KRONMAN (1963b), -
KRONMAN & CHAUNCEY (1965), KRONMAN E LEVENTHAL {1967), relativa--
mente a presenca de grupos indol e fenol, nos ductos granulesos -

da submandibular do camundongo e do hamster.

’ A intensa reatividade das celulas de revestimento dos
ductos granulosos, acs testes histogquimicos que revelam grupos =
reativos de proteinas, mostra que contém elevado teor de protei--
nas; estes resultados sugerem a presenca de enzimas nessas celu-

las, o que, alias, foi anteriormente demonstrado, Diversos autores

demonstraram a atividade proteolitica dos ductos granulosos (JUN-
QUEIRA -~ 1949, JUNQUEIRA e col, - 1949, SREEBNY -~ 1953, SREEBNY e
col, - 1955, SHAFER & MUHLER - 1955, CLARK e col., - 1957, SREEBNY

e col, - 1858),

4) Ductes interlebulares

A presenga de células caliciformes, situadas entre as

celulas epiteliais de revestimento dos ductos interlobulares, foi
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observada apenas nes ductos interlobulares da parotida e sublingual
dos artiodactilos. Estas células foram, também, verificadas por
SHACKLEFORD & KLAPPER (1962), nos ductes interlobulares da paroti
da e sublingual do boi e do porco; por MORSELLI & PERUCCT (1963):
nos ductos da parotida do boi e do homem o por FAVA DE MORAES -
(1964) na pardtida da cabra, |

0s resultados deste trabalho com relacio as celulas ca-
iiciformes dos ductos interlobulares da parotida, revelam a pre-
senga de grupos 1-2 glicel e grupos acidos carbexilico e sulfato,
¢ grupo carboxilico foi cerrelacionade com a presenca do acido =
sidlico, baseado na positividade do teste da sialidase.

Relativamente & presenca de grupos acidos nas células -
calidiformes, dos ductos interlobulares da parotida, estes resul-
tados confirmam os obtidos por SHACKLEFORD E KLAPPER (1962), nos
ductos interlobulares da parotida do boi e do porco, e os de MOR-
SELLI & PERUCCI (1963) nos ductos da pardtida do boi. SHACKLEFORD
& KLAPPER (1962} verificaram falta de correlacao enire os testes
histoquimicos, indicativos da presenca de mucopolissacirides acie
dos {que foram negatives nos acinos) e os testes biocquimicos, que
demonstravam a presenca do acide sialico ao nivel da pardtida do
boi e do porco, Com base nesses resultados, sugerem que as celu--
ias caliciformes, fortemente positivas para os testes histoquimi-
cos indicativos de grupos acidos, seriam responsaveis pelos resul
tados bioquimicos, que indicaram a presenca de acido sialico. Os
resultados déste trabalho parecem confirmar essa initerpretacio.

Baseado no critéric empregado no presente trabalho, que
permitiu a classificagBo histoquimica dos acinos e ductos glandu~
lares, as glandulas salivares maiores, nas especies animais das
trés Ordens estudadas, podem ser caraaterizadas; conforme resumi-

mos em seguidas
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PARDTIDA
Artiodactilos
Boi e Porco

Carniveros Ac

ic, serpsos  D.estriados
: Tipo 1 \ Tipo 1

«Mmucoses Cresec, Ac.serosoz 0.

D,intercal,
Tipo IIIX

eastr. DB.interec,

Tipe III Tipo II  Tipo II

Tipo 1I Tipo I Tipo I

Tipo I Tipo I Tipo 1
Tipo III Tipo I1 Tipo I

Artiodactios Ac.mucosos Cresc, Ac,serosos

Boi
Porce
Carnivores
Cao
Gato
Roedores
‘RBato
Camundongo

Hamgter

Tipo IV  Tipo XII  Tipo IX
Tipe IV  Tipoe III  Tipo 1I1

Tipo I¥ Tipo III Tipo IIX
Tipeo III Tipo II1I Tipo 1I

Ac.mucosos Crescentes
Tipo IV Tipo II
Tipe I Tipo IIX
Tipos I,IX

e 11X Tipo I11

P )y,

B.estriados

Tipo I

Tipe 1I

Tipo 1
B,intercalares

Tipe 1

Tipo III

Tipo 1

Cao tipo IITI Tipo II Tipo III Tipo II  Tipo II
Gato
Roedores
Rato
Camundongo
_ Hamster
SUBMANDIBULAR
Artiodactilos Ac.muvosos Orestenhds
Boi e porco Tipo 1 Tipe IIX
Carnivoeros
Cao Tiposil, Ii
e 111 Tipe 11X
Gato Tipos IiIl e
v Tipe Il
Roedores Ac.mucosos D.granulosos
Rato Tipo IV Tipo IiX
Camundongo Tipo L Tipo IIX
Hanster Tipo I Tipo IIL
SUBLINGUAL

D.estriados
Tipo II
Tipo 11

Tipo IX
Tipo XX
D.estriades
Tipo IX
Tipo II

. Tipo II



5 - CONCLUSOES

Baseade nos resultados dos testes histoquimicos para =
glucides e para grupoes reativos de proteinas, obtidos nas glandu~
las salivares maiores de animais pertencentes a tres Ordens de
mamiferos, é possivel estabelecer as seguintes conclusbes:

1) 0z “acinos serosos e mucosos das glandulas saliva-
res maiores podem ser caracterizados histoquimicamente, Os primei
ros elaboram secrecae de natureza predoﬁinanﬁemente proteinica, -
yue reage fortemente aos testes histoquimicos para grupos reati-
vos de proteinas, Os acinos mucosos secretam produtos noes  quais
predominam gliucides, demonstraveis histogquimicamente.

2) Tanto os acinos serosos quante os mucosos podem ser
classificados em diferentes tipos, de acordo com as caracteristi-~
cas histoquimicas das células acinesas,

3) Os acinos serosos foram classificados nos seguintes
tipos, assim definidos;

Tipo 1: hdcines serosos cujo componente mucopolissacaridicc nio b
demonsiravel histoquimicamente, '

Tipo I1I: Acinds sercosos em gue o componente mucapolissacaridico -
nfo & dotado de basofilia, mas & PAS positivo,

Tipo IIX: acinos sercsos em que o componente mucopalissacaridico
% basofilo e PAS positivo,

4) Os crescentes, situades na porcao basal dos acinos -
mucoses, foram classificades da mesma forma que os ACinos Serosos.

5} Os acinos mucosos feram classificados nos tipos se=
guintes, assim caracterizados:

Tipo I: &cinos mucoscs em que a basofilia da secrecao correlacio~
na-se com a presenca do acido sialico,

Tipo II: Acinos com secregio dotada de acido sialico e grupos sul
fato,

Tipo I1I: Acinos com secregao que apresenta grupos sulfato.

Tipo IV: acinos em que a basofilia da secrecio nao pode ser corre
lacionada com a presenca do acido sialico e de grupos sul

fato,
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6) 08 ductos estriados foram, também, classificados em
tipos histoquimicos diferentes, que se caracterizam da seguinte -~
maneiras |
Tipo I: ductos estriados PAS positivos que tambem reagem aocs tes-

tes indicativos de grupos reativos de proteinas,

Tipo IX: ductos estriados negativos ao PAS e positivos aos testes
indicativos de grupes reatives de proteinas,

Tipe IIIl; foram considerados como do tipo III os ductes granulg--
sos da submandibular dos roedores, cujos granulos reagem
positivamente ao PAS e aos testes indicatives de radicais
proteinicos,

7) O0s ductos intercalares apresentam caracteristicas -
histoquimicas diferentes, nas varias especies estudadas, permitin
do sua classificacac nos seguintes tipos:

Tipo Iz ductos cujas celulas apresentam reacio PAS positiva e
reagem para alguns dos testes que demonstram grupos reati
veos de proteinas,

Tipo II: ductos nos gquais as celulas de revestimento sao negati
vas ao PAS, porém reagem positivamente aos testes indica-
tivos de grupos reativos de proteinas,

Tipe IIX: ductos cujas células sioc negativas para os testes que
demonstram a presenca de mucopolissacarides e para os tes
tes que evidenciam grupos reativos de proteinas.

8) Baseado nos tipos de acinos e ductos, definidos his-
toquimicamente, as glindulas salivares maiores, das especies ani-
mais estudadas, podem ser caracterizadas da seguinte maneira:

1) Artiedactilos PAROTIDA

a) boiie porco: aAcinos serosos tipo I3 ductos estriados tipo

I e ductes intercalares tipo I1I.

2} Carnivoros
a) cao: acinos mucosos tipo III, Acinos serosos tipo III,crese

centes tipo II, ductos estriades tipe II, ductos intercala-~

res tipo Il. - :
b) gato: Acinos mercsos tipo XII, ductos estriados tipe II,duc

tos intercalares tipe I,
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3)

1)

2}

3}

1)

2}

Roederes

a} Rato e¢ camundongo: Acines serosos tipo II, ductos estriados
tipe I, ductes intercalares tipe I,

b) Hamster: acinoe serosos tipe III, ductos estriados tipe 11,

ductos intercalares tipo I.

SUBMANDIRBULAR

Artiodhctilos

. - . v .
a} Boi e porco: acines mucosos tipo I, crescentes tipo III,

ductos estriados tipe I,

T
Carnivoras

a) Cao: acinos mucosos tipog I, IT e III, crescentes tipo III,
ductos estriados tipoe II,

b} Gato: Acinos mucosos tipes III e IV, crescentes tipo I1i, -
ductes estriados tipo I,

Roedores

a) Rato: acinos mucosos tipo IV, ductos granulesos tipo III, -
ductog intercalares tipo I,

b} Hamster: écinos mucoscs tipo I, ductos granulosos tipo III,
ductos intercalares tipo 1.

¢} Camundongo: acinos mucosos tipe I, ductos granuloses tipo -

11T e ductos intercalares tipo III.

SUBLINGUAL
Artiodactilos

a) Boi: acinos mucosos tipo IV, crescentes tipo III, acinos se
rosos tipo II, ductes estriados tipe 11,

b) Porco: Acinos mucosos tipo IV, crescentes tipo III, acinos
serogos tipe I1I, ductos estriados tipo IL.

Carnivoros

a) fasz acinos mucesos tipo II, crescentes tipe III, acinos se
rosos tipoe III, ductos estriades tipo 1l.

b) Gato: Acinos mucesos tipe III, crescentes tipe III, acinos

serosoes tipo II, ductos estriados tipe Il.
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3} Roedores
a) Rato: acinos mucosos tipo IV, crescentes tipo II, ductos es
triados tipo II, '
b) Camundongo: acines mucosos tipe I, crescentes tipo III, duc
toé estriados tipo II.
¢) Hamster: Acinos mucosos tipos I, II e III, crescentes, tipo

II1, ductos estriados tipo IIl.
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APENDICE I

& . 2
I - Metodos indicativos de mucopolissacarides

A ~ Reagoes devidas ac radical 1-2 glicol e afins

1} Reagao do Acido periddice-reativo de Schiff{McMANUS,
1946, modificada por HOTCHKISS, 1948).
a) 0s cortes desparafinizados e hidratados sio tratades, durante
5 minutos, com solugao de acide periddico a 0, 5%,
b} Lavades cuidadosamente em agua corrente e, em seguida, com -
gua destiladé,
¢} Tratados durante 15 minutos com o reativo de Schiff,
d) Lavados em agua corrente, de 5 a 10 minutos,
e} Desidratados, diafanizados e montados com balsame do Canada,
B - Reagoes devidas a radicais acidos |
2) Metacromasia com azul de toluidina (SASSO, 1961)

a} Cortes desparafinizados e hidratados sao corados com azul -
de toluidina e 0,01, em tampac de Landsmeer (acido eitrico a
0,25 M ¢ fosfato dissodico a 0,05M)* em varios pH, durante 5
a 60 minutes,

b) Lavados rapidamente com solugio tampao do mesmo pH.

c) Secados ac ar ou em estufa a 37°C e, quando bem secos, geral-
mente apos umas 2 horas, passa~los rapidamente pelo xilel e
monta-les com balsamo do Canada.**

* = Substituimos o tampho de Landsmeer pelo de MacIlvaine,

** . Procedimento recomendado por MERZEL (1964).

2) Metacromasia com Safranina 0 (LILLIE, 1954).

a) Cortes desparafinizados e hidratados sao corados, durante 5
minutes com safranina O a 0,1%.

b} Lavados com alcool, a 95%, desidratados e montados com balsa-
mo do Canada.

3} Coloracao pelo Azul de Alcian pH 1,0 (LEV & SPICER-
1964},

a) Cortes desparafinizados, hidratados, saoc corados por uma solu

cao de azul de alcian a 1%, em HC1 O0,1N, durante 30 minutos.
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b} Sae, em seguida, enxugados em papel de filtro e, secados em

c}

a)

b}

€)

a}

b)

d)

&)

estufa a 37°C durante 2 horas,
Diafanizades em xilol e montados em balsame do Canada,

4) Coloragae pelo Azul de Alcian em pH 2,5 (LISON-1954)
Cortes desparafinizados e hidratados sio corados durante 10
minutos em solugio de azul de alcian a 1% em acido acbtico a
1%,
Lavades em agua corrente,
Desidratados ¢ montados em balsamo do Canada,

5) Captura do ferro coloidal (MULLER-1955)
Cortes desparafinizados e hidratades, sfo tratados durante 10
minutos com a seguinte solugho: acido acétice 19 mi + hidroxi-
do de ferroc coloidal, 100 ml (este e preparado pela adicao de
12 mi de clorete ferrico a 32% em 7530 ml de agua destilada em
ebulicao) .
Lavados muito bem em agua destilada (umas 5 trocas de agua des
tilada},
Tratades durante 10 minutos com uma solucao recem preparada de
ferrocianeto de potassio a 1% em acido cloridrico a 1%,
Lavados em agua destilada, desidratados ¢ montados com balsamo
do Canadl,

6) Colorachc pela Aldeido-fucsina (GABE-1953) ,
Cortes desparafinizados e hidratados até o alcool 70°, sho tra
tades durante 10 minutos por uma solucao de aldeido fucsina, -
preparada da seguinte maneira: em uma solucae contende lg de
fucsina basica em 200 ml de agua, preparada a Quente, resfria-
da ¢ filtrada, juntar 2 ml de HCl concenirado. Observa-se o
progresso da reacio com uma gota de liguido depositada sobre o
papel de filtro. No momenio em que a coloragao vermelha de fue
sina desaparccer (4 dias em geral), recolhe~se spbre papel de
filtro ¢ precipitado formado. Deixa-ge secar de maneira a eli-
minar o que resta de paraldeido e acido cloridrice, Preparar -
soluclie com Alcool 70 (100 mg em 100 ml de Alcool) e 1 ml de

& " & .
acide acetico,
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b) Lavados em alcesl 70,

¢} Desidratades, diafanizados e montados em balsamo do Canadi.

€ - Reagoes para mucopolissacarides neutros

. & . A ~
08 mucepolissacarides neutros negativos para as reacoes

: - s . . 4,
indicativas de radicais acidos, tornam-se contudo, positives a es

Eas reacgoes apos pré~iratamentos.

a)

b}
¢)
al
b}
©)
d)

a}

b)
d)

a)

b}

e}

1) Sulfatacho (BIGNARDI - 1840).

Cortes desparafinizados sio coloidionadss e levados a uma so-

lugao de acido sulfurice concentrado e gelado durante 30 a 60
segundes,
Lavados em alcool ¢ depois em agua.
Tratados com metodos para mucopolissacarides de funcas acida,
D - Reacdes de bloqueio para mucopolissacarides

1} Acetilacio (MCMANUS & CASON - 1950)

Cortes desparafinizados sao levados ao Alcool absoluto e déste

para a piridina,
Tratar com o seguinte reativo: anidrido acetico, 13 ml e piri-
dina 20 ml. A duracae da reagac e variavel, devende o tempe -~
ser determinado por tentativas para as diversas estruluras,
Lavar em piridina, Alcool absoluto, Alcool 95 e agua,
Tratar com metodos para radicais 1-2 glicol.

2).Metilagaa (FISCHER & LILLIE - 1954)
Cortes, desparafinizados sic levados ao Alcool absoluto e, em
seguida, tratados com o seguinte reativo: alcool metilico, 100
ml + acido cloridrice, 0,8 ml. A reacac ¢ feita em estufa a
60°C e sua duracio & varifvel - de 1 hera & varios dias - dew-
pendendo do material,
Lavados em alceol 70 e, em seguida, com agua.
Tratar com os métodos para mucopolissacérides acidos.

3) Saponificacdo (SPICER & LILLIE - 1859),

~ ~ ,
Cortes apbs metilacidc ou acetilacho, sdc lavados com alcool -

80, coloidionados e em seguida, tratados durante 20 minutos -

gom uma sclucho de hidroxide de potassio a 1% em alcool a 80,

Lavados com alcool BO e, em seguida, com agua corrente.

Tratar com reagbes para radical vice-glicol (mo caso da acetila

¢ao previa) ou com reacdes para Zrupos dcidos (no caso de meti
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aj)

b)

a)

b}

c)

a)

b)

c)

a)

b)

c)

a)

lacheo previa),
4) Hidroélise acida {(QUINTARELLI e col., - 1961)

Cortes desparafinizados sao submetidos durante 4 horas, a 70%

a agac do tampao acetado {0,02M de acetato de sodie e 0,02M de
HC1l) pH 2,5,

Apos lavagem, sioc submetidos aos metodos indicativos de grupos
acides,

E ~ Tratamento por enzimas

1) Amilase salivar

Cortes desparafinizades e hidratados, sao tratados com saliva
durante 30 minutos, em placa de Petri, fechada, provida com su
porte para laminas, forrada.cam papel de filtro umidecido, Os
gortes contrale, sao tratados com agua destilada, nas mesmas -
condigoes,
Depois desse tratamento, os cortes sio lavados, desidratades,
coloidionados e novamente hidratados. |
Tratar com a reacae do PAS,

2} Ribonuclease (LISON - 1960).

Cortes desparafinizados ¢ hidratados floram tratades durante 1

a 2 horas, a S?OC, pela ribonuclease, preparada a partir do
pancreas do boi,
Em seguida, coloracao pelo azul de toluidina pH 4,5,
Montagem rotineira,
3) Hialuronidase testicular (LEPPI & STOWARD . 1965)

Cortes desparafinizados e hidratados foram incubados durante ]

a 2 horas a 3700, numa solucaoc a 0,05% de hialuronidase testi-
cular, em tampao fosfato a 0,1M em pH 5,5.
Lavagem em agua destilada e coloracio pele Azul de alcian em
pH 2,5,
Montagem rotineira,

4) Sialidase (QUINTARELLI e col, ~ 1961)
Cortes desparafinizados e hidratados foram incubados numa solu
¢ao de sialidase, preparada da seguinte maneira :
170 g de KaCl.
2,72 g de KH,PO

3G g de NaZHPO

4

4
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b}

e}

d}

e}

8}

b)
c}

d}

£y

b}
¢}

d)

e}
£

Esses sais foram dissolvidos em 1 litro de agua destilada.
Antes do uso, uma parte da solugho salina e dilufda em 19 par-
tes de Agua destilada para produzir uma conceniracao final de
0,85% de Na Cl e 0,005M de fosfato,
Misturar 1 mi da sialidase com 4 ml.dé tampas e conservar esta
solucho a 4°C.
De cada 6 horas, durante 24 horas, algumas gotas desta solucao
sao colocadas sobre os cvortes que estdo conservados em estufa
a 37°C.
Apﬁa o periadn de ineuba@éa, os ¢ortes foram lavados em égua
degstilada e coradoes pelo azul de alcian pH 2,8 ¢ pela aldeidso
fucsina.

5} Bialidase apﬁs breve sapﬁnificaqéa pela KOH a 1% eom

etanol (SPICER & DUVENCI - 1964),

Cortes desparafinizades e¢ hidratados sac tratados durante 3
minutos {breve saponificacac) numa sclucac de KOH a 1% em eta-
nel 80, '
B seguida foram tratades pela sialidase segunde o metodo des~
crito por QUINTARELLL e col, - 1861,
Adpos lavagem em agua destilada, os cortes foram corades pelo
azul de alcian, em pH 2,5 e pela aldeido fucsina.
Montagem rotineira,

F ~ Métodos combimados para evidenciacie de mucopolissaclri-

des
1} 4zul de alcian mais acide periodice-Schiff (AA-PAS)
{McMANUS & MOWRY - 1960},
Cortes depois da desparafinizacaoc e hidratacae, sas  iratados
pelo azul de alcian conforme o metodo ja descrits.
Lavagem em agua corrente ¢ em seguida com agua destilada.
Tratar com zcide periodico durante 10 minutos,
Lavar em agua destilada,
Tratar com o reativo de Schiff, durante 15 a 45 minutos,
Lavar em agua corrente, desidratar, diafanizar e montar com =

halsame do Canada,
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2) Azul de alcian mais aldeido fucsina (SPICER & MEYER-
1960) , ”

a} 05 cortes desparafinizados e hidratados sao tratados pelo azul

b}

de alcian durante 10 minutos ¢ em seguida, aﬁas lavagem em fé}

gua corrente e passagem rapida em alcool 70, sdc corades pele

mesmo espacs de tempo pela aldeido fucsima,
1 . . . . o o .- )
Na sequencia inverda, os cortes sao primeiros corades pela Bo-

lugio de aldeido fucsina é'depnis pels azul de alcian,

Apos a coloracioc os cortes saio desidratados, diafanizados e

+

montados com balsams do Canada,
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APRNDICE II
I - Reacho para grupos proteinices
a) Reacap de Millon para grupo fenol (BAKER - 1956)

.1) Cortes desparafinisades e hidratades sin tratades duranmte 1l a 2

horas a 70°C pelo seguinte reative: 10 g de HgSO, + H,S0, a
10%, 100 mi. Aquecer a mistura até a completn dissolugac e eom
seguida, completar o volume para 200 ml. Finalmente, adicionar
0,5 ml de nitrito de sodie a 0,25%,

2) Apds o tratamento a quente, o reativo contends o5 cortes & dei
xado resfriar ate a temperatura ambieﬁtea

3} Rempver os cortes & em seguida, lavar em 3 banhos de agua des-
tilada {2 minutes cada banhol.

4) Montagem rotineira,

b} Reagas da Ninhidrina-Schiff para grupo aminoc {(YASUMA
~ TXCHIRAWA - 1853},

1) Cortes desparafinizados e hidratados, sic tratados durante 16«
20 horas, a 37°C, com uma solughe de nishidrina a 0,5% em &l-
cool abgeluts,

2} Lavagem em ﬁgua corrente durante 2 a 5 minutos.

3} Reativo de Schiff durante 13 a 25 minutaé;

4) Lavar em agua corrente durante 10 minutes.

5} Montagem rotineira,

e} Reagﬁa;eom pdimetilaminobenzaldeidp-nitrite para
grupo indol (ADAMS - 1957),

1} 0% cortes apds desparafinizacio sfo colocados em alcool absolu
to e,em seguida coleidionados.

2} Seguewseg tratamento pela solucae de p-dimetilamincbenzaldeido
a 5% em HCl concentrade, durante 3 minutos,

3) Sem lavar, eolocar numa solucac de nitrito de zodio a 1% em -
ROl concentrade, pelo mesmo pericdo de tempo,

4} Lavar durante 30 minutos ew agua destilada e,em Begai&a, FiYTE
solucko de Alcoel acide a 1%,

5) Montagem rotineira,
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d) Reagac do Ferricianeto ferrico pa&a_grupa pulfidrila
{ADAMS -~ 1936},

1} Cortes desparafinizados e hidratados, saoe tratades durante 3
a § minutes pelo seguinte reativo: ferricianeto de potissic a
1% - 1 parte e cloreto ferrico a. 1% ~ 3 partes.

2) Lavagem em scluclo de acide acético a 1% durante 10 minutoes.

3} Desidratar, diafaniszar e monitar em palsamo do Canada,

e} Reagao do acido ticglicélito-ferricianeto fexrvice pa
ra grupos dissulfeto mais sulfidrila (ADAMS ~ 1956§a

1) Cortes desparafinizados e hidratados sac imersos durante 30 mi-
nutos numa solugio aquosa de tioglicolato de sodio a 2,5%, com
pE ajustade a 8,

2} Lavagem em agua destilada levemente acidificada (pH 4,0) duran
te 3 minutes,. |

3) Lavar em égua-correute por 3 minutos e, em seguida, agua desti
lada,

4} 08 cortes sio imersos numa solucas recente de ferricianeto de
potassio a 1% - 1 parte e dloreto fervico a 1% = 3 partes, du
rante 1 minueto & 30 segundos,

8) Lavar sm 3-baah6$ de qua destilada durante Y0 minutos,

6) Montagem rotineira, |

£} Reacao de Sakaguchi para o grupo guanidil {BAKER -
1947) _

1} Apos desparafinizaclo e hidratacde, os cortes sac deixados ao
ar até quase secar, '

Z) Em meguida sfo tratados durante 18 minutoa'cﬂm o seguinte rea-
tives
alfa naftol a 1% em alcool 70 - 2 gotas
NaOB 2 1% . + o s » o o « ¢ & = & mL
Reative de Milfon * o , . . » - 4 gotas

¢ .~ Hibpoclorite de modie lg + NaCl 18g em 100 ml de agua destilada

3) BEm seguida ss cortes sao secados em papel de filtroe e passados
para uma solucas em partes iguais dé-piridina seca ¢ clorofor-

mig,
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4}

il

1)

2}

1}

1}

2)

3}

1)

2}

Montar em piridina-cleroformic ou em piridina seca.
OBS, :~ Esta reacho deve ser levada a efeito em vidre relogic,a

fim de ze aviiar precipitadoes,

- Reagaﬁs negativas (bloqueiﬁs}
a} Desaminacac (PEARSE ~ 1960)

Dois cortes sio desparafinizados e hidratados, sendo que um @

tratado durante 1B-48 horas a 0° - 4065 por uma selucac de &ci
do nitrose, preparada pela mistura em partes iguais de acids a
cético a 10% e nitrito de sodioc a 5%, e a outra tratada com A~
gua destilada nas mesmas condigdes,
Ambas, a seguir, sap tratadas peles reativos gue evidenciam -
grupe amino,

b} Oxidagac do grupe sulfidrila
Pelo peroxide de hidrogenio (ENGEL & ZERLOTT -~ 1064)
Cortes desparafinizados e hidratades sac tratados duramte 1
hora pelo peroxide de hidrogénio, a 3%.
4 seguir sdo lavados e imerscs nes reativos que evidenciam gru
pos sulfidrila,
Pelo iodo (BARRNETT % SELIGMAN - 1854)
Cortes despafafiuizados e hidratados s8c imerses durante 4 ho-
ras numa solugio aquosa contendo 38 mg de iodo e 3% mg de iode
to de potassio pars 100 ml de Agua destilada,
Antes do use, essa solucho deve ser titulada a pH 3,2 com HCL
a 0,01K,
08 cortes sae lavades e tratados cem né reﬁtiVQs gue demonstram
grupe sulifidrila.
Pelo acide performice
Cortes desparafinizades e colodionades sio ;ratadnﬁ'ﬁurante 5
a 10 minutes por uma solucde de acide perf%kmieag
Apos lavagem rapida sao imersos em reativos gua.evidenciam gru

po sulfidrila,
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i1} - Bloqueis de grupo sulfidrila pela formacio de mercaptideos

a) Pela acho do biclereto de mercuric (YA - 1945)
1) Cortes desparafinizades ¢ desidratados sao imersoes em uma solu
. ¢éo saturada de bicloreto de mercirie durante 1 hora,
%) Em seguida, apds lavagem dos cortes durante 5 a 10 minutos, es.
tes sdo tratades peles metodos Que demonstram grupo ﬁuifidriia,
b} Pela agao de acetato de fenil mercirio iPEﬁRSEulgﬁé}
1} 0s cortes desparafinizados e hidratados, sap tratados a tem§é~
. pratura ambisnte durante 48 a 72 horas por uma solucao de aceta
to de fenil merciurio a 0,001M, em n-propanol.
2} Apos a iavagem em Agua durante 10 minutos os cortes sio trata-

dos com metodos que evidenciam grupo sulfidrila.

IV - Blogueio do gripe  guanidil da arginina pela bensoilagdp -
PEARSE - 1960), |

1} Apés desparafinizacio os cories sio imersos em eter de petro-
leo durante 3 minutos,

2} Removidoes do eter de petrﬁieas sao deixados PATA Secar A0 ar.

3) Quando secos, sho colecados nuwma solucaoc de cloreto de benzoi-
la a 10% em piridina seca, durante 10-16 horas em tempsratura
ambiente (o tempo de duragds da benzoilacio depende do tipo de
fixacas empregada; & curta.para fixa&ores aicaélicas.e.langa -
para fixadores a base de formol.

4) Lavar em acetona abscluta e i@ergir em alcool absolute.

53 Hidratar os cortes e tratar pelos metodos gue evidenciam radi-
cal guanidil da arginina, |

¥V - Blogueio do grupo femol da tirosina pela iodagic (PEARSE-1960)

1) 0s cortes aphs desparafinizagio e hidratacaoc sho tratados em -
témperatara ambiente com uma mistura contendo 30 ml de iddo de
GRAM (ibdo - lg; iodeto de potdssio - 2g; Agua destilada - 300
ml) e 2 ml de amonea a 3%, f

2} Lavagem em Agua corrente o tratamento pelo reativo de Milion,
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¥I -~ Bloqueio do grupﬁ indel do triptofano pele acide performico
{ADAMS - 1957}

1) 0s cortes desparafinizados ¢ hidratades, sdo tratades durante

2 a 3 minutos por uma solugio de icide performico (acido formi
co 98%, 40 ml + 4 ml de H202 {100v.) + 0,5 ml de acido sulfﬁri
co concentrade),
Esta solucho deve ser usada 1 hora apds a misiura e de prefe--
rencia até 24 horas,

2} Apos a lavagem em Agus os cortes sho tratados pelos métodes -

gue svidenciam grupo indel,
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