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INTRODUCAO

O estudo microscdpico, rotineiro, dos tecidos dures roquer que eostes passem
previamente por um provesso  de dewmineralizacio. Os dcidos usados para ossa finalidade se
rwosiravam, muitas vezes, inadequados quando se pretendia realizar estudos sobre os componsenies
quimicos (THORFLL & WILTON, 1945 WISLOCKI & SOGNNAES, 1950) ou enzimitioos
LI e al 1931 SCHAIOWICY & CABRINL 1955 contidos em células ou matrizes
calracelulares. Assim, vides esndos histoguimicos (SCHAJOWICZ & CABRINL 1955
MARDEFIN & JAMES, 19537, TROTTY, 1961; LILLIE =t 5l 1951 LILLIE 1962; SCHMIDT,
1963, FERRAZ & MERZEL, 1966) ¢ bioquimicos (TROTT et al, 1962 foram realizados no
sendido de se estabelecer um ou mas agentes desmineralizadores que proderissem efeifos
secundirios menos promunciados sobre o sesiduo orghnico. Enlre os virios sgentes quimices
analisades, o sal sodico do acido diamine tetra-acético (EDDTA) € o deido thcloroacético (TCA)
deramn  resulfados  promussores  na preservaglio de corboidmains  {glicoginio) = de
ghcosaminoglicancs,

O EDTA, um agente guehinte, lambémn, fem sido amplamente vtilizado, por soas
virfides, em  estudos morfologicos ultra-estruturaiz segundo o métode preconizade por
WARSHAWSKY & MOORE (1567).

O TCA, ewbora aprosents wma grande vantagem sobre o EDTA, uma vez que
requer senor tempo pars a despuneralizagBo dos tecidos duros, tem sido empregade com menor
frequbneia gue o BDTA. Estudos comparatives (FROTT, 1861 1ILIE, 1962, FERRAZ &
MERZEL, 196673 enirs ole ¢ o BDTA 6m apresentado resultados contraditénios, pelo mencs no
gue se refore & preservagho de carboidratos (glicoglnie ¢ glicosarainoghicanos), Alias, os resuliados
histoguinsices obtidos por FERRAZ & MERZEL (1966} revelaram que 0 TCA 3 5% portou-se
mothor gue o EDTA e preservaclo de carboidratos. Na Hieratura, s informacdes a respetto da
aclo desses dots desmpneralizadores sobre profeinas se resirimgem a wm extudo histogquimico de
grupos reativos de amincdcidos (CORREA & BLUMEN, 1974), apreseniado em forma de
resimo. Nenhmma referfncia ol encontrada sobre o8 efeilos desses dois desmineralizadorss em
protefnas  evidesviadas aravds do métedo radicautogrifico apds injeciio de amincdcidos
srecursores vadioativos. Fste frabatho fom, assim, a finalidade de analisar os efeifos desses dois
agentes sobre as proteinas de sveregdo do plnoreas o da submandibular de camundongos infetados
com THeglicina, O mesmo matesial foi estudado, também, ao nivel da microscopia eletrdnica, com

o obietivo de so comparar a agdo dos mesmos sobre a ullva-estriiurs daquelas glandudas.






MATERIAL E METODOS

Trés camundongos albinos machos, Swiss, com peso médio de 30g + 2, foram
igetados 1p., com H-glicina (Amersham Infornational Limited, USA) na dose de SuCg de peso
sorporal. Uma hora apds a injeglio, o8 andmais foram saceificados, sob anestesia com éter etilico,
atraves de perfusio intra-cardiace com paraformaldeido a 4% em tamplo fosfato 0,3 M, pH 7.4,
por 13 minotes. De cada animal, foram removidas as gléndulas submandibulares, o péncreas ¢ as
tibias. As gidndulas foram redusidas em fragmentos de aproximadamente ImnY, o5 guas,
juntsments  com o8 ossos, foram imersos om  ghuaraldeido a 2,5% em tamplio fsfato 0,1 M,
ph 7.4, a 40 °C, por uma hora ¢ & temperatura ambients por maig s horas (PERACCHIA &
MITTLER, 1972). O material, apds lavagem em tampie fogfato {WARSHAWSKY & MOORE,
1967y duranfe uma notle, fot dividido em Wés grupos: conirole, fratados com EDTA
(WARSHAWSBKY & MOORE, 1967) ¢ tratados com TUA a 3% ambas 35 solugles mantidas a
470 ¢ renovadas disdamente. Para cada agente desmineralizador, havia wm grupe, constituids
pelas tbias, gue receben o mesmo fralamento ¢ foi usado para se delormingr © fompo que a8
ghindulas peromsnecoriam nas solugdes,

O grupo controle, apds a privncira lavagem em famplo, poimancoon RO MESIMD POT
mats 48 horas © 0o om seguida pde-fizndo em Retrdado de dsmio o incluido em Arvaldite
(GLALRRT & GLAUERT, 1938),

03 final da desmineralizagiio 1 controlada, diariamente, pela dosagem do foshato
FISKE & SUBBAROW, 1925) om amostras colbudas das sologBes das tibdas. A ausénoia de
foufato nas solugdes indicava o final da desmineralizagho (5 dias para o grupo tratado com TUA ¢
11 dias para o tratado com EDTA) Por seguranga, o material fid deixado por mais 24 horas nos
desmminerabizadores e om sopuida, lavados om lamplio fosfuo sofSmco (WARSHAWSKY &
MOORE, 1967y por 48 horss. Us fragmentoz das glindulas tratadas foram pos-fixados em
frefdido de Ssmic por 2 horas ¢ inchridos em Araldite, comeo descrto para o controle,

Cortes com (.5 1 de espessura, usando-se navalbias do vidro, o vltramicrdiome
8AT-1 (Sorvall), toram obiidos de dois blocos de cada gnpo por andmal. Esfes cortes foram
dispostos na regifio mediana de uma mesma lmina de vidro, conforme mosta o Esguema 1

As larmmas foram cobertas com emulslo radioawtogrdfica K5 da THord pelo
métode do "dipping” (KOPRIVA & LEBLOND, 1962), as guais, apds um perdodo do sxposigdo
determinado por Wminas exiras que serviram de tests, foram revelsdas em 1219 B da Kodak,
fixadas em hipossulfito de sddic & 24%, e 05 cortes corados com azul de metiling & 1% em borato

de sodio a 1%,



Esguema 1 - Esguoma representativo da distribuicio dos corfes nas laeminas, pars

sevem cobertos com emulsio radiosmtografica.
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1 e 6 - Cortes de tecidos do grapo controde,
2 e 5 - Cortes de tecidos do grupe fnatado com EDTA

3 e 4 - Cortes de tecidos do gropo tratado com TCA.

s, - B cada lraing, estavam disposios apenas cortos referenics a wm mesmo andmal,

sendo gue foram cortados dois blooos por grupe de cada apimal



A andlise guantiativa, representads pela conlagens de griios de prata reduzida
{Aghiry, localizados sobre & repsio apical das células dos dcinos glindulares, 1ot realizada om 200
campos de 81w, wiilizando-se uma ocnlar Zeiss KB 8x e objetiva de 100x em dleo de imersiio.

O omesmos blocos, previamente cordados com 05 pum, foram reaparados ¢
cortados com A0 - 100 nm de eapessura, no wliva-micrdomo MT-2C (RMO). Hstes, foram
coletados em telas de cobre com 300 prades, contrastados com ciirsto de chumbo (REYNOLDS,
19633 ¢ acetsio de ueantla (soluclo satwrada em 8loool 30%), analisados ¢ fotografados em

Microscipie Bletrbnico de Transmissdo EM 1) da Zewss.






RESULTADOS

1 - Andlise radioautografica quantitativa das unidades seorstoras

serosas do paoreas ¢ da glindula submandibular,
1.1 -~ Plncreas

No pancreas, observou-se uma reaglo radicautografics intensa, uma hora apds 2
miecho da ghicima marcada, exclusivamente no produto de secreclo localizado no dpice das
unidades acinosas (Figs. 1, 2 ¢ 3. O tratamentos com as solugBes desmineralizadoms (FDTA ¢
ATC) nlo alteraram a distribuigSo qualitativa da reagfio (Figs. 1, 2 ¢ 31 As coniagens dos grling
de Aghr sobre a secregdo, tanto nos controkes como nos tratados, estio condensados na tabela 1
A sndlse do varinoia desses dados (tabela 2} wostra que ndo existem diferengas stonificanies

grtre © grupo controle ¢ vs grupos iratados.
1.2 - Submandibular

Az reagdes radicantograficas observadas na glinduls submandibudar 1 hora apos a
injegde, foi mais forfe no produto de secreqho das unidades secretoras seromucosas (figs. 4, S e 6)
do que nos ductos granudosos. Assim, as confagens de grllos de AgBir feilas nos controles ¢ nos
iratados vestringiv-se ao produto de secregho das unidades seromucosas. Nesta glandola, por
pazbies de orders téonica (perda de um endmsal), a8 conlagens dos griios solwe o produte de
seerepdo das unldades seromucosas foram realizadas apenss nas glindulas de dois animais, Os
dados obtidos ¢ spresentados na tabela 3, mostrararn, ap0s a andlise de varilincia (iabela 4), gue

nio ha diferengas signilicantes nas reaqbes radiosutogralicas entre os Wés grupos.



As Hguras 1 a 3 s8o fotomicrografiss de radicantogramas de cortes, com 0.5 um de
g S LR ] i-,_ By pak g e &» g d e ';e.f Ei > ;\;I—i“ %j j " "{i 5 Oi8 1 7yy] %, s ey 1
sspessuea, de pincreas de camundongos injetados com H-glicing ¢ corados com azad de metilens

a 1% om borato de sOdio 2 184,

Fig. 1 - Pancreay - Controls.

Nessa Hguars, nota-se qoe a reagio radicautogrdfics (pontos negros) estd lovalizada
na porgdo apical dos Acinos serosos {as), quo aparecem come drcas mais claras. A porglo basal das
céhulns acinosss, rica em veticulo endoplasmadtico granular, aparcce corada em cinza {azyl no

originaly, ~ 640 X,

Fig. 2 - Pingcreas - TUA. _

A reaclo radicantoprafica aparece, vomo na fgura precedents, resirtfa & porglo
apical das células, Mota-se que a coloracBo cinza ¢ mads esours ¢ difiwa gue na figura 1, assumindo
wm aspecte "borrade”. A esquerda da figura, os limites enfre o8 cinos (as) ndo estdo bem

defirddos | ~ 640 X,

Fig 3 - Pincreas - BINTA.
(s aspectos estruturais ¢ a ooloragle dos dcinos {as), nosta figra, ¢ bem
semethante a do controle. A reaclio radivastogedfica, como nas figuras procedentes, ostd lovalizada

na porglio apical das oflulas; ~ 640 X,
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Tabela 1- Concentracio de grlios de AgBr sobre 2 seoreglo dos doinos sorosos do péooreas:

Controles ¢ Tratados com EDTA ¢ TCA {descontado o backgroundy,

ANIVAL CONTROLE TRATADOS CCM  TRATADOS COM
EDTA TCA
1 5.934,23 5.391,75 5. 747,00
2 3.605,00 5.771,50 £.313.75
3 4.584,50 5.053,50 4.649,50
TOTAL 1412375 16.216,75 14,710,725
_________ T TR T ey

Tabela 2 - Andlise de varianciz dos dados dispostos na fabela 1. O resultado de F

que o8 resuitados, & ndvel de 5396 nlo o significantes,

= {156 mdica

...........................................

TRATAMENTOS

CAUSAS DE VARIACOES | GL. | 5.Q. oM Fo
777.130,36 388.565,18 0.56
686.135,43

“3
RESIDUO 6 411741262
8




As figuras 4 a 6 siio fotomivrografies de radiosuiogramas de cortss com 0% wm de
sxpessirs da glinduls submandibular de camundongos injetados com “Heglicing, corados com szl

de metileno a 1% om bovato de s6dio a 1%,

Fig. 4 - Glandula submandibudar - Controle.

A reaclo radioautografica (posntos neprosy localiza-se sobre 2 storeciio das vaidades
secreloras seromucosas {asml A coloragdo cmza (azul no ongmaly com azol de metileno aparecs
rostrita 4 perifenia da porglo basal das células. Artefaios sob a forma de vaciiclos (v aparesem no

mterior das cfhutas. dg = ducto granuloso, de = ducto esidado, ~ 640 X,

Fig, % - Glinduls submandibuky - TCA.
A coloragdo com azul de metideno aprosentasse tars afonuads na perdfona das
células acinosas, guando comparadas com o combrole, A reaglio radioamografica apresenta a

vashodos; ~ 640 X,

Fig. & - Glandula submandibular - BDTA
A seoreglo seromucosa aparece mals indensamente corada do que no confvole,

enquanio a perifena da porgdo basal mostra-se mais clara, Nio ha modificagBes na localizagho da
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Tabela 3 - Concentracio de grios de AgBr sobre 2 seoreclio seromucosa da glindula

submandtibular: Controles ¢ Tratados com EDTA ¢ TUAL descontado o background).

- ANDMAL CONTROLE ~ TRATADOS COM  TRATADOS COM
e EDTA TCA
i 1.350,00 Crese 1.176,00
2 1.357,50 1.393,00 1.446,50

TOTAL 2.7407,50 2.617,50 262250
. MEDIA N L308TS 311,25

Tabols 4 - Andbise de variincia dos dados dispostos na tabela 3. O resultade de F = 9,073 mdica

que os resuliados, 2 vel de 3%, ndo sdo signiticanies.

CAUSAS DE VARIACOES | GL. | 8.0 oM | F
TRATAMENTOS 2 2.558,33 177916 0,075
RESIDUD 3 5080938 16.936,46

T <}I,£ AT ) o ’S """""""""""""""""""" 5?335;7}:}:; """"""""""" )
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2 - Ubtra-estratura do pdncress e da glindula submanditadar semoe

corn tratamento pelos agentes desmdneralizadores.

2.1 Panoreas

No grupe controle, as oflulas serosas dos dcinos pancredtices (figs, 7 ¢ 9
apresentaram todas as caracteristicas ultra-estroiurais que sSo poculiares as offules seoretoras de
prodeings, No terge basal, localiza-se o nilciso esférico ou oudide, vesicudoso contendo de 12 2
maclecios, A cromating nuchear apresenia-se sob s forma de Blamentos delgados dispersos polo
such nuelear, A regiao infranuclear ¢ lnteral do micleo (fig. R) mostrn uma grande riquers de
cislernias do reticulo endoplasmatico gramular. MitocOndrias longas ou ovdides ¢ com oristas bom
defmidax 80 encontradas dispersas pelo oitosol, eniremeadas com o reticulo endoplasmiatico
sugoso. O tergo apical da célula pancredtica exibe mumercsos grinulos de secregdo {granulos de
zimnogéniey, esféricos ¢ com dimstro ¢ cléhron densidade wvanidvers (Hgo &) Os espagos
mtercchlares s80 bastante estreflos, em virtude da presenca de peguena quaniidade de substineia
mtercehdar (glicovalix) inferposta, A presenga de desmossomos & observada enfre 0w limifes
mierechslires, notadamente nas proximidades do lemem acinar,

OUs fragmentos pancredticos submetidos 3 aglo do TCOA exibiram algumas
alteraghes ultra-ostraturas ovidendes. As cittornas do reticule endoplasmatico  mostram-se, om
certas areas, bem mas diatadas do gue nos confroles, enguanto que 2 mabidz das mitocdadsias
aparece densa o as cristas mat definidas, O contetde puclear apresenta aspecto homogdneo ¢ mals
glétron denso do gue no controle. Os famentos de eucromating, om naitas cdlulas, ndo estio
bers evidentes (He 9). Na heterocromating a8 alieragfes s8o menos evidenies, embora ola se
apresents con aspecto mais dense do que nos contenles. Os nucliolos assumen tambén aspectn
homogéneo ¢ perdem o granndado caracteristico.  Alteragfies nitidas sBo aprociadas nos cspagos
intorceludares que aparecem amplamente separados (g, 123,

s fragmenios do pancreas tratados pelo BEDTA nlo mestraram diferencas
witra-estruturass sigmbicanies em relaglo ao grupe controle {Cotparemese as Hgs. 11 ¢ 12 com ag

figs. Te &)

2.2, Glandsla Submansiibular

As glindulas submandibulares de algons yoodores, enive eles o camondonge,
diferem das da matoria dos marmiferos por apresentavem, além das wndades seoretoras, do sistema
do ductos (aercalares, estriados, nlerdobulares), conwim & maioris das pléndulas salivares, win

oulre ipo de ducto com oéhudas ricas om grinulos ¢, por i8Sy, denononadoes ductos granulosos, Na
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As figwras 7 a 12 sfo micrografias eletrdnicas de cortes de pAncreas de

camundongos njetados com “Heglicing, confrastados com scetato do vrandla ¢ citrato de chambe.

Pigs, 7 ¢ B - Odludas seinosas do pancreas - Controle.

Fig. 7 ~ Regifio supranuclear de uma oélula pancredtica apresentando cisternas do
retivalo endoplasmativo granudar (REG) modoradaments didatadas. A mitochndrias (m) em soris
tangencial ou trangversal estlio sntremeadag com as visternas do retlouds; ~ 10500 X

Fig, 8 - Regifio perinuclenr de nma odiula adinosa mostrande o ateleo (N} com 3
heterooromating 2grepada § cariofecs. A eucromating aparece como pontos gsouros dispersos no
condetido nuclear. O aspeoto grapular do nucléole (ney € bom ovidente. As cisternas do reticulo
endoplasmatico grapular (REG) aparccem bastante achatadas nessa offule. ge = grdnulo de

secregdo; ~ 16,000 X,

Figs. 9 ¢ 10 - Células scinosas do pancreas - TUA.

Fig. 9 - Regifio perinuclenr de duas ofbulas pancredticas exibindo, na periforis da
base celular, cisteras do reticnlo endoplagmdtive granoler (REG) anovmalmente  dilatadas,
Mitocdndrias {m) sBo visuslizadas entromeadas s cisternas, A hoterocromating, com aspecto mals
derso do gue no condrol, ¢s1d awosiada & canoisea. O conteldo nuclear {suco nucloary mostra-sg
mais denso ¢ homogénen do que o costrode, omanio & cucromating perde © 58 aspecto
nemtilhade. Aspecto simifar ¢ ohservado no conteido mucleolar {(ne); ~ 10006 X

Fig. 10 - Bogic basal entre duns célols acinosas mostrande o marcado

slargamento do espago mitescelutar (setay. O = conjuntivo; ~ T0LOGD X,

Fige. 11 ¢ 12 - Células acinosas do plocreas - EDTAL

Fig. 11 - Reglo perinuclear de uma odlula actnosa mostrande csteinas do setivudo
endoplasmatico granuiar (REG) ¢ smfocdndrias im). A cromating nucler & o contetudo do nicho
{M} aparcce povco mais denso gue o do confrole; ~ 10600 X,

Fig. 12 ~ Regifo apical de duas células acimosas. A porgio da othula na parle
éﬁg}g:rim da figura mostra csternas do reticulo endoplasmatico granular (REG) Bgetramenie mats

dilatadas do que as da parte inferior, gy = grinuio de seorpelor; Lo~ Bz acinar; ~ 10,0003
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submandibudar do camundongo, as unidades seorctoras ©m 2 forma de dcmos cujas cébnlas
claboram produtos de natureza protdics ¢ glicidics associadas o, por isso. denominadas céhidas
serosucosas. Bstas oolalas, nos fragmentos plandulares controde contém, no seu tergo basal, um
nfcleo nico, ovdide ¢ de conlome, 3 vezes, bregulsr, com flamentos de cucromating dispersos
pelo suco nuclear ¢ a heferocromating condensada v sup periferia. O nuciéoles, sm nlmere do
& 2 siio vistos dispersos, aleatoniamente, pelo inferior do nicleo. O citosol da regifio infranuclear ¢
lgteral do ndcleo mostra grande gquantidade de cisternes achatadas do BE.G.. Mitocbndrias,
pouso numerosas, de forma esférica ou alongadas, 280 encontradas no citosol da regifio basal. Mo
polo apical das células seromucosas, observa-se sumerosos pldbulos de forma varidvel, esféricos,
guando isclades pu frregulares, quando coslectdos. Fures glébulos (4 dirsita da fig 13), na sus
maioria, sio cléron-liscentes ¢ eutlo envohidos por meombrang que sepms o comteldo do
globute, do aparéneia Hooular, do citosol,

{3z ductos estriados (fig. 13 3 ssquendn), por sua wey, slio revestidos por oélulas
eptichais que mostram, no sen tergo basal, além do ndelee esférivo ¢ vesiculoso, mvagnagles
prommciadas da membrana cololar gue dividem o citosol bastlar em compartimentos gue alojam
mitocHndrias com o seu longo eixo psralels ao eixo longitudingl do oéhla, Ac hdo das
mitocOndrias, observa-se, fambdm, cisternas do REG. comendo paralelas ao longo eivo dis
mitovtndrias. Na porglio apical das odélulas nio se visualizam grinudos de seoreglio, enguanio qus
varios desmossorpos foram ohservados ao longo dos Hmites intercelulares,

Os ductos granulosos slo revestidos por colulas que apresentam, no sen g
basal, nicleo oviide ¢ do aspecto vesiculoso, Na porglo infranuclear o latersl do sicleo,
visualizam-se cisiernas achatadas ou dilatadss do REG., contende maizrial Hamenioss de
aspecte Hocular, Sdculos do aparcthe de Golgl sfio observados na regifio suprannclea.
MitocOndriag exféricas on slongadas, com cristas herm evidentes, aparecern diatributdas por todo o
citosol. A porglo apical das cchidas mostra wma grande quantidade de grinulos de seoreglo, de
tamanho ¢ clétron densidade varsives,

O fagmentos  glandulares  fatados  pelo TCA extbom modificagdes
uitra-esfraturas semothantes on nmis proouncasdas gque  agoelas observades no panereas. As
cisternas do RE.G. aparccom muds dilatadss o, mabas wezes, com ruphmra das membranas
eorvolidrian (Bg 16). Os nicleos, ds vezes, aparecem mads claros (g 13 que os do grupo
controle, Os espagos mtercelulares fornam-so mais amplos, com maior separagdo dos oflulas. A
sucromating aparece dispersa heforogensamente ¢ com rarefaclo do contetido nuddear,

As mitocndrias e os globulos de seorego, embora corados mats densamente do
que nos controdes, nlio apresentam matores slteragBes estraturals.

{3 citosol, om algwmas oflulas, {(fig 13 ¢ 16} tomase mals rarefeito do que o

confrole, agwesentando, amda, mossas densas ontremeadas com Areas mas claras,
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O tratamento dos Iragmentos da submandibular fratadas pelo EDTA, da mesma
forma come ooUITe oom © pancreas, ndo mostra alteragiios denificantes na ulirp-cstratrs dos
componentes cioplasmaticos on nuclearss das células seromucosas, dos ductos estriados ¢

granulosos {(comparenmese as fgy, 17 ¢ 18 com as fige. 13 ¢ 14}



As figuras 13 2 I8 s micrografiss elotronicas de cortes de glindula submandibular
de camundongos injctados com “Feglicing, contrastados com acelale de wandls o ditsio de

chumbo,

Figs. 13 ¢ 14 - Partes de ochulas de v ducto estriado, de um dcmo seromusoso ©
do um ducio granuiose de glinduls submandibolar ~ Controle,

Fig. 13 - A esquerda da figura aparece a rogidio basal de uma célula pertencente a
um ducto estriado, mostrando as mitocOndrias (w3 paralelns ao longo eixo da oélula. Na regifio
supranvclear, observa-se shoudos do aparetho de Golgd (GY O niiclen (N} apresenta a cucromatina
{pontos escuros) dispersa no contefido nuclear. A direita da figura visualiza-se 3 porglo periféncs
de um acime seromucoso mostrande mitecHndvas perpendiculares ao Jongo e da odlnla ¢
gldbulos de seereghio {glsy; ~ 10.000 X,

Fig. 14 - Parte da regifio pornuclear de uma oélela de v ducio granuloso

mostrando o picles (N), mitecedndrias im ¢ sdeulos do aparclho de Goolgd (G ~ 15.000X0

Figs. 15 ¢ 16 - Céluda do wm ducto estriado ¢ de nm doine seromucose ~ TCA

Fig. 135 - Parte da porclc basal de woa offeda de v ducto esirdads mostrando
mitocondoas {m) com caractoristicas estrufursis normais, cnguanto o citosol perinackar ¢ o
contetdo do micles (N} aparccem com aspecia ravefeito; ~ 10000 X

Fig. 16 - Regidio perinuclear de vma oélula seromucosa mostrande desorganizaglio
celular, As cisternas do reticulo endoplasmation granular (REG) estBc anormalmente dilatadas,
vazias ¢ com suas membranas rompidas. No citosol, ha condensages formando massas separadas
por dreax claras. Os glébulos de seoreglio {gls), embora maw densos do que no controle, nio

apresentam madores alieragdes, o mesmo ocorrendo om o nlcleo ¢ o mugldclo (nc); ~ OO0 X,

Fige. 17 ¢ 18 - Céhulas de um ducto estriado ¢ de um ducto granulose - EDTA

Fig. 17 - Regiflo basal de wna odlula de v ducto estiiado mostrando swaginacBes

da membrana plasmdtics {sels) dradindo o citosol om lotas contendo mitocOndrias (p), REG =
reticulo endoplasmiatico rugose; G = Guoldgy, ~ 10,000 XL

Fig 18 - Parie de trés células de um ducto granuloso mostando caracleristicas
ultra~gstrutiraiy indistingas do controle. (3 = Golg N = nficleo;, REG = reticulo endoplismaiico

rugoso; ~ 1000 X,
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DISCUSSAQO

A comparaciio entre os resultados radivautogrificos quantitatives, obsesvades no
péncreas ¢ na glindula submandibular de camundongos dos gropos controle ¢ dos tratados pelo
EDTA tmponado ¢ pelo TCA a 3%, rowlou gue essas solugles desmineralizadoras nfio
produziram exlragbes ou franslocagbes dos componentes protéicos mumcados pela "H-glicina,
contidos na secreglio das oflulas serosas o seromucosas dessa glandulas,

Nio obstante, a similandade dos resuliados ¢ o Tato de gue 0 TCA fem a vantagem
de remover OF Sais manersly num infervalo de fempoe mads owrie do que o EDTA, seus ofelios
adversos, observados nofadamente duranic o8 procedimentos tonicos, foram supeoriores &s suas
guatidades, Assim, g obtenglio de cortes semi-finos nos fragmentos por gl ratados ol wma tarefa
mio difick ¢ com mador dispéndio de tempoe do guie com o maleriad tratado pelo EDTA. Aldm
disso, a coloraglio difusa ¢ “horrada®, observada principalments vas oélules pancredticas, sugore
gue o TCA produze algum tipo de alforscdo nas gualidades corantes dessas oélalas,

Por outro lado, o8 resuliados observados ao MLE. mostraram que o TCA, além de
produzir as alteragBes wmorfolégicas ultra-catroturals descritas, deve for provocado lambém,
alteragBes om cerfos componentes orginecos das oflulas. Assim, s homogenizagho ¢ perda de
aspectn gramifar visualizados nas oélulas acinosas do plncreas, bem como a rarefaglo do contefido
nuclear ¢ do citosol de dlgumes ofiulss da glinduls submandibular, sugerern uma possivel extragio
dos dcidos mucleicos ¢ de proteinas citoplasmaticas. A possibilidade de que 8 froaglo dessas oflulas
fenha sido insatiefatdris, dai 8 possivel extraclio do material muclear ou citoplasmitioo, parsee
poucs provavel, uma vez que a5 mitocdndrias, que slo crganclas oo sensfveds aos efeitos da mi
fivavdo, aparecem bem preservadas nos fragmentos fratados pelo TCA

A aclio lesiva dos dcidos fortes sobre os acidos nucléicos fem sido reportada na
Werabma, LILLIE (19443, costidando os efedos do pH sobre a colotaglo da medula dsses
wilizande misturss tamponadas de dcido sulflnico ¢ doido Formuco pH 1,15 - pif 1,30 durante uma
hora, obssrvou que este Irstamenin destroda 3 basodilia da cromating nuclear. Ainda LILLIE et al,
{1951y sugeriram que os acidos fortes poderm dissohver, hidrolisar ou desnaturar o5 complesos
mucleotiders do acido fosférivo da riboss ¢ desoxirtbose. Resultados sugestivos de extraglio de
acidos nuckdicos pelo dcido nitrico 2 3% foram observados por MARDFIN & JONES (1837) nos
nevurdndos de cerehelo de rafos. Fasas ofhulas vio se coraram pels Tionina, Azwr “B” ou pela
reagho Feulgen-Schiff quande previamenie tratadss pela soluglo dcida. O TCA, aldm de efettos

estvos sobre a ultra-estroturs coludar, ¢ de possivel extraglo dos deidos nucleicos, apresenton
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cutros cfvtos negatives, A oblenglio de cortes uitra-finos (60 ~ 180 nm) de bos quakdade foi
extremaronte dificl] de se conseguir aos fragmentos do piincreas ¢ da glinduls submandibular,

{3 BEDTA, conforme €& 2 expectative, ndo alferou significativamente a arquilstura
ulrp-estruiural do material aqui estudado, confirmendo, assum, suas qualidades previamente
veportadas por WARSHAWSKY & MOORE (1967).

As observagbes realizadas nesie frabalho, ao nivel da nucroscopia dptica 2
gletronica, sugerem gue o HEDTA empregade segundo o mélodo  precomizade  por
WARSHAWSKY & MOORE {19673, deva ser indicado como soluglo desminerafizadors de
tocidos duros pars estudos que se ulilizem do corles semifinos em wmoroscopls dptica ou

ultra-finos om microscopia elofrdnica.
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CONCLUSOES

A andlise dos resultados radioawtoprafices e ultva-sstraturais permite-nos concluir

gues

P - O irsiamento com oz agentos desmuneralizadores utiizados ndo provooa
alieracBos na prescrvaglio das proteinas marcadas com ‘Heglicing contidas nas seorepBes das

células acinosas do panoreas ¢ serommcosas da submendibalar do camundongos.

2~ O TCA causou alteragbes indessidvels na ulfra-sstraturs das oélulas do

pancress ¢ da gléndula submandibular do camundongo.

3 - O EDTA nlo causcu alteragdes signéficantes na ulira-estruiura do pinoreas ©

da shindula submandibutar de camundongos.






RESUMO

Meste estudo, procurou-ss, através do método radivavtografico, observar oy efeitos
do BEDTA 8 4,13% ¢ do TCA 2 5% sobre as protefnas contidas nas secregBes das odhlas acinosas
do plncreas, nas céfulas seromucosas da glindula submandibular ¢ sobre 8 wlira-catrutors. dossas
giandulas de camundongos injetados com ama dnkca dose de 'Heglicing ¢ sacrificados uma hors
apds a ingecdo. As glindulas de cada animal foram divididas em pequenos Tragmenios ¢ esies,
separados e 3 grupos: controles {ndo tratados), fratados pelo TCA ¢ tatados com EDTA, As

reacdes radioautogralicas foram quantificadas mediante a contagem de mfios do prata reduzida
sobre 2 seoreylio Jocalizada na porgfio apieal das céludas pancredticas ¢ sobre a seqregiio das oélulas
seromucosas da glinduls submandibular,

(s dados obtidos apos az vonlagens dos grios de prata mosiraram, apds a andlise
de variancis, gue nfo ha diferencas significantes enfre os és grupos. Conclui-se, assim, qus tando
o TCA covno o EDTA nfo provocam extracles de profeinas marcadas nas seeregfes. O TUA fem
sobre o EDTA & vantagern de remover o8 sats minerais num infervale de tempo mais curlo, povém,
a ohiengdo dos corfes send~finos no material tratado por ele ¢ bem mails dificll. Ao mucroscopio
pletrimicn, o material tratado pelo EDTA apresenta o mesmn aspecto do controle, O TCA, ao
contrario, provocou muitas aberagBes da ulira-estrutars de virios componentes celulares. Ao
conlrrio do EDTA. seu wse como agents desmingralizador de fecidos duros em estudos

wiira-vatrnturais ndo deve ser recomendada,
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SUMMARY

The aun of this study was 1o observe radioslographically the effects of TCA and
EITA on the secrefory proteing of the serous pancreatic cells, on the seromucous suhmandibaldar
ghand celis and on the ultrastucture of these gands of muce sacnificed Lh alier the injection of a
single dose of "Heglivine by iniracardine freation with 4% p-formaldehyde sohtion, The glands of
cach animal were divided in small fragmeniy (about 1mm’} which were separated in three groups:
control (non reated), treated with TCA and freated with EDTA. The radicautographic reactions
were guantified by counting the reduced sibver grains over the searetion of the serous pancreatic
and seromucons submandibular gland cells, The counting data, affer statistical vaniance analysis,
showed that beth TCA and EDTA did not extract the labelled profeins of the acioar cells
seoretions of pancress and submandibular glands. Although TCA removed the minerals faster than
the 1T A it was more difficult to obtain ultra-thin and semi-thin scotions i the gland fragments
treated with it Also the staining of the acinar cells with methilene blue was npaired.

The fragments treated by the EDTA did not prosent significant sltrastruciural
differences when compared with controls. The TUA, on the other hand, saused some damage fo
the Tine steacture of various cellular components. Therefore, ity use as a decalotbior of hard tissues

on ulrastructural studies should not be reoommended.
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