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INTRODUGAC E LITERATURA

0 estudo da morfologia normal das glandulas subman
dibulares de camundongos, despertou certo interesse, apds a
descrigac feita por LACASSAGNE ( 1940a ), sobre o dimorfismo
sexual que essas glandulas apresentavam. Esses achades foram
confirmados posteriormente por varios autores ( FEKETE, 1941
CAUSSE & LACASSAGNE, 1942; JUNQUEIRA et al., 1949 ). Outros
estudos foram feitos mostrando que essas diferengas podem de
saparecer com a castragao ou acentuar-se com a administracgao
de androgenos ( LACASSAGNE, 1940c; CHAULIN-SERVINIERE, 1942:
RAYNAUD, 1944 ), Em ratos, nao existe diferenga mna morfolo
gia das glandulas submandibulares de machos e femeas, mas
existe uma diferenga no nivel da atividade proteolitica dos
extratos da glandula {( SREEBNY et al. 1955 ).

LACASSAGNE ( 1940a ), encontrou uma predominancia
de ductos granulosos, parte do sistema do ducto intralobu-
lar, em camundongos machos e uma predomindncia dos acinos
nas femeas, Esse autor sugeriu a possibilidade de que o di-
morfismo pode ser refletido pelas diferengas nas secregoes
glandulares, Essa sugestao levou a uma série de estudos que
demonstraram niveis de protease em glandulas submandibula-
res, duas vezes mais altos em machos do que nas feémeas ( JUN

QUEIRA, 1948 ), maior atividade da amilase em saliva de ca



mundongo macho do que em fémea ( RAYNAUD & REBEYROTTE, 1949 )
e maior atividade amilolitica da gliandula submandibular homo
genada de macho ( HARVEY, 1357 ).

Apesar das atividades da amilase e protease terem
sido detectadas nas glandulas submandibulares de camundongos,

nao foi precisada a localizagaoc exata com relagdo as estrutu

ras glandulares. JUNQUEIRA et al. ( 1949 ), propuseram 08
ductos granulosos, os quais saoc mais extensos e contém uma
maior concentracaoc de granulos secretores nos machos, como
local de produgao de protease. SREEBNY et al., ( 1955 ) e

SREEBNY ( 1960 ), enquanto investigavam variagoes relaciona
das a sexo em niveis de protease, descobriram que a atividi
de proteolitica por unidade de volume do ducto granuloso era
muito maior em ratos machos, FLATLAND et al. ( 1969 ), loca
lizaram a maior parte da atividade de amilase nas celulas
acinosas,

Uma seérie de outros trabalhos foi realizada sobre
a influéncia de hormdnios sexuais nas glandulas submandibula
res, para determinar se esta influ€ncia era um efeito direto
ou efeito de outras secregoes enddocrinas. CHRETIEN ( 1977 ),
observou que, sob circumstancias normais, o aumento na tes
tosterona que acompanha a puberdade nos maches resulta na di
ferenciacao e hipertrofia dos ductos granulosos dos camundon
gos machos. Esse autor observou tambem que uma das caracte
risticas do desenvolvimento afetadas pelo hipogonadismo nos
camundongos diabéticos foi a diferenciagao celular nas glan

dulas submandibulares de camundongos machos.



A relagac entre a diabetes e as gliandulas saliva
res tem side estudada sob variocs pontos de vista, COHEN
{ 1947 ) observou um aumento da incidéncia da cirie dental

em pacientes diabéticos. Apbs esse estudo, varios pesquisado
res passaram a investigar o papel das glEnd%las salivares na
produgao de caries ( KLAPPER, 1956; SREEBNY et al., 1959 ).
A incidencia de doenga pericdental & acentuadamente maior em
pacientes diabeticos ( BELTING et al., 1964 ). Isso pode ser
devido, em parte, a complicagoes vasculares que freqllentemen
te acompanham a diabetes, mas & certamente agravado pela fre
qlente diminuigao da secrecao salivar, resultando em boca
seca { xerostomia ), tambem encontrada em diabeticos ( SHEP=-
PARD, 1942; BANKS, 1945; AMIES & PARK, 1948; SHERIDAN et al.
1959; BERTRAM, 1967; CONNER et al., 1970 ). A diminuigao da
secregao salivar pode ser, em principio, neurogénica, resul
tante de uma neuropatia autdonoma, ou pode ser devida & atro
fia ou hipofungao da glandula, causada pela propria diabetes

( CUTLER et al., 1977 ).

CARSON ( 1979 ) e HANKER et al. ( 1980 ), observa
ram os efeitos hipogonadicos da diabetes espontanea sobre as
glandulas submandibulares e rins de camundongos machos e f§
meas.

A diabetes mellitus & uma doenca do metabolismo me
diada por um fator genetico, caracterizada pela deficiencia
relativa ou absoluta de insulina, a qual, em sua expressao
clinica completamente desenvolvida, caracteriza-se por hiper

glicemia, doengas vasculares ( como a aterosclerose e micro-



angiopatia ) e neuropatias,

A administragao de insulina permite um bom contro
le da glicemia, trazendo algum alivio da sintomatologia; PO
rem, muitas das coﬁplicagaes persistem,

A dificuldade de encontrar uma cura bem sucedida
para a diabetes tem sido, em gramnde parte, devida a falta de
melhor conhecimento da etiologia da doenga, cujo estudo apre
senta varias dificuldades : 1) a complexidade de formas da
doenga, abrangendo um largo espectro de perfis clinicos e
subclinicos; 2) a influ@ncia da idade, com relagao ao inicio
da doenga; 3) diversidade nos Indices de incidéncias nos di
ferentes grupos étnicos e geograficos, que parecem nio ter
relagao definida com fenotipo, dieta ou habitat. Nio restam
duvidas de que fatores genéticos desempenham um papel cru-
cial no desenvolvimento da diabetes. Apesar do papel da he
ranga ser controvertido, ( CREUTZFELDT et al,, 1976 ), o me
canismo que parece explicar as manifestacoes da potencialida
de diabética inclui uma combinagdo de uma heranga poligenica
ou multifatorial e algumas influ€ncias ambientais, até agora
de conhecimento restrito., Relatos recentes tém sugerido que
existe também um componente autoimune para a diabetes ( CAR-
SON, 1979 ),

Em humanos, duas formas clinicas distintas de dia
betes sao reconhecidas : a diabetes manifestada no adultoe,
caracterizada por certa estabilidade, obesidade, relativa in
sensibilidade 4 insulina e aus&ncia de cetoses, exceto duran

te complicacoes agudas ocasionais, e a diabetes juvenil, ma



nifestada na adolescéncia, caracterizada pela instabilidade,
alta sensibilidade a insulina e alta tendéncia a cetoses
( ELLENBERG & RIFKIN, 1962 ).

Todos os animais modelos utilizados para o estudo
da diabetes apresentam hiperglicemia, relativa ou absoluta
hipoinsulinemia e obesidade com caracteristicas metabdlicas
comuns ( HERBERG & COLEMAN, 1977 ). Contudo, as espécies a-
presentam diferengas especificas quanto Z severidade do de
sarranjo metabolico, A resisténcia 3 insulina e a hiperglice
mia profunda caracteriza a sindrome da doencga nos canundon
gos diabéticos, como uma das mais severas daquelas encontra

das em animais modelos ( CARSON, 1979 ).

0 camundongo diabético originou-se de uma mutagao
espontanea e exibe um distiirbio metabolico semelhante 3 dia
betes mellitus humana, com inicio ma idade adulta.

Animais modelos também sao usados para a indugao
quimica da diabetes, e drogas como a aloxanaz e a estreptozo
tocina, agentes antineoplasticos, sao muito toxicas para as

células beta do pancreas produtoras de insulina. Doses apr

|o

priadas desses agentes produzirao animais com uma deficiEE
cia de insulina semelhante & forma de diabetes do tipo juve
nil ( CARSON, 1979 ).

Ndoc se constatou ma literatura um estudo definido
sobre as mudangas produzidas nas glandulas submandibulares
na condigao diabética. Uma vez que a glindula submandibular
responde ds secregoes gonodal, pituitidria, tiroidal e supra-

renal, parece valido suspeitar que a2 glindula pode responder



a presenga ou ausencia da insulina. Os estudos em ratos dia
béticos parecem confirmar essa suspeita.

Contudo, nesse particular, existem relatos na lite
ratura indicando que a glandula submandibular nzo responde a
niveis de insulina. SHAFER & MUHLER ( 1960 ) testaram varios
hormonios e afirmaram que "a “nsulina ndo tem qualquer efei
to sobre as glandulas salivares”. WILLIAMS & ENSINCK (1966 ),
relacionaram os tecidos conhecidos que respondem & insulina,
e, dentre os doze tecidos relacionados, as glandulas saliva
res nao estavam incluidas. Esses autores sugeriram que ou-
tros estudos devem ser feitos, para determinar a extensao e
natureza da agdo da insulina, se direta ou indireta, em to-
dos os tecidos,

Os estudos encontrados na literatura, relacionando
diabetes ou insulina com as glandulas salivares, foram reali
zados somente em ratos, os quals mostraram varias diferengas
das glandulas salivares maiores com as dos camundongos. Pri
meiro, as glandulas submandibulares dos ratos nao produzem
amilase, mas simplesmente a armazena e excreta ( SCHNEYER &
SCHNEYER, 1956, 1958, 1960 ). Segundo, os camundongos pes
suem uma atividade amileolitica muito maior do que os ratos :
no soro, nas glandulas submandibulares homogenadas e na sali
va ( JUNQUEIRA et al., 1949 ). E, finalmente, as glandulas
submandibulares dos ratos possuem um nivel de protease muito
menor do que as dos camundongos ( SHACKLEFORD & KLAPPER ,
1962a ). Alem disso, dois dos estudos de LIU & LIN ( 196%a,

b ) sobre crescimento e desenvolviments das glandulas saliva



res na diabetes induzida pela aloxana e em ratas normais, so
mente animais femeas foram utilizados nessa pesquisa, Dos es
tuvdos sobre dimorfismo sexual, foi aceito que a fémea & me-
nos suscetivel 3 maioria das influéncias hormonais. Como era
esperado, esses autores encontraram poucas mudangas nas glEE
dulas que pudessem ser atribuidas a perda de peso geral do
animal. Portanto, a relacao significante da insulina com as
glandulas submandibulares parece ser somente aquela de
MASI et al., ( 1966 ). Esses autores, estudando o metabolis

. 14 . . .
mo da glicose C marcada "in vitro", descobriram que a adi
g¢ao de insulina ao meio estimulou significantemente a sInte

se de mucoproteina em fragmentos de tecidos.

Baseado na literatura apresentada, muitas vezes
contraditdoria e incompleta, torna-se evidente a necessidade
de estudar os efeitos da diabetes sobre as glandulas sali
vares,

As glandulas submandibulares serzo o principal ob-
jetivo desta pesquisa, e, em face das observagoes referentes
ac animal, serao usados somente camundongos machos normais
para a indugao da diabetes; atraves da aloxana e da estrepto
zotocina, Um estudo paralelo, com finalidade comparativa tanm
bém serz feito, com camundongos machos e femeas diabeticos
de geracgao espontianea.

Propoe~se, nesta pesquisa, um estudo morfoldgico
das glandulas submandibulares, em niveis de microscopia op-
tica e eletrdonica, e um estudo da inervagao parassimpatica,

em glandulas submandibulares de camundongoes machos diabati-



cos, por indugao quimica, e de machos e fameas diabeticos,

de geragao espontanea, comparados com a norfologia- normal

da glandula.



MATERIAL E METODOS

As experiéncias foram feitas com camundongos ma-
chos heterozigotos C57BL/KsJ db/n normais e homozigotos db/db
diabéticos., Esses animais foram obtidos de uma colonia manti
da pela criagao de heterozigotos para gens diabéticos ( db ),
linhagem cujos homozigotos apresentam uma cindrome semelhan
te a diabetes mellitus humana do adulto. 4 geragao original
. do camundongo C57BL/KsJ db/n foi obtida do Jackson Labora-
tory, Bar Harbor, Maine, USA.

Para a indugaoc da diabetes, foram usados 24 camun
dongos, com trés meses de idade, todos machos, pesandeo apro
ximadamente 24 gramas cada um. Os animais foram divididos em’
trés lotes de oito animais cada um e mantidos em gTrupocs de
~dois por gaiola. Durante a expericncia, todos os animais re
ceberam alimentagao sdlida balanceada na forma de granulos e
agua ad-libitum.

Foram usados ainda, mnesta experiencia, tr&s outros
lotes, com seis camundongos cada um, sendo um lote composto

de animais machos e outro com fémeas, homeozigotos, C57BL/KsJ

db/db : todos diabéticos 4 semelhanga da diabetes mellitus
humana do adulto, O terceiro lote de camundongos femeas
C57BL/KsJ db/n normais, serviu para controle e comparagao.

Todos 0s animals com tres a seis meses de idade. Os machos e
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zs fEmeas, diabeticos ( db/db ), pesando em media 46 gramas,
e as femeas normais ( db/n ) pesando em média 26 gramas. Es

tes lotes foram usados ceom a finalidade de se fazer um estu
do paralelo entre as glandulas submandibulares dos animais
diabéticos por inducao com aqueles dos homozigotos diabéti-
cos por geragao espontanea.

Os agentes diabetogénicos usados foram a aloxana
monohidratada ( pfs }) e a2 estreptozotocina ( pfs ) ( Sigma
Chemical Company, Saint Loulis, Missouri, USA ).

0 primeiro lote de camundongos machos C57BL/KsJ
db/n normals recebeu tratamento com aloxama, ¢ segundo lote
com eétreptozotocina e o terceiro, apenas tampac citrato, o
qual serviu para controle e comparagao,

0 veiculo usado para a administracao do agente dia
betogénico foi o tampao citrato 0,1 M pH 4,4, Cada animal re
cebeu 53 inje¢oes intraperitoneais, em intervalos de 7 dias
cada uma. As duas primeiras doses foram de 75 mg/kg e as
tres doses restantes, de 150 mg/kg de peso, de aloxana ou es
treptozotocina, totalizando 600 mg/kg de peso, para cada ani
mal. O lote controle recebia ao mesmo tempo apenazs 0,1l ml de
tampao citrato 0,1 M pH 4,4 pela mesma via intraperitoneal.

Para a determinagaec do estado diabético dos ani-
mais, foi usado o Combistix ( Ames Company Division, Miles
Labeoratories, Inc. Elkhart, Indiana, USA )}, que determina a
variagao aproximada de glicose ( g/100 ml ), proteina
( mg/100 ml ) e pE na urina. A urina foi colhida peor compres
s2o manual da bexiga de cada camundongo, e uma gota foi colo

cada no reagente da fita, mas sempre desprezando a primeira
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gota. Apos dois segundos, a gota de urina foi removida com
papel de filtro. A leitura do resultado foi feita 30 segun
dos apdos a aplicagao da urina na fita reagente, em compara
cao com a tabela fornmecida.

Quatro testes de urina foram feitos com Combistix,
em todos animais, para analise quantitativa de proteina, gli
cose & pH, durante a semana que antecedeu o inicio do trata
mento com aloxana ou estreptozotocina para servir de contro
le padrao, Outros 15 testes foram feitos em dias altermnados,
em todos os animais em experieéncia durante os 30 dias de tra
tamento, aplicando-se a mesma técnica e condigoes, para cer

tificar-se do estado diabetico dos animais.

Apos 30 dias do inicio do tratamento e constatado
o estado diabeético, os camundongos foram anestesiados com
eter e fixados in situ por perfusao atraveés do ventriculo es
querdo, A drenagem do sangue e o excesso de fixador foram
efetuados atraves de uma pequena incisao no ventriculo direi
to. Todos os animais foram sacrificados no periodo da manha,
entre 9,00 e 12,00 horas.

Com o animal anestesiado, foi aberta a parede ante
rolateral esquerda do tdrax e, atraves do ventriculo esquer
do, foi injetada rapidamente solugao salina até que todo o
sangue tivesse sido eliminado, e, em seguida, 2% de parafor
maldeido em 0,1 M tampao fosfato pH 7,4. Seguiu-se rapidamen
te com a retirada das glandulas submandibulares, rins, testi
culos e glandulas supra-renails.

Os Grgaos do lado direito de trés animais foram co
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locados em solugao salina e, sob lupa, foi removido o exces
so de gordura e tecido conjuntivo para, rapidamente, serem
secos em papel de filtro e, em seguida, pesados e fotografi
dos. Os Orgaos dos outros cinco animais foram imediatamente
cortados sob fixador em tamanhos apropriados para microsco-
pia optica, completando-se a fixagao por mais 2,5 horas sob
imersao em 27 de paraformaldeido em 0,1 M tampao fosfato pH
7,4 e, logo apds, foram lavados e conservados em 0,22 M saca
rose em 0,1 M tampao fosfato pH 7,4.

Para o estudo histoldgico rotineiro, fragmentos de
glandulas submandibulares fixados em 2% de paraformaldeido
0,1 M tampao fosfato pH 7,4, foram incluidos em parafina,
cortados com 5 micrdmetros de espessura e corados pela Hema
toxilinag - Eosina.

Para o estudo histoquimico, fragmentos das glandu
las submandibulares, fixados e lavados, foram cortados com
10 micrometros de espessura em criostato, de acordo com o mé
todo de Pearse ( 1968 ), e deixados secar ao ar sobre lami-
nulas. Os cortes foram conservados afastados da luz solar
até serem incubados histoquimicamente.

Pelo fato de nao se obter uma boa morfologia do ma
terial cortado por congelagao e uma melhor penetragao de rea
gentes histoquimicos, procurou-se modificar a técnica usada
para " Wafer embedding " de ROMANOVICZ & HANKER ( 1977 ),
adaptando-a somente para microscopia optica. Em vez da inclu
sao em resina epoxi ou epon, entre duas laminulas cobertas

com " fluorocarbonme " ( 100% Teflom ), os cortes foram monta
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n

dos em laminas comuns. Com a adaptagao da técnica do " Wafer

embedding ", pelo autor desta pesquisa, pode-se trabalhar
com cortes nao congelados, utilizando-se o Oxford Vibratome-—
Secticning System Model G ( 1149 Chess Drive, Foster City,
California, USA ), para, assim, obter-se uma melhor morfolo
gia do tecido e uma melhor penetragaoc do reagente histoquimi
¢o na reagao para acetilcolinesterase, segundo HANKER et al,
( 1973b ).

Os orgaos do lado esquerdo foram cortados sob fixa
dor em tamanhos apropriados para microscepia eletronica, com
pletando~se sua fixagao por imersado em 37 de glutaraldeido e
2% de paraformaldeido em 0,1 M tampao fosfato pH 7,4, por um
periodo de 2,5 horas, apos o que foram lavados e conservados
em 0,22 M sacarose em 0,1 M tampao fosfato pH 7,4.

Para o estudo ultra-estrutural, as glandulas sub-
mandibulares foram cortadas com 10~-15 micrometros de espes
sura em um Oxford Vibratome, e os cortes foram inciuidos em

resina epoxi ou epon de acordo com a tecnica do Wafer

embedding " de ROMANOVICZ & HANKER ( 1977 ).

" foram examinados ao microscdopio oOp-

0s " Wafers
tico para determinar a distribuigao do produto da reagdc por

todo o tecido e para selecionar as areas desejadas. Essas

areas foram cortadas do Wafer e coladas em blocos supor
tes para microtomia., Os blocos foram certados em um wultrami
crotomo SORVALL - PORTER BLUM ~ MI2, cem 0,5 a 0,8 micrdome
tro de espessura. 0s cortes semifinos foram feitos com nava

lha de vidro, montados em liminas e corados pela técnica de
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RICHARDSON et al. { 1960 ), ( azul de metilene =~ azur TI de
Mallory ), para serem examinados e fotografados em microsco
pia optica. Em seqliéncia, cortes ultrafinos foram feitos com
navalha de diamante, montados em telas de cobre, pSS-contrai
tados com acetato de uranila e citrato de chumbo, e examina
dos e fotografados, na fase preliminar, em um microscopio
eletrdnico AEL 801 e, posteriormente, em um EM-94 do Departa
mento de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina da Uni

versidade de Sao Paulo.



RZSULTADOS

Analise da Urina

As fitas reagentes revelaram alteragoes quimicas
significantes na urina dos camundongos em experiancia. O va
lor padrao normal de protelnas na urina foi de 33 mg/100 ml,
valor esse confirmado durante o tratamento no lote controle,
que recebeu apenas injegoes de tampaoc citrato, 0 lote de ani
mais que recebeu tratamento com aloxana teve um aumento da
proteinuria da ordem de 4,5 vezes em relacao ao lote contro
le. 0 mesmo ocorreu com aqueles animais injetados com estrep

tozotocina, que apresentaram uma taxa de proteinas ma urina

6,0 vezes maior que a dos controles, como mostra a Tabela 1.

As mesmas fitas reagentes mostraram reacgoes negati
vas para glicose, em todos os animais, nos testes que antece
deram o tratamento e naqueles animais que receberam apenas
tampao citrato. Os animais que receberam injegdes de aloxana
ou estreptozotocina, agentes diabetogenicos, apresentaram va
lores significantes de glicosuria, indicando o estado diabé
tico dos animais, como indica a Tabela 1.

O pH da urina foi constante em todos os animais,

tanto antes, como durante o tratamento,
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Tabela 1 - Analise da Urina com Fita Reagente ( Combistix )
?ntes do Controle Aloxana Estrep?ozo-
ratamento (n=28) (n=28) tocina
{(n=24) {n=28)

o .

“roteina 34,4 £ 12,4 34,4 £ 12,4 163,8 * 35,0 205,6 £ 30,1

(mg/1C0 ml )

Gli
( ;jigg ul ) 0 0 0,6 + 0,3 0,8 + 0,1
pH ' 6,2 6,3 6,0 6,3

0s valores mostrados sao a média de ( n ) animais

Proteing

Controle x Aloxana : p < (,0001
Controle x Estreptozotocina : p < 0,0001

Aloxana x Estreptozotocina : p < 0,05

Glicose

Contreole x Aloxana : p < 0,0001
Controle x Estreptozotocina : p < 0,0001

Aloxana x Estreptozotocina : nao significante a 27% ( p < 0,28 )

Comparagao do Peso dos Animais

0 pesc dos animais foi comtrolado durante toda a
experieéncia e, como pode ser observado na Tabela 2, os camun
dongos que foram usados para a indugao da diabetes tiveram
uma perda de pesc significante durante os 30 dias de trata-
mento., Por outro lado, o5 animais que receberam apemnas tam

pac citrato, que serviram de controle, tiveram o seu pesoc



17

significativamente aumentado.

Tabela 2 - Peso M&dio ( em g ) dos Animais Durante o Ezperi
nentoe
Cantrole Lloxana Estreptozotocina
n =28 n =8 n =24
Peso inicial 24,2 + 0,9 25,0 = 0,5 24,3 = 0,6

Peso no sacrificic

( 30 dias ) 27,3

I+

0,6 21,9 + 0,8 19,3 £ 0,5

Variagao +3 -3 =5

Peso inicial x Peso apos 30 dias

Controle x Aloxana : p < 00,0001
Controle x Estreptozotocina : p « 0,0001
Controle x Contrecle : p « 0,0001

Aloxana x Estreptozotocina ( 30 dias ) : p < 0,0001

Comparacao do Peso de ﬁrgacs dos Animais

Os animais que foram submetidos a indugac da diabe
tes pela aloxana ou estreptozotocina nao so tiveram a perda
de peso durante o tratamento, mas alguns de seus 0Orgacs tam
hém sofreram uma significante redugao no seu peso e tamanho.
As glandulas submandibulares e os rins dos animais tratados
com estreptozotocina foram os mais atingidos, com uma redu-
¢ao de peso na ordem de 43,82% e 19,67Z, respectivamente. Pa
ra os animais tratades com aloxana, foram as glandulas sub-

mandibulares e os testiculos que tiveram uma redugao de peso
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maior, em torno de 16,00%. As glandulas supra-renais reagi
ram de maneira contraria, pois apresentaram um aumento de ta
manho e um acréscimo de peso, da crdem de 32,06%, para os
animais tratados com aloxana, e de 4,007 para os que recebe

ram estreptozotocina como tratamento { Tabela 3 ).

Tabela 3 - Peso de Varios Orgaos ( em mg ) de Camundongos
db/n
Controle Aloxana Estreptozotocina
n=3 n =3 n =13

Gl. Submandibular 82,6 + 2.5 69,1 + 3,0 46,4 + 2.3
Rim 246,0 + 10,0  222,3 + 27,3 197,6 + 16,1
Testiculo 83,4 + 2,2 70,0 £ 6,8 76,0 £ 1,0
Gl. Supra-Renal 2,5+ 0,1 3,3 £ 0,3 2,6 £ 0,3

Cada valor & a média do peso do orgac de ( n ) animais.

Glandula Submandibular

Controle x Aloxana : p < 0,01

Controle x Estreptozotocina : p < 0,001

Aleoxana x Estreptozotocina : p << 0,01

Rim

Controle x Aloxana : nao significante a 29% ( p < 0,30 )
Controle x Estreptozotocina : p < 0,03

Aloxara x Estreptozotocina : nao significante a 277 ( p < 0,28 )

Tasticulo

Controle x Aloxana : nao significante a 8% ( p < 0,09 )

Controle x Fstreptozotocina : p < 0,04
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Aloxana x Estreptozotocina : nao significante a 277 ( p < 0,28 )

Glandula Supra-Renal

Controle x Aloxana : nao significante a 6% ( o < 0,07 )

gnificante a 537 (v < 0,54 )

Faa

Controle x Estrentozotocina : nao §

Aloxana x Estreptozotocina : nao significante a 7% ( p < 0,08 )

Glandula Submandibular

Antes de descrevermos as observagoes feitas, sera
Util fazer uma rapida revisao da histologia desta glandula
no camundongo.

A estrutura da glandula submandibular € a de uma
glandula tubulo=-acinosa e a sua unidade basica inclui cé@lu-
las acinosas, ductos intercalados, ductos estriades ( granu
-losos ) e ductos coletores, Sua porgaoc secretora & constitul
da por celulas serosas e mucosas ( seromucosas ). As celulas
serosas apresentam-se na forma de acinos ou podem associar-
-se as extremidades dos tubulos mucosos onde as cé&lulas ad-
quirem a forma semilular.

As observagoes merfologicas, ao nivel de microsco
pla optica e microscopia eletronica, limitam-se a aspectos
dos ductos granulosos, acinos e inervacao parassimpatica da

glandula.

Estudo histoldogico 3 microscopia optica

0s ductos granulosos das glandulas submandibulares
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de camundongos machos normais ( db/n ) apresentaram um didme
tro relativamente grande, luz ampla e occupavam, em qualquer
campo que se observasse, uma area maior do que a dos Acinos
e tibulos mucosos. Os ductos eram formados por celulas colu
nares altas com nicleos pequenos, localizades na regido ba-
sal e citoplasma de aspecto homogéneo, em cortes convencio
nais corados com HE ( Fig. 1 ). Ja em cortes semifinos cora
dos com azul de metileno~azur II de Mallory, observou-se que
os dois tergos apicais das células eram ocupados por granu
los nitidos de tamanho e forma homogineos ( Fig. 5 ). Na fg
mea normal ( db/m ), o didmetro e a luz dos ductos eram redu
zidos e suas celulas, menos altas. A quantidade e o tamanheo
dos granulos eram bem menores que os dos maches ( Fig., 9 ).

Nos &acinos das gliandulas submandibulares de camun
dongos machos normais ( db/n ) os nidcleos estavan loéalizi
dos na regiao periférica das células, com os grinulos distri
buidos homogeneamente por todo citoplasma ( Fig, 5 ), 0O mes
mo aspecto foi observado nas fémeas normais ( db/n }, cujos
Ecinos, entretanto, ocupavam uma area maior que aquela dos
ductos granulosos ( Fig. 9 ).

Os ductos granulosos das glandulas submandibulares
dos animais tratados com aloxana apresentaram-se reduzidos
de tamanho, formados por celulas colunares baixas com nia-
cleos aumentados de tamanho e, tanto o citoplasma como os nE
cleos, mostraram-se com aspecto mais frouxo, em cortes cora
dos com HE ( Fig. 2 ). Os cortes semifinos corados com azul

de metilene—azur IT de Mallory, apresentaram na regido basal
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do citoplasma alguns vacliolos, com os granulos localizados
mais proximos da regiao apical, e nao tao nitidos como nos
controles {( Fig. 6 ).

0s acinos das gliandulas submandibulares dos ani-
mais que receberam aloxana, apresentaram-se com aspecto apa
rentemente normal, coﬁ os niucleos localizados na periferia
das celulas, e os grarulos sugerindo uma maior fusio entre
si ( Fig. 6 ).

Nos animais tratados com estreptczotocina, os duc—
tos granulosos das glandulas submandibulares, exibiram uma
redugao de tamanho ainda maior, com a luz chegando quase a
desaparecer e, em gualquer campo que se observasse, havia
uma predominancia da area ocupada pelas acinos e tdbulos mu
cosos sobre a dos ductos granulosos. 0s nGcleos estavam loca
lizados mais proximos da regiao central das células, devido
‘a0 seu aumento de volume e por serem as celulas celunares
mais baixas ( Fig. 3 ). Nos cortes semifinos, as alteragoes
foram ainda mais evidentes, O citoplasma das c&lulas dos due
tos apresentaram grandes vaciuolos e areas degeneradas. Os
granulos oecupavam o tergo apical das células e nao se mostra
ram ccm a mesma nitidez dagueles encontrados nos animais con
troles ( Fig. 7 ).

O0s acinos desses animais que receberam estreptozo
tocina, apresentaram-se aparentemente semelhantes aqueles
dos animais tratados com aloxana, com exce¢ao do fato de exi
birem grandes vaciuolos no citoplasma das células, na regiao

ocupada pelos granulos ( Fig. 7 ).
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Os ductos granulosos das glandulas submandibulares
dos camundongos machos diab&ticos ( db/db ) de geracao espon
tanea, apresentaram-se em cortes corados com HE, bastante re
duzidos de tamanho, com células colunares baixas e nucleos

localizados mna regiao central das células. A drea ocupada pe

los acinos predominava sobre a dos ductos ¢ Fig. 4 ). Esses
aspectos foram semelhantes aqueles encontrados nos animais
tratados com estreptcoczotocina. Em cortes semifinos corados

-com azul de metileno-azur II de Mallory ( Fig. 8 ), os duc-

tos mostraram~se bastante reduzides, quando comparados aos
machos normais e, com os granulos localizados na regiao api
cal das ceélulas, semelhantes Aqueles encontrados uas femeas
normais ( Fig. 9 ).

Nas fémeas diabéticas, em cortes semifinos corados
com azul de metileno-azur II de Mallory ( Fig. 10 ), os duc
tos granulosos nao diferiram muitc daqueles das femeas nor
mais ( db/m ) ( Fig. 9 ), assim como, dos machos diab&ticos
( db/db ) ( Fig. 8 ), d excegao da presenga de um numero
maior de granulos secretores verificando-se, conseqﬂentemeg
te, um ligeiro aumento dos ductos granulosos.,

0s acinos, tanto nos machos como nas fémeas diabé
ticos ( db/db ), apresentaram—-se com aspectos aparentemente
normais., Os niicleos localizavam-se na periferia das céalulas
e, os granulos bem nitidos, estavam distribuidos, homogenea

rente, por todo o citoplasma, a semelhanga das femeas nor-

mais ( db/n ).

Estudo da inervagao parassimpatica - Acetilcolinesterase
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As reagces de acetilcolinesterase ( AChE ) mostra
ram que, nas glandulas submandibulares dos machos normais,
as fibras nervosas cowm intensa atividade enzimitica foram en
contradas, particularmente, circundando os ductes granulosos
geralmente doils z tres axonios per ducto. Us axdnios, tambem
apresentaram Iintima preoximidade das células acinosas, mas em
menor numero e menor intensidade de reagao ( Fig. 11 ).

Nas glandulas submandibulares das fémeas normais,
as fibras AChE-positivas mostraram~se aparentemente reduzi
das em numero e intensidade de reagio ( Fig. 15 ) e, particu
larmente, o nimero de fibras em torno dos ductos granulosos
era menor quando comparados aos dos machos normais,

Nos animais tratados com aloxana, a inervagao das
glEndqlas submandibulares pareceu ter disposigao semelhante
a dos controles, mas com intensidade de reagioc menor ( Fig.
12 ).

Nas glandulas submandibulares de animais tratados
com estreptozotocina, as fibras parassimpaticas pareceram es
tar aumentadas em niUmero, com reagao enzimitica mais inten-
sa, quando comparadas as dos animais controles ( Fig. 13 ).

Nos machos diab&ticos ( db/db ) de geragdc espontd
nea, a inervagao parassimpatica das glandulas submandibula-
res, representada péla presenga dos axdnios em torno dos duc
tos granulosos e dos acinos, pareceu aumentada quando compa
rada 2 dos machos normais, mas assemelhando-se, quanto ao ng
mero de axonios e intensidade de reagao, com as glandulasdos

animais tratados com estreptozotocina, como pode ser observa



24

do na Fig. 14,

Nas femeas diab&ticas ( db/db ) de geragao esponta
nea, as glﬁpdulas submandibulares apresentaram sﬁa inervagao
parassimpatica aumentada, quanto ao nimero de axdnios e in-
tensidade de reagao, quando comparada a das fEmeas normais

( Fig. 16 ),

Estudo Ultra-Estrutuyral

0s ductos granulosos dos camundongos machos contro
les mostraram celulas colunares bem definidas ( Fig. 17 e
18 ), apresentando evidencias morfoldgicas de cé8lulas em ple
na atividade funcional, Os nucleos com membranas bem defini
das apresentaram-se na regiao basal da célula, onde observava
-5e também um grande nidmero de mitocOndrias e abundantes per
fis de reticulo endoplasmatico rugoso com cisternas extensas
e bem organizadas. O aparelho de Golgi, encontrava-se entre
o nicleo e os granulos de secregao.

Os granulos de secregdo, que ocupavam os dois ter
gos apicais das celulas, eram bastante eletrondensos, apre
sentando-se em varios tamanhos e aparentemente em diferentes
estados de maturagao,

Na regiao basal de algumas células, os ductos gra
nulosos, mostraram pequenos vacuolos e a membrana plasmatica
dessa regiac apresentou invaginagoes pouco profundas.

Os espagos intercelulares eram maiores na regiao

basal das células, onde podia-se observar interdigitacdes en
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tre células vizinhas. A medida que se avangava para a regiao
apical, os espagos intercelulares se estreitavam e se tor-
navam cada vez mais retilineos. Desmossomos apareciam de es

pagc em espago entre as celulas tubulares ( Fig. 17 ).

As celulas mioepiteliais, situadas junto a base
das celulas tubulares, apresentaram~se de forma alongada e
finas. 0 nfcleo era elipsdide, central e orientado segundo o
longo eixc da celula. Elas estavam geralmente em contato di
reto com as membranas das celulas tubulares, ligando-se a
elas por desmossomos e apresentando prolongamentos que aden
travam os espagos intercelulares das células epiteliais. Ha
via, porem, vegioes em que as células micepiteliais estavam
.separadas das cé&lulas glandulares pela membrana basal, Quan
do em contato direto com o tecido glamdular, as celulas mioe
piteliais apresentavam algumas vesiculas de pinocitose (
Figs. 17 e 18 ),

As celulas acinosas dos camundongos machos normais
apresentaram-se com o citoplasma, em sua maior parte, tomado
por granulos de secregac de baixa eletrondensidade, com ma-
triz bem definida e ocasionalmente contiguos uns com os cu
tros. As mi;ocandrias eram proeminentes, espalhadas ao acaso
na periferia da célula, margeandc a membrana citoplasmatica,
devido 2 presenga da grande quantidade de grinulos de secre
¢ao, Ao redor dos nicleos existiam grandes Areas repletas de
perfis de reticulc endoplasmatico rugoso, extensos, parale

los e bem organizados ( Fig. 19 ).

Nos ductos granulosos dos camundongos feémeas nor
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mais ( db/mn } ( Fig. 28 ), as células colunares eram baixas
e continham menos granulos de secrecdo eletrondensos, locali
zados no tergo apical do citoplasma das células secretoras.
0s nucleas se encontravam mais proximos da regiio central
das células e os perfis de reticulo endoplasmatico rugoso
eram mais espalhados e pouco abundantes. As mitocandrias mo §
traram-se numerosas, proeminentes, alongadas com orientagao
perpendicular & lamina basal e, geralmente, associadas as nu
merosas invaginagoes da membrana plasmatica basal. O apare
lho de Golgi também se fazia presente entre o nicleo e os
granulos de secregao ( Fig. 28 ).

As células acincsas dos camundengos femeas normais
apresentaram-se com o seu citoplasma tomado, em grande par
te, por granulos de baixa eletrondensidade e matriz bem defi
nida. Os nucleos estavam localizados proximos a periferia
das celulas e, ac seu redor, existiam Areas repletas de per
fis de reticulo endoplasmatico rugoso. As mitocondrias eram
proeminentes e espalhadas ao acaso, proximas da periferia
das células.

O0s ductos granulosos dos animais tratados com es-
treptozotocina mostraram sinais evidentes de alteragces celu
lares de intensidade variavel ( Figs, 20, 21 e 22 ). As calu
las colunares eram mals baixas e os espagos intercelulares
perderam sua nitidez. Os nucleos pareciam ocupar uma posigao
malis central nas céelulas, acompanhadeo por um aumento de seu
volume, com um maior numero de massas de heterccromatina a

de poros na carioteca,
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O citoplasma das células dos ductos granulosos per

deram sua aparéncia organizada, apresentando-se com grandes
vactolos e, em algumas células, com Areas degeneradas e ne-
croticas. Em células menos afetadas, onde nao existiam vacuo
los ou degeneragoes na regiao basal, a membtrana plasmatica a
presentou profundas invaginagoes, associadas as mitocon-
drias, que, por sua vez, apresentaram-se aumentadas de tama
nho e com uma certa mudanga no padrao das cristas, asseme
lhando-se aquelas do tipo eﬁcontrado nas células secretoras
de esterdides ( Fig. 22 ).

Outras organelas citoplasmaticas perinucleares per
deram sua nitidez e organizagao em graus diferentes de célE
la para celula, principalmente os perfis de reticulo endo-
plasmatico rugoso, que, em algumas areas, se tornaram mais
escassos, menos extensos e desorganizados, como tambem, em
outras areas mais afetadas, desapareceram por completo, o}
mesmo acontecendo com o aparelho de Golgi.

Os granulos de secregao que nos animais controles
ocupavam os dois tergos apicais das células, passaram a ocu
par nos animais tratados com estreptozotocina apenas o tergo
apical. Eles eram de eletrondensidade media, ou claros, apre
sentando uma redugaoc em seu numero, e muitos deles apresen
tavam-se bastante aumentados de tamanho, com freqllente mudan
¢ca de forma ( Fig. 20 ).

As cé&lulas miocepitelisis também pareceram sofrer
alteragoes nas mesmas proporgoes das Areas mais ou mencs afe

tadas. No geral, pareceu haver uma diminuig¢io do seu tamanhe
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e, nas areas onde existiam extensos vaciiclos ou degeneracgces
das celulas tubulares, elas tambéem apareciam com as mesmas
alteracgoes { Fig, 21 ),

Nas células acinosas dos animais tratados com as

treptozotocina, as alteragoes mais evidentes foram com rela

o

cac aos granulos de secregao. Os granulos perderam aquela ma
triz bem definida e adquiriram um aspecto mais ou menos amer
fo. Em quase todas as células de um mesmo acino, varios grg
nulos fundiram-se um com o outro, formando verdadeiras la-
goas de material secretor. Podia-se observar ainda, em ou
tras areas, granulos fluindo seu material secretor para den
tro de lagoas ja formadas ( Fig. 23 ).

0 niicleo e as organelas citoplasmaticas, principal
mente os perfis de reticulo endoplasmatico rugese, que eram
em grande niumero, foram comprimidos entre si ou contra a mem
brana citoplasmdtica, por aquelas lagoas de material secre
tor, fazendo ¢ protoplasma perder a aparencia encontrada en
células analogas dos controles. As mitocOndrias também apre
sentaram-se pouceo proeminentes quando comparadas com os ani
mais controles.

0s ductos granulosos dos animais tratados com alo
xana apresentaram as mesmas caracteristicas dos animais tra
tados com estreptozotocina, mas com menor intensidade e va
riando de célula para c&lula ( Figs. 24 e 25 ).

0 citoplasma das células dos ductos granulosocs nao

apresentaram aqueles vacuolos e 3reas necroticas ou degemera

das, como foram vistos nos amnimais tratados com estreptozo
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tocina, mas, mesmo assim, perderam a sua aparéncia organiza

da como nos animais controles. Os perfis de reticulo endo-
plasmatico rugoso eram escassos, desorganizados e menos ex
tensos. As invaginagoes da membrana plasmitica que nos ani

mais controles se atinham 3 regido basal, apareceram tambén
n0S espagos intefcelulares. As mitocdndrias, localizadas na
regiao basal das céZlulas, eram mais proeminentes, de maior
tamanho, bastante alongadas e apareciam associadas as invagi
nagoes da membrana basal, orientando-se perpendicularmente a
ela ( Fig. 25 ). O aparelho de Golgi era raramente visivel
ou, quando aparecia, era pouco nitido.

O0s granulos eram de eletrondensidade média ou fra
ca. Apresentaram~se em varios tamanhos, alguns bastante au
mentados, de maneira a formarem uma massa cempacta no citg
plasma, havendo, aparentemente, uma diminuic3o em seu nime-
ro ( Fig. z4 ).

As células mioepiteliais nio chegaram a ser atingi
das nas mesmas proporgoes das dos animais tratados com es-
treptozotocina, mas pareceu haver uma redugao no seu tamanho
( Figs., 24 e 25 ),

As células acinosas dos animais que receberam tra
tamento com aloxana nao atingiram o mesmo grau de alteracgoes
visto nos que receberam estreptozotocina como tratamento.
Apenas os granulos de secregao mostraram algumas evidéncias
de infcio de um processo de fusao semelhante ao enceontrado

nas celulas acinosas dos camundongos que receberam estrepto

zotocina ( Fig. 26 ).
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As células deos ductos granulosos dos camundongos
machos diabeticos de geragao espontdnea ( db/db ) apresenta
ram algumas caracteristicas, que tambéem foram encontradas nos
animais tratados com estreptozotocina cu aloxana. As membra
nas intercelulares nao eram tao nitidas comc nos animais con
troles e os nucleos estavam localizados mais na regiao cen-
tral das c@lulas, Na regiao basal das délulas granulosas, a
membrana plasmatica apresentou um nimero muito maior de inva
ginagoes com as mitocdndrias, na sua totalidade associadas e
orientadas perpendicularmente 2 lamina basal. As mitocon-
drias eram mais numerosas do que nos machos normais e apre
sentaram-se, ainda, mais alongadas e proeminentes, 0Os perfis
de reticulo endoplasmatico rugoso eram escassos, mais espa
lhados e menos extemsos. 0 aparelho de CGolgi, geralmente, en
contrava-se entre o nicleo e os granulos, ou podia também se
apresentar lateralmente ao nucleo. Os granulos de secrecao,
localizados no citoplasma apical das células, eram eletron
densos e em pequena quantidade ( Fig. 27 ).

Nas células dos ductos granulosos dos camundongos
fémeas diabeéticos ( db/db ), de geragido espontanea ( Fig,
29 ), os granulos de secregao eletrondensos estavam localiza
dos nos tergos apical e central das células e eram mais nume
rosos do que nas femeas normais ( db/n ). A regido basal das
células apresentou mencs invaginagdes da membrana com mito
condrias associadas do que estavam presentes nas feémeas ner

mais ( db/m }. As mitocdndrias, em menor nimero, eram menos

organizadas e a maioria delas naoc se achava orientada perpen
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dicularmente a4 lEmina basal. Os nicleos encontravam-se na
regiao basal das células. Os perfis de reticulo endoplasma
tico rugeso eram menos abundantes. 0 aparelho de Golgi tam

bem estava presente nas células dos ductos granulosos das fé

meas‘diabéticas ( db/db ) entre o nicleo e os grinulos.
Nenhuma anormalidade foi observada nas células acli

nosas dos camundongos machos e fémeas diabéticos ( db/db ),

de geragao espontanea.



PRANCHA 1

Glandula Submandibular de Camundongo, Cortes em Parafi

na, com 5 micrometros de Espessura, HE . 560 X
Fig. 1 =~ Macho normal ( controle ). Os ductos granulosos
( G ) sao grandes, ocupando uma area maior que a

dos acinos. Os nicleos sao pequenos e localizados

na regido basal das células. Xcinos ( A ).

~ Macho tratado com aloxana. 0s ductos granulosos

( G ) sao menores, quando comparados aos controles.
0s nucleos estao aparentemente aumentados de tama-
nho e, como o citoplasma, as celulas granulesas a-
presentam-se relativamente mais vazias, quando com

paradas aos controles. Acinos ( A& ).

- Macho tratado com estreptozotocina. Os ductos gra

nulosos ( G ) sao ainda mais reduzidos de tamanho,
que os da Fig. 2, havendo uma predomindncia da
area ocupada pelos Adcinos sobre a dos ductos. Os
nicleos estao aumentados de tamanho e localizados

na regiao central das c8lulas. Acinos ( A ).
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- Macho diabEtico ( db/db ) de geracio espontinea.
Pode-se notar a semelhanca dos ductos granulosos
( G ), comparados aos da Fig. 3. 0 tamanho dos due
tos, o aspectec do citoplasma, o tamanho e =z locali
zagao dos nucleos, bem como a predominincia da
area ocupada pelos dcinos, s3o semelhantes aos as-
pectos encontrados nos animais tratados com

estreptozotocina. Acinos ( A ).
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PRANCHA 2
Glandula Submandibular de Camundeonge, Cortes em Epomn,
com 0,5 Micrometro de Espessura; Coloragac : Azul de Me

tileno - Azur II de Mallory. 560 X

Fig., 5 -
Fig, 6 -~
Fig. 7 =

Macho mormal. Os ductos granulcsos ( G ) s3ao gran
des, com as c&lulas repletas de granules secreto-

-

res ccupando os dois tergos apicais, e com os nu

cleos localizados na regiao basal, A drea ocupada

pelos ductos & maior que a dos acinos.( A ),

Macho tratado com aloxana, 0Os ductos granulosos
( 6 ), sao menores, comparados os controles. 0s
granulos secretores sac em Menor quantidade, e com
primidos entre si. O citoplasma apresenta-se com
aspecto mais vazio, com alguns vacuolos. Os na-
cleos apresentam-se aparentemente aumentados de ta

manho. Acinos ( A ).

Macho tratade com estreptozotocina. Os ductos gra
nulosos ( ¢ ) apresentam-se ainda mais reduzides,
pedendo-se observar as mesmas alteragoes, mas em

graus mais severecs em todos os aspectos menciona
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dos na Fig. 6. Podem-se observar, ainda, grandes

vactUolos nas celulas acinosas ( & ),

Macho diabetico { db/db ). 0s ductos granulosos
( G ) sao reduzidos, apresentando uma menor quanti
dade de granulos secretores do que os machos nor
mais., O0s nucleos estao localizados na regizo cen
tral das células, provavelmente em conseqléncia da
diminui¢ao dos grinulos secretores. A irea ocupada

pelos acinos & maior que a dos ductos. Acinos (A).

Fémea normal, Os ductos granulosos ( G ) sao de
didmetro menor e contem menos granulos secretores
que os machos normais, 0s nucleos estac 1localiza=-
dos na regiao central das células. Ha uma predomi
nancia da area ocupada pelos dcinos sobre a dos

ductos. Aeinos { A ),

Femea diabética { db/db ). Os ductos granulosos

( G ) sao aproximadamente do mesmo tamanho, ou 1

T

geiramente maiores que aqueles dos machos diabet

e

cos ( db/db ) e das femeas mnormais, mas existe

quantidade consideravelmente maior de granulos se

cretores do que nas femeas normais. Acinos ( A ).
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PRANCHA 3
Glandula Submandibular de Camundongo, Cortes em Agar
com "Vibratome", com * 15 Micrometros de Espessura. De

monstracao Citoquimica de Atividade da Acetilcolineste

rase { AChE ), * 200 X

11 - Macho normal { centrole ). Os ductos granulosos
( 6 ), estio rodeados por axonios parassimpaticos
bem evidentes, com intensa reagac positiva { se=-
tas ). Os acinos ( A ) sao inervados por uma menor

quantidade de axonios.

12 - Macho tratado com aloxana. Os axonios presentes en
torno dos ductes granulosos ( G ) e dos acinos
( A ) sugerem uma aparente redugac em seu numero,
representada pela intensidade da reagEo {( seta ),

quande comparada aos machos normais.

13 - Macho tratado com estreptozotocina. As fibras P2
rassimpaticas evidenciadas pela acetilcolinestera
se apresentam um aparente aumento da reagao em tor

no dos ductos granulosos e dos acinos ( seta ). No

ta-se um maior nlimero de ductos e &cinos e, conse
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qlentemente, de ax6nios numa Area com 0 mesme au-

mento do animal controle.

Macho diabético ( db/db ). As fibras parassimpati
cas em torno dos ductos granulosos ( G ) e dos aci
nos ( A ) apresentam uma intensidade de reagao se
melhante a dos animais tratados com estreptozotoci
na ( seta ). Sugerindo, como na Fig. 13, um maior
nimero de ductos e Acinos, como também de axdnios

numa mesma ares & aumento do animal controle,

Femea normal. As fibras parassimpaticas em tormno
dos ductos granulosos ( G ) e dos 3cinos ( A ) es
tao aparentemente reduzidas em nimero e intensida
de de reagao ( seta ), quando comparadas aos ma-

chos normatis.

Femea diabética ( db/db ). As fibras colinBrgicas
associadas aos ductos granulosos ( G ) e aos Aci-
nos ( A ), apresentam uma intensidade de reacao re
presentadas pelos axonios ( seta ), maior do que

nas femeas normais.
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Fig.

17 - Glandula Submandibular ( GSM ) de camundongo macho

normal. Ducto granuloso. As celulas estao repletas
com granulos secretores eletrondenscs ( § ). As mi
tocondrias ( M ) estao espalhadas e orientadas ao
acaso dentro das células. Pode-se observar a gran
de quantidade de perfis de reticulo endoplasmatico
rugoso ( R ), desenvolvidos nessas células granulo
sas, que sao sugestivas de alta atividade secreto
ra. Células mioepiteliais ( ME ) na regiao basal
das celulas granulosas e partes das celulas acino

sas ( A ) tambem podem ser observadas. 4.000 X
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Fig. 18 - GSM de camundongo macho normal. Maior aumento da
regiao basal de células do ducto granuloso, mos-—
trando nicleo ( N ), granulos secretores ( S ), mi
tocondrias ( M ), perfis de reticulo endoplasmati
co rugoso ( R ), Aparelho de Golgi ( GO ), cé&lulas
mioepiteliais ( ME ), invaginagoes da membrana ba

sal ( I ) e hemacias ( H ). 8.000 X
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Fig.

19 - GSM de camundongo macho normal. Celulas acinosas.

Os granulos secretores ( S ) de eletrondensidade
fraca ou claros apresentam-se com uma matriz bem
definida e ocasionalmente contiguos um ao outro.
As mitocondrias ( M ) sao bem evidentes e espalha
das ao acaso. Os perfis de reticulo endoplasmatico
rugoso ( R ) sao numerosos e bem organizados.

8.000 X
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GSM de camundonge macho, tratado com estreptozoto

cina. As alteragoes celulares dos ductos granulo
sos sao evidentes. Os granulos secretores { & )
sao em menor numero, de tamanhos bastante variados
e em diferentes graus de eletrondensidade. 0 «cito
plasma de algumas células apresenta, em sua regiao
basal, grandes vacuolos e areas degenerativas, de
saparecendo os perfis de reticulo endoplasmaticoru
goso e outras organelas, com excegao das mitocon-
drias ( M ). Os nucleos ( N ) perderam seu aspecto
homogeneo, apresentando a cromatina mais condensa
da e os poros nucleares mais evidentes. As celulas
mioepiteliais ( ME ) apresentam areas degenerati-
vas, quando localizadas proximas as areas mais afe

tadas pelos efeitos toxicos da droga. 4.000 X
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GSM de camundongo macho, tratado com estreptozoto

cina. Maior aumento da regiao basal das células
dos ductos granulosos. As mitocondrias ( M ) estao
localizadas mais nessa regiao, orientadas ao acaso
e sugerindo uma mudanga no seu padrao. Grandes va
ciolos ( V ) e areas degenerativas ( D ), com as
celulas mioepiteliais ( ME ) apresentando as mes-
mas alteragoes. Os perfis de reticulo endoplasmati
co rugoso e o aparelho de Golgi parecem ter desapa
recido com o estado degenerativo da celula. Os ng
cleos ( N ) apresentam a cromatina mais condemnsada

e 0os poros mais evidentes, quando comparados aos

controles. 8.000 X

SR g O r .]?’"‘1'
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Fig. 22 - GSM de camundongo macho trétado com estreptozoto-
cina. Maior aumento da regiao basal da c&lula do
ducto granulcso. Nessa regiao, a membrana basal a-
presenta extensas invaginagoes ( I ), com as mito
condrias ( M ) alongadas e intimamente associadas
a elas. Observa-se as mitocondrias apresentandouma
mudanga no padrao de suas cristas, semelhantes as
das celulas secretoras de estercides. Vaclolos (V)
e areas degenerativas ( D ). Nucleo ( N ). Parte
inferior da foto, fibras colagenas e reticulares

( F ). 20.000 X
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Fig.

23 - GSM de camundongo macho, tratado com estreptozoto

cina. Células acinosas. Os granulos secretores (S)
de eletrondensidade fraca ou claros se fundem um
com o outro, formando verdadeiras lagoas de mate-
rial secretor. Pode-se notar, ainda, granulos flu
indo seu conteudo para dentro de lagoas ja forma
das ( setas ). As mitocOndrias ( M ) sao escassas
e pouco evidentes. Os perfis de reticulo endoplas

matico rugoso ( R ) sao comprimidos pela formagao

de lagoas de material proteico. 8.000 X
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24 - GSM de camundongo macho, tratado com aloxana. Duc-

to granuloso. Os granulos secretores ( S ) sao de
eletrondensidade média ou claros, de varios tama-
nhos, comprimidos entre si e perdendo a sua indivi
dualidade., O citoplasma perdeu seu aspecto homogé
neo e os perfis de reticulo endoplasmatico rugoso
sao escassos e desorganizados. As mitocondrias (M)
tornaram—-se mais proeminentes, alongadas e aumenta
das de tamanho. Podem-se observar, também, alguns
vacuolos ( V ) e celulas mioepiteliais ( ME ).

4,000 X
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Fig. 25 - GSM de camundongo macho, tratado com aloxana.Maior
aumento da regiao basal das células dos ductos gra
nulosos. Os granulos de secregao ( S ) apresentam-
se comprimidos entre si, perdendo sua matriz bem
definida. As mitocondrias ( M ), aumentadas de ta
manho e alongadas, concentram-se mais na regiac ba
sal das celulas, as quais associam-se intimamente
as extensas invaginacgoes (I ) da membrana basal.
Os perfis de reticulo endoplasmatico rugoso sao es
cassos ou desaparecem juntamente com outras organe

las. Podem-se observar alguns vacuolos ( V ). Nia-

cleo ( N ) e células mioepiteliais ( ME ). 8.000 X
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GSM de camundongo macho, tratado com aloxana. CEIE
las acinosas. Os granulos secretores ( S ) de ele
trondensidade fraca ou claros apresentam-se na sua
maioria fusionados um com o outro, perdendo a sua
matriz bem definida, mas sem formar lagoas de mate
rial secretor. O aspecto sugere o inicio de um pro

cesso semelhante ao da Fig. 23. 8.000 X
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Fig. 27 - GSM de camundongo macho diabetico ( db/db ). Ducto

granuloso. Os granulos secretores ( S ) eletronden
sos localizam-se na regiao apical das celulas e
sao menos numerosos do que nos machos normais. A
regido basal das células estao repletas de mitocon
drias ( M ) as quais estao intimamente associadas
as invaginagoes ( I ) da membrana basal. Os perfis
de reticulo endoplasmatico rugoso ( R ) szo escas-
sos e espalhados. Os nticleos ( N ) estao aparente
mente localizados mais proximos da regiao central
das células, provavelmente devido a menor quantida

de de granulos. Aparelho de Golgi ( GO ). 8.000 X
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Fig. 28 - GSM de camundongo fémea normal. Ducto granuloso,

Os granulcs secretores ( S ) eletrondensos sao es
cassos e localizados na regiao apical das cé&lulas.
As mitocondrias ( M ) estao localizadas na regiao
basal e orientadas perpendicularmente a membrana
dessa regido. Os perfis de reticulo endoplasmatico
rugoso ( R ) sao relativamente escassos e espalha-

dos, quando comparados aos machos normais. Os nu
cleos ( N ) estao aparentemente localizados mais
proximos da regiao central das celulas, devido a

menor quantidade de granulos secretores. Aparelho

de Golgi ( GO ). 8.000 X
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GSM de camundongo femea diabético ( db/db ). Ducto

granuloso. Os granulos secretores ( S ) sao bem
mais numerosos do que nas fémeas normais. No cito
plasma basal, as mitocondrias ( M ) apresentam-se
espalhadas e orientadas ao acaso. Os perfis de re
ticulo endoplasmatico rugoso ( R ) sao pouco nume
rosos. Os nicleos ( N ) estao localizados mais prd
ximos da regiao basal das celulas, provavelmente
pelo aumento da granulagao secretora. Aparelho de

Golgi ( GO ). 8.000 X



DISCUSSAQ

Tendo sido considerada a escolha do animal modelo
para a indugac quimica da diabetes, a dosagem dos agentes
diabetogeénicos, preconizada por nos, foi aquela que estava
dentro dos limites mais usados, apos uma extensa consulta da
literatura. NACE et al ( 1956 ) preconizou para hamster ali
mentado, 10 a 50 mg/kg, como ineficaz, e 60 a 70 mg/kg de pe
so, como diabetogénica, usando como via de administracgao o
selo orbital veneso. Por outro lado, HUNT & BAILEY ( 1961 )
usaram em ratos nao alimentados 250 a 350 mg/kg de peso, por
via subcutianea. Para camundongos, HILTON & GRAVISS ( 1967 )
injetaram, em uma unica dose, 100 mg/kg de peso, de aloxana,
na vela jugular externa, A maioria dos autores que trabalhsa
ram com ratos e usaram a aloxana ou estreptezotocina, a dosi
gem mais usada foi entre 60 a 75 mg/kg de pesco.

QO fato de se ter administrado cinco doses, num pe
riodo de 30 dias, assegura um estado diab&tico irreversivel
dos animais, Segundo LAZAROW ( 1952 ), a diabetes por alo-
zana pode ser reversivel, principalmente quando produzida por
pequenas doses. Doses excessivas causam a morte do animal an
tes mesmo de causar lesoes nas c2lulas beta do pdncreas, co

mo também os animais refratarios a primeira dose, geralmen

te, tambem o sao as doses subseqlentes ( GOMCRI & GOLDNER,
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1943 e KASS & WAISBREN, 1945 ), fatos que nao ocorreram com
nossos animais, pois todos sobreviveram até o momento do sa

crificio e em estade diabetice comprovado.

A perda de peso dos camundongos deve-se, provavel
mente, ao estado diabético dos animais, visto que sempre o-
corre a perdsa de peso em pacientes humanos diabeticos.

A redugao de peso e tamanho das glandulas submandi
bulares e dos rins dos animais tratados com aloxana ou es~-
treptozotocina esta de acordo com os resultados de HANKER et
al, ( 1980 ), Nos camundongos diabéticos ( db/db ), esses
efeitos s3ao compostos pelo hipogonadismo associado com a da
enga. Para os rins de ratos, WEIL III et al. ( 1976 )} atri
buiram aocs efeitos da diabetes a perda de peso dos animais e
a redugac do tamanho dos rins, embora ROSS & GOLDMAN
{ 1971 ), MOGENSEN et al. ( 1973 ), MOGENSEN & ANDERSEN
( 1975 ) e FOY & SALTH ( 1879 ) entendam que haja um grande
aumento no tamanho dos rins, tanto na diabetes juvenil como
na experimental.

As glandulas supra-renais dos animais tratados a-
presentaram um aumento de peso, quando comparadas aos contro
les, ao contrario dos resultados apresentados com relacao aos
outros orgaos. Segunde HELLERSTROM et al, ( 1962 ), camun-
dongos com gens db/db exibem uma hiperadrenalcorticalismo re
fletida pela hipertrofia da supra-renal cortical, e DUBOC et
al, ( 1975 ) observaram um aumento deos niveis de corticoste
rona no plasma. NAEYE ( 1968 ) relatou que, acs 32-50 dias

de idade, o peso das glandulas supra-renals de camundongos
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diab&ticos eram somente 717 daquelas dos camundongos contro
les. Alem do que ele observou que a massa citoplasmatica das
células da supra-remal cortical nos camundongos diabeticos
era somente 757 daquelas dos controles. Contudo, os estudes
feitos por RATSIMAMANGA ( 1969 ), em camundongos diabéticos
de 2 a 4 meses de idade, atestam que o peso do par das supra
-renais nos camundongos diabéticos { db/db ) era em media
11 mg, quase duas vezes ¢ valor para os controles, acompanha
do de uma hipertrofia da cOrtex e meduls da glandula supra-
renal.

Em nossos estudos, os testiculos dos camundongos
com diabetes induzida pela aloxana ou estreptozotocina apre
sentaraz uma redugao de tamanho e peso. SCHUFFLING et al.
( 1963 ) sugerem que os efeitos hipogonadicos da diabetes ob
servados em camundongos com gens db/db sac rememorativos dos
distirbios na potencia e fertilidade sexual, freqllentemente
verificados, na fase pré-insulinica, em seres humanos. HANKER
et al. ( 1980 ) observaram efeitos marcantes da doenga no ta
manho e peso das gonadas dos camundongos de ambos 0s Sexo0s.
Varias hipoteses tem surgido tentando explicar o hipogonadis
mo observado em pacientes diabéticos, as quais, gerzlmente,
propoem ser algum dano ou disturbio do eixo hipotalamico—hi
pofisario, com relacao a funcgao gonadotrofica ( WHITE, 1947;
SCHUFFLING et al., 1963; DAUBRESSE et al., 1978 ), Essas hi
poteses sao apoiadas por estudes "in vitro" da produgao de
testosterona nos testiculos de camundongos normais e diabeti

cos, 08 gualis nac apresentaram diferengas ( COFFEY et
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al., 1980 ).

A proteinuria apresentada nos animais diabéticos
pela aloxana ou estreptozotocina, provavelmente, se deva a
alteragoes glomerulares ou tubulares, cu ambos, estando de
acordo com as conclusSBs de WEIL III et al ({ 1976 }, que,
trabalhando com rates, atribuiram a proteinuria as altera-
¢oes renais, que poderiam ser causadas pelo estado diabetico
de animal ou pela toxicidade da estreptozotocina, £ notdrio
que proteiniiria & caracteristica de doencga renal ( WINTON &
BAYLISS, 1970 ) e ( SODEMAN & SODEMAN, 1983 ), entretanto,
as causas das lesoes renais, sugeridas por diversos autores,
sao variadas. ARISON et al. ( 1967 )}, WEIL III et al ( 1976)
e FOY & SALIH ( 1979 ) apresentaram a aloxana e a estreptozo
tocina como causas de lesoes renais. Ja LAZAROW & PALAY
{ 1946 ) e LEE et al, ( 1974 ) atribufram essas lesoces mais

propria condig¢do diabetieca ou ao uso de doses excessivas

o

do que a natureza quimica desses agentes.

Por outro lado, em trabalhos mais recentes, onde a
estreptozotocina foi usada no tratamento dos mais variados
tipos de cancer, um nimero significante de pacientes apresen
tou proteinlria transitadria durante 2 administragao da droga
{ STOLINSKY et al., 1972; SCHEIN et al,, 1974; DUPRIEST JR.
et al., 1975; BBERG et al,, 1981 ), Esses autores atribuiram
a proteiniuria aos efeitos toxicos da droga sobre os rins,
visto que, com a suspensﬁo da droga, a fungio renal se resta
beleceu. A maioria dos pacientes em tratamento com a estrep-

tozotocina apresentou proteiniria, além de ocutras elimina
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gaes anormais, contudo, somente um nimero bastante reduzido
desses pacientes apresentou glicosdria ou elevagao da taxa
de glicose no soro, mas sem desenvolver uma diabetes clinica
e com total restabelecimento do metabelismo, apds a cessagac

da droga.
¢

Aparentemente, mais contraditdorios, foram os acha
dos de LIKE et al. ( 1972 ), em que camundongos machos nor
mais ( db/n ) excretaram quantidades significantes de protel
nas pela urina, ao contrario dos camundonges machos diabéti
cos ( db/db ). Esses autores descartaram a possibilidade de
que a proteiniria seja um resultado da patologia glomerular,
mas nao excluem o papel hipotético da hiperglicemia como um
importante estimulo de alteragoes glomerulares na diabetes
mellitus. HANKER et al. ( 1980 ) confirmaram aqueles achados
de LIKE, para camundongos diabéticos ( db/db ) de geragao es
pontanea.

Como pode ser observado, faz-se mnecessario nao ape
nas um estudo especifico relacionande a proteiniiria com  as
lesdes renais, mas, tambem, os varios fatores que podem cau
sar essas lesdoes, ou seja, as diabetes espontanea ou induzi
da por drogas, ou a toxicidade dessas drogas, ou ainda, a es
pécie de animais utilizados {( machos ou femeas ).

Em nossas observagoes, as celulas acinosas das
glandulas submandibulares dos camundongoes tratades com alo-
Xagna ou estreptozotocina nao apresentaram aquelas alteragaes

degenerativas ou necrgticas, descritas por CUTLER et al.,

( 1979 )}, em ratos diabéticos pela estreptozotocina no perio



do de 14 a 21 dias apds o tratamento, Por outro lado, as al
teragoes observadas por esses autores, as quais tiveram ini
cio 24 horas apds o tratamento, ou seja, a fusao de varios
granulos de secregao, formando grandes lagoas de material se
cretor e tornando-se mals proeminentes durante a segunda se
mana, foram observadas, também, em nosso material, nas célu
las acinosas dos camundongos que receberam estreptozotocina
como tratamento, Naqueles animais que receberam a aloxana,
os granulos secretores das células acinosas apresentaram um
possivel inicio de um processo semelhante, mas sem formar la
goas de material secretor. CUTLER et al. ( 1979 ), em seu es
tudo, relacionou a fase degenerativa cu necrdtica em ratos
diabéticos, que teve inicio durante o periodo de 14 a 21
dias apos o tratamento com estreptozotocina, como coinciden
te com a fase do decréscimo da atividade enzimadtica descrita
por WRIGHT & GIAMMARA ( 1976 ).

Em nosscs estudos, os acinos, os ductos intercali
dos e os ductos coletores das glandulas submandibulares dos
camundongos diab&tices ( db/db ) de geragao espontinea, ma-
chos e femeas, mostraram-se semelhantes aos dos Tespectivos
animais contreles, estandc de acorde com cs resultados de
CARSON ( 1979 1},

Os ductos granulosos das glandulas submandibulares
dos camundongos tratados pela azloxana ou estreptozotocina a-
presentaram uma redugao consideriavel de tamanho, e esboga
ram, ainda, alteragoes citoplasmaticas evidentes, vistos nos

cortes corados pela HE e em cortes semifinos corados com
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azul de metileno - azur II de Mallory., Essa redugdc ou con
tragao dos ductos granulosos pede ser atribuida aocs efeitos
hipogonaticos da diabetes, levando a glindula submandibular
a apresentar aquelas caracteristicas encontradas nas glandu
las dos camundongos femeas, descritas pela primeira vez por
LACASSACNE ( 1940a ), como dimorfismo sexual, LACASSAGNE
( 1940a ) e RAYNAUD ( 1960 ) observaram, também, que a glan
dula submandibular nao apresenta dimorfismo sexual antes da
puberdade., Ainda LACASSAGNE ( 1940c¢ ) relatou que a castra-
cao de camundongos machos adultos resultou na regressac dos
ductos secretores, os quais adquiriram a aparéncia e dimen
soes dos ductos das glandulas submandibulares das femeas.
CHRETIEN ( 1977 ) observou que uma das caracteristicas do de
senvolvimento afetadas pelo hipogonadismo nos camundongos
diab&ticos foi a diferenciagao celular nas glandulas subman
dibulares de camundongos machos. Sob circunstincias normais,
0 aumento na testosterona, que acompanha a puberdade nos ma
chos, resulta na diferenciagao e hipertrofia dos ductos gra
nulosos dos camundongos machos.

As alteragoes citoplasmaticas encontradas nas célu
las dos ducteos granulosos nos camundonges tratados com agen
tes diabetogenicos, assim como nos animais diabéticos ( db/
db ) machos, apresentaram-se semelhantes ao nivel da microi
copia éptica, quanto ao nimero de grinulos de secrecao, de-
sorganizagaoc do citoplasma e a predomindncia da Area ocupada
pelos acinos sobre os ductos granulosos. Excetuam-se dessa

semelhan¢ca algumas regices dos ductos granulosos daqueles
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animais que receberam estreptozotocina como tratamento, ten
do-se verificado que algumas celulas apresentaram um maior
grau de sevefidade, com areas necroticas ou degenerativas e
grandes vactolos ¢ que, provavelmente, se deva 2 agao toxica
da droga, pois nao foram observadas na diabetes espcntinea.
CUTLER et al. ( 1979 ) observaram que atrofia ou degeneragao
das glandulas salivares na diabetes pode acarretar o decréi
cimo da secregﬁo salivar, como, algumas vezes, & encontrado
em pacientes diabéticos, Em estudos com ratos diabéticos pe
la estreptozotocina, esses autores observaram degeneragao ,
autofagia, necrose das células acinosas e substituigao do te
cido secretor por tecido conectivo nas glandulas submandibu
lares. Essas alteragoes ocorreram dentro de um periodo de 14
a 21 dias apos o tratamento com a droga. Em estudos realiza
dos por CARSON ( 1979 ), camundomgos diabeticos { db/db )
nao apresentaram evidéncias de degeneragao nas glandulas sub
mandibulares, mesmo apos 12~24 meses. Esse autor argumentou
que estes aspectos merecem estudos adicionais.

X microscopia eletronica, os ductos granulosos dos
animais tratados com aloxana ou estreptozotocina revelaram
alteragoes, algumas devidas ao estado diabético, e outras,
provavelmente, causadas pela agao toxica das drogas, As alte
ragdes causadas pelo estade diab&tico sao representadas por
transformagoes morfoldgicas indicativas de feminizagéo dos
ductos, provocadas, talvez, pelo hipogonadismo freqlientemen
te encontrado nas diabetes.

As alteragoes que aparentemente foram provocadas
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pela agao toxica da droga, ou provavelmente pelo niimero de
doses administradaé, uma vez que nao foram observadas nos
animais com diabetes espontanea, sao aquelas ancontradas nas
celulas dos ductos granulosos dos animais tratados com es-
treptozotocina, em que saoc evidentes areas necroticas ou de
generadas e grandes vacliclos, estando de acordo ccm oS resul
tados preliminares de CAMARGO et al. ( 1981 ). Outras altera
gaes, presumivelmente provocadas pelos efeitos da droga, sao
agquelas apresentadas pelos granulos secretores dos ductos,
pelos perfis de reticulo endoplasmatico rugosc e cutras orga
nelas, as mudancas de padrazo das cristas das mitocondrias e
o actmulo de material secretor nas ceélulas acinosas dos ani
mais tratados com estreptozotccina. Os animais gque receberam
a aloxana come tratamento apresentaram també&m alteragaes cau
sadas pelo efeiteo da droga, mas sem atingirem as mesmas pro
porgoes de severidade, como aquelas provocadas pela estrepto
zotocina. CARSON ( 1979 ), em machos com diabetes espontanea
também nao observou as alteragoes agui descritas em animais
com diabetes induzida por drogas.

As transformacoes morfoldgicas causadas pelo hipo
gonadismo presente nas diabetes ocorrem tanto nos camundon-
gos machos diab&ticos por indugzo, como naqueles diabeticos
de geragao espontanea. As transformagaes que ocorrem nas
glandulas submandibulares dos camundongos machos diabé&ticos,
além da redugao dos ductos granulosos comoe um todo, referem-

se as celulas dos ductos granulosos, que apresentaram relati

vamente poucos granulcs secretores, Os perfis de reticulo en



63

doplasmatico rugosc sao mals esparsos, menos extensos e de-
sorganizados, as mitocondrias sao mais proeminentes, alonga
das, orientadas perpendicularmente 2 lamina basal e geralmen
te aparecem associadas com as extensas invaginagoes da nem
brana basal plasmatica., Essas caracteristicas que as células
dcs ductos granuloscs dos camundengos machos diabétices por
indugao ou de geragaoc espontanea apresentaram, sao semelhan
tes aquelas encontradas nas femeas normais, sugerindo, des
sa forma, a feminizacao dos ductos granulosos das glandulas
submandibulares de camundongos macheos diabaticos por indu
¢ao, assim como os de geragao espontanea, de acordo também

com os resultados de CARSON ({ 1979 ) e com os resultados pre

liminares de HILTON et al. ( 1981 ).

Nas fémeas diab&ticas ( db/db ) de geragao espontd
nea, os ductos granulosos das glandulas submandibulares apre
sentaram transformagoes que diferenciam do aspecto encontra
do nas feémeas normais ( db/n )}, sugerindo uma semelhanga mais
proxima daguela encontrada nos machos normais. Essas trans
formagoes sugerem a masculinizagao dos ductos granulosos das
glandulas submandibulares das feémeas diabéticas ( db/db ),
confirmando os resultades de CARSON ( 1979 ) e os estudos ul
tra-estruturais das glandulas submandibulares de camundongos,
realizados por CARAMIA ( 1966 a e b ), apresentando as dife
rengas sexuais das células dos ductos granulosos entre ma-
chos e fémeas e em camundongos machos castradoes.

0s resultados histoquimicos para a localizagao da
acetilcolinesterase, na inervagao parassimpatica das glEndE

las submandibulares, demonstraram a presenga dos axonios em
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tornoc dos ductos granulosos e adjacentes as celulas acinosas.,
Nos camundongos machos normais ( db/n ), os zxonios foram ni
ticamente evidenciados, tornando possivel acompanhar, ate
mesmo, um uUnico axonio em torno dos ductos ou dos acinos.

Nos animais diabé&ticos, pela administragao da dlo
xana, pode-se observar uma diminuigao aparente do numeroc de
axonios em torno dos ductos granulosos e dos acinos. Esse
aparente decréscimo em niUmero e intensidade de reagao, esta
de acordo com os resultados de CARSON ( 1979 ) e HANKER et
al, ( 1980 ), para camundongos machos diabeticos { db/db )
de geragao espontanea,

Quanto aos camundongos diabeticos pela estreptozo

tocina, aparentemente parece ter havide um aumente da inerva

¢ao parassimpatica em torno dos ductos e dos acinos. £ pro
vivel que esse fato tenha ocorrido devide a grande redugao
sofrida pelos ductos granulosos e, conseqlentemente, pela

glandula num todo, fazendo com que houvesse uma maior concen
tragac de acetilcolinesterase num espago menor de tecido., Es
se mesmo aspecto pode ser observado nas glandulas submandibu
lares dos camundongos machos diab&ticos ( db/db ) de geragao
espontanea, visto que elas assemelharam-se no grau de redE
¢ao ou contragac que as glandulas desses animais sofreram,.
CARSON ( 1979 ) demonstrou que o produto da reagao da acetil
colinesterase estava localizado adjacente as vesiculas agra
nulares esfericas, estruturas semelhantes ds termimagoes ner

vosas. Uma outra hipotese, que nao pode ser descartada e que

pode ter influenciado nesse resultado, & a espessura do cor
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te, mesmo porque o tecido glandular, incluido em agar a 77,

-+ L]

demenstrou ser dificil de cortar pelo sistema de secgac fei
ta através do "Vibratome", ccmsiderando, ainda, o estado de
alteragoes que as glandulas submandibulares dos animais tra
tados com estreptozotocina apresentavam,

As glandulas submandibulares dos camundongos fe-
meas diabeticos { db/db ), de geragdo espountanea, apresenta
ram um aumento aparente da inervagao parassimpatica, quando
comparadas acuelas das fémeas normais. Esses achados estao
de acordo com os resultados de CARSON ( 1979 ) e HANKER et
al. ( 1980 ). CARSON, contudo, argumenta que, embora tenha
havido um aumento nos ductos granulosos das femeas diabéti-
cas, eles permaneceram ainda menores que ¢s dos machos nor
mais. Contude, houve um aumento definido na atividade da ace
tilcolinesterase, associadz aos nervos em tornec dos ductos
granulosos, quando comparada com as femeas normais.

0s resultades histoquimicos observados na inerva
cac parassimpatica das glandulas submandibulares dos camun
dongos diabeticos pela aloxana e nas femeas diab&ticas ( db/
db ), vem reforgar a idéia da feminizagao nos camundongos ma
chos diabéticos e a masculinizagao nas feémeas diab&ticas. Es
se dimorfismo sexual morfologico e histoquimico que as glan
dulas submandibulares apresentaram, provavelmente, 520 conse
qllencias do hipogonadismo presente na diabetes.

Existem evidencias de que a masculinizagao ocorre
em mulheres diabéticas. SZPUNAR et al. ( 1977 ) ocbservaram

que a incideéncia de excesso de pelos entre mulheres diabeti
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cas ( 297 ) superou aquela encontrada em pacientes mulheres

nao diabeéticas ( 13% ). Em mulheres diab&ticas com idade
igual ou acima de 38 aﬁos, foi observade que a concentragao
de plasmas andrSgenos, androstenediona, dehidrotestosterona,
testosterona e dehidroepiandrosterona era significantemente
mais alta do que a dos grupos controles de mesma idade. Re-
sultados semelhantes nao foram encontrados em camundongos fE
meas diabeticos.

CARSON ( 1979 ) argumenta as varias indicagoes pe
las quais a masculinizagao ocorreu nos camundongos femeas
digbéticos ( db/db ). O padrao da reagao de acetilcolineste
rase e citocromo oxidase pareceu ter claramente aspecto dos
machos, como também a morfolegia ultra-estrutural das célu
las dos ductos granulosos era semelhante a dos machos, Cs
nossos resultados em relagaoc as femeas diabéticas, confirmam
esses achados. Aquele autor acrescenta, ainda, que a locali
zagao imunocitoquimica do fator de crescimento do merve nas
femeas diabeticas tinha caracteristicas dos machos. Existem
ainda varias explicacoes para esses fenomenos em camundongos
femeas diabeticos, incluindo a perda do equilibrio estrdgeno
-andrdgenc, devido 20 hipogonmadismo, hipersecregao de andré
genos da cOrtex da supra-renal, diminuicac do catabolismodos
androgenos e aumento da sensibilidade andrdgena dos tecidos
periféricos, COLEMAN and BURKART ( 1977 ) observaram que a
presenga de altos niveis de corticosteroides da supra-renal
dos camundongos diabéticos sugerem que a hipersecrecao pode

ser a origem da masculinizacaoc nos camundongos femeas diabé
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ticos,

SCHWAB et al. ( 1976 ) observaram que a diminuigao
marcante da reacac dos nervos colinérgicos des ductos estria
dos menores, caracteristica das femeas, quando comparada
com a reagao da inervacgao dos ductos granulosos maiores dos
machos, sao reminiscencias das diferengas no teor do fator
de crescimento do nervo desses diferentes tipos de ductos
das glandulas submandibulares.

HANKER et al. ( 1980 ) também atribuiram a diminui
¢ao dos nervos colinesterase-positivas, vistos nos machos
diabeticos e o aumento na inervacao correspondente das fe-
meas diabéticas, como diferengas nos tipos de ductos. Esses
autores acrescentaram ainda que essas observagoes sugerem
que, em areas muito ricas em fator de crescimento do nervo,
tais como nas glandulas submandibulares de camundonges, o fa

tor de crescimento do nervo pode ter um efeito sobre o desen

volvimento da inervagao parassimpatica, bem como sobre a
inervagao simpatica e sensorial. Este efeito sobre o mnervo
colinérgico pode ser direto ou indireto. No Ultimo caso, o

fator de crescimento do nervo pode liberar um fator que pode
afetar o desenvolvimento do nerve parassimpatico. Alternati
vamente, pode ser um fator dos ductos granulosos, independen
te do fator de crescimente do nervo, que controla o desenvoi
vimento dessa inervagao.

Em resumo, a diabetes induzida em camundongos, pe
la aloxana ou estreptozotocina, apresentou caracteristicas

semelhantes aquelas encontradas nos camundongoes machos dia
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béticos ( db/db ) de geragao espontdnea. Tais caracteristi-
cas foram atribuidas ao hipogonadismo precente nas diabetes,
com a feminizagao das células dos ductos granulosos. Outras
alteragoes mais severas nas células dos ductos granulosos e
nas celulas acinosas, asgim como, a maior perda de pesc, a
redugao mais acentuada das glandulas submandibulares e dos
rins e a maior taxa de proteinuria, nos animais tratados com
estreptezotocina, foram atribuidas 3 agao tdéxica da droga ou

ao numero de doses administradas. Baseado nesses resultados,

pode~se admitir que a estreptozotocina seja uma droga mais
toxica que a aloxana. As glandulas submandibulares dos ca-
mundongos femeas diabeticos também apresentaram caracteris

ticas morfologicas e histoquimica da inervagao parassimpa-
tica, que suportam a hipotese de que a masculinizagao ocorre

nas femeas diabeticas,



RESUMO

Camundongos machos, C57BL/KsJ db/mn normais, foram
submetidos a tratamento com aloxana ou estreptozotocina, a-
gentes diabetogénicos, para indugao da diabetes, e camundon
gés diabéticos, C57BL/KsJ db/db, machos e femeas, de geragao
espontinea, foram usados para estudos morfoldgico e histoqui
mico das glandulas submandibulares.

0s camundongos machos normais receberam cinco inje
¢oes intraperitoneais de aloxana ou estreptozotocina, em in
tervalos regulares de 7 dias cada uma. Antes e durante o tra
tamento foram feitos testes de urina com fitas reagentes
( Combistix ), para controle de glicose, proteina e pH. Os
animais foram sacrificados por perfusao intravascular de 590
lugcdo salina normal, seguida de 27 de paraformaldeido em
0,1M tampao fosfato pH 7,4, completande a fixagao por 2,5 ho
ras sob imersao em 2% de paraformaldeido e 3% de glutaraldei
do em 0,1 M tampao fosfato pH 7,4. Varios orgaos foram reti
rados e pesados,

0 estudo morfoldgico das glandulas submandibulares
foi feito através da microscopia optica e eletrdnica. Para
o estudo histoldgico, foram.empregados cortes em parafina e
semifinos em resina. No estudo ultra-estrutural, fol empre

gada a técnica do "Wafer embedding”. O estudo histoquimico da
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inervagao parassimpatica das gldndulas submandibulares foi
feito atraves da acetilcclinesterase,

Todes os camundongos machos sob tratamento com os
agentes diabetogenicos apresentaram perda de peso associada
3 proteiniirie e glicosiria; a reducao de pesc e tamanho das
glindulas submandibulares, rins e testiculos; e ao aumento
de peso e tamanho das glandulas supra-renais.

Histologicamente, as glandulas submandibulares dos
camundongos machos diabeticos por indugao apresentaram predo
mindncia da &area ocupada pelos acines, decorrente da redu-
cao dos ductos granulosos, adquirindo aparéncia e dimensoes
daqueles das fEmeas normais. Visiveis alteragoes foram evi

denciadas nas células dos ductos granulosos, com grau de se
veridade maior para os animais que receberam estreptozotocl
na do qgue para aqueles que receberam aloxana como tratamen
to, quando comparados com os animais controles. As glandulas
submandibulares dos camundongos diabéticos pela agao da alo
xana, apresentaram uma aparente redugio dos axonios evideE
ciados atraves da acetilcolinesterase, ao contrario daqueles
animais diabéticos pela agao da estreptozotocina e dos ma-
chos diabéticos de geragao espontdnea, que apresentaram um
suposto aumento na atividade da acetilcolinesterase,

Ao nivel ultra-estrutural, as glandulas submandibu
lares dos camundongos machos diabeticos pela  administragao
das drogas, evidenciaram : ( 1 ) transformagoes nas cé&lulas
dos ductos granuloses, que passaram a apresentar algumas ca

racteristicas semelhantes &s encontradas nos ductes granulo
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sos dos camundongos femeas normais; ( 2 ) algumas alteracoes
mais severas nas celulas dos ductos granulosos, gque provavel
mente se devam_E toxicidade das dreogas, principalmente da es
treptozotocina; ( 3 ) alteragoes nos granulos das celulas a-
cinosas dos animais tratados com estreptozotocina, pelo acE
mulo de material secretor em forma de lagoas.

A estreptozotocina demonstrou ser um agente diabi
togeénico mais severo que a aloxana.

As glandulas submandibulares dos camundongos ma-
chos diabéticos ( db/db ) de geracao espontanea apresentaram
caracteristicas morfoldgicas semelhantes aquelas encontradas
nos ductos granulosos dos machos diabéticos por indugao, que
também sao semelhantes adquelas das fémeas normais.

As glandulas submandibulares des camundongos f§
meas diabeticos ( db/db ) de geragao espontinea apresentaram
caracteristicas morfoldgicas e histoquimica, que sugerem se
melhancas mais proximas daquelas encontradas nos machos nor

mais.

Diante dos resultados, as glaandulas submandibula-
res dos camundongos machos diab&ticos pela indugao quimica
ou de geragaoc espontanea ( db/db ) e também das femeas diabe
ticas ( db/db ), apresentaram transformacoes causadas pelo
hipogonadismo presente nas diabetes, que levam a sugerir a
feminizagao dos machos e a masculinizagao das fémeas diab&ti
cos, além de algumas alteragoes gue sao provavelmente devi

das 4 acdo toxica das drogas.
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