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ESTUDO MORFOMETRICO DO CRESCIMENTO
DE GLANDULAS SUBMANDIBULARES DE
RATOS TRATADOS COM ISOPROTERENOL. II.
MODIFICACOES NO COMPARTIMENTO DOS
DUCTOS GRANULOSOS.

MORPHOMETRIC STUDY OF THE RAT SUBMANDIBULAR
GLANDS ENLARGEMENT INDUCED BY ISOPROTERENOL. II.
CHANGES IN THE CONVOLUTED GRANULAR TUBULE
COMPARTMENT.

Luana Campos ANDRADE*
Mirian Aparecida ONOFRE**
Rumio TAGA***

Estudou-sc através de métodos estereologicos ao microscopio Optico, as modificagdes que ocorrem no
compartimento dos ductos granulosos de glandulas submandibulares de ratos induzidos ao crescimento por
injegoes de cloridrato de isoproterenol por 14 dias. A analise dos resultados obtidos mostrou que as dimensdes
morfométricas absolutas do sistema de ductos granulosos, praticamente ndo se modificaram durante todo o
periodo de crescimento glandular induzido pelo isoproterenol, assim o seu volume total, o volume celular
médio, o numero total de células e o comprimento total, mantiveram-se ao redor, respectivamente , de 39
mms’, 972 1.Lm3, 34 x 10° células e 86 m. As tinicas dimensdes morfométricas que exibiram modificagoes
estatisticamente significativas foram a sua densidade de volume na glandula e o seu didmetro externo, ambas
no intervalo de 0 a 3 dias de tratamento, quando decresceram, respectivamente, de 48% e 21%. Desse modo,
os resultados mostraram que as cé€lulas serosas dos ductos granulosos, ao contrario das células acinosas, ndo
exibem o efeito sialadenotrofico quando submetido a tratamento crénico com isoproterenol.
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INTRODUCAO

O isoproterenol (IPR) é um agonista B-adrenérgico
sintético, com potente efeito sialogogo nas glandulas
salivares maiores, causando uma rapida e ‘abundante

exocitose de %raos de secregido de células acinosas
2,13,15,21,29.30

Por outro lado, a administragdo repetida de
isoproterenol mostra um conspicuo efeito
sialadenotréfico sobre as glandulas parétidas e
submandibulares, provocando em duas semanas um
aumento exuberante em suas massas frescas’* 3,363 e
Este aumento de massa glandular estd acompanhado
por alteragdes morfoldgicas e bioquimicas, como por
exemplo, aumento no tamanho dos 4cinos, mudangas
no tamanho e estrutura dos graos de secregdo e
aumento significativo na atividade sintética de

proteinas de exgortagﬁo, de RNA e de
DNA579102127283

Em trabalho anterior desenvolvido no nosso
laboratério (ANDRADE, ONOFRE E TAGA® -
Revista da FOB, v.2, n.3 - 1994), estudamos
morfometricamente a participagao da hiperplasia e da
hipertrofia de células acinosas no crescimento de
gldndulas submandibulares induzido por tratamento
crénico com isoproterenol. A andlise da evolugdo do
volume celular e do nimero absoluto de células
acinosas avaliadas por métodos morfométricos,
mostrou que, o enorme crescimento do volume
absoluto do compartimento acinar ocorre
essencialmente por processo hipertrofico, uma vez que
o volume celular exibiu um soberbo aumento de
584,6%, enquanto o nimero de cé¢lulas ndo mostrou
aumento estatisticamente significativo em todo
periodo de tratamento.

Deste modo, neste trabalho, procurou-se caracterizar
através de métodos estereologicos, as modificagoes
quantitativas que ocorrem no compartimento dos
ductos granulosos durante esse crescimento glandular
induzido.

MATERIAL E METODOS
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O expenmento foi desenvolvido em 20 ratos machos
- da linhagem Wistar, com massa corporal de 200 a 240
g, provenientes do Biotério Central da Faculdade de
Odontologia de Bauru - USP. Os ammals foram
divididos em 5 grupos experimentais. O 12 _grupo de 4
animais recebeu por via intra-peritoneal, 1 ml de
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solugdo salina de cloreto de s6dio a 0,9% em dose
inica. Os outros grupos receberam diariamente
injegdes de cloridrato de isoproterenol (Wintrop
Laboratories) diluido em agua bi-destilada (10 mg/ml)
e administrado na dosagem de 4 mg /100g de massa
corporal, durante 3,5,7 e 14 dias. Ap6s 30 horas da
tiltima dose da droga em cada grupo, os animais foram
anestesiados por inalagdo de éter etilico e as suas
massas corporais avaliadas em uma balanga Mettler
P1.000. As glandulas submandibulares foram
rapidamente removidas e pesadas em uma balanga de
precisdao Mettler H-20.
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As glandulas submandibulares dos 20 animais foram
fixadas em liquido de Helly (bicromato de potassio,
cloreto de mercurio e formol) por 3 horas a temperatura
ambiente e processadas segundo procedimentos
estardizados até a inclusdo em parafina.

Cortes semi-seriados de 5 m foram obtidos em um
micrétomo Leitz e submetidos a coloragdo pela técnica
do tricromico de Masson.
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O volume processado (Vp) das glandulas
submandibulares de cada animal foi calculado através
da massa fresca glandular (m), da densidade glandular
(d) e do fator de retragdo (FR) provocada pelo
processamento histologico, pela relac;]ao Vp=m/d .
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Em 50 campos h1st010glcos escolhldos por
amostragem sistematica (Welbel ) utilizando-se de
objetiva Leitz 100X e uma ocular Kpl 8X Zeiss,
contendo no seu plano focal um graticulo de integragio
II Zeiss, constituido por 10 linhas paralelas e 100
pontos simetricamente distribuidos, contamos: a) o
numero de pontos sobre os ductos granulosos (Pdg),
anotando-e separadamente aqueles sobre os nucleos
(Pngg) e citoplasmas (Pcitdg) das células ductais e o
namero total de pontos sobre a glandula (P); b) o
nimero de interssegoes (c) das bordas das imagens de
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nucleos de células dos ductos granulosos com as linhas
paralelas do graticulo; ¢) o numero de imagens de
nucleos (n) de células dos ductos granulosos .

A partir desses dados e conhecendo-se o volume
processado das glandulas (Vp), a area total examinada
(A), a distancia entre as linhas do graticulo (d) e a
espessura do corte (t), calculamos segundo indicagdes
de Weibel®® ¢ Aherne & Dunnil’, as seguintes
dimensdes morfomeétricas dos ductos granulosos:

a) Vvdg = Pag/p (um™'%);
b) Vtgg = Vvag (mm’);

¢) Ndag=2n . Vp/ A(c/n. . d + 2t)( por glandula);
d) pndg = Pngg/Pndg + Pcitdg (wm’);

€) peitdg = Pcitdg/Pndg + Pcitdg (n mo).

O coeficiente de variagdo da média da proporgdo ou
"erro'(e), associado a avaliagdo da densidade de
volume do ducto granuloso (Vvdg) de cada animal foi

avaliadozgela relagio: e = V1 - Vvgg/P
‘(Schaefer
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As medidas ortogonais de 50 nticleos de celulas de
ductos granulosos por animal, foram obtidas com uma
ocular micrométrica Olympus 10x, de filamento
deslocavel e uma objetiva de imersdo 100x. De posse
das medidas ortogonais (D e D2) obtivemos para cada
nucleo, o seu didmetro geométrico médio D (D =
\Dj.D2) e a partir dos 50 valores obtidos para cada
animal, calculamos a média aritmética D.
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A sobre-estimativa da densidade de volume do nicleo
na célula (pndg) devida ao efeito Holmes (consultar

Weibel ) foi, corrigida pela relagdo:
pndg corr = pndg/(1 + 3t/2D) (Andrade, Onofre e
Taga3).

A densidade de volume corrigida do citoplasma
(cit dgeorr) € igual a pitdgeorr= 1 - Pndgcorr.

O volume nuclear foi obtido pela férmula geométrica
do volume da esfera: Vngg = 4/3 nR>

Conhecendo-se o volume nuclear, a densidade de
volume corrigida do ntcleo e a densidade de volume
corrigida do citoplasma, calculamos o volume
citoplasmatico(Vcitdg) pela relagao:

VCltdg = Vndg pcitdgeorr./PNdgcorr-
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As medldas de 20 tra.nsec;oes de ductos granulosos para
cada animal, foram obtidas com a mesma ocular
micrométrica Olympus 10x e a objetiva 100x,
escolhendo-se sempre aqueles ductos seccionados
transversalmente.

A partir do didmetro externo médio (Dedg) € do volume
total (Vtdg) calculamos o comprimento total (Ctdg)
pela relagdo geométrica do cilindro reto:

Ctag = Vtdg/ (Dedg 10er
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Os dado:a morfometrlcos dos varios grupos fora.m
confrontados entre si, através da analise de varidncia
global, a um nivel de significincia de 5%. Quando o
teste F indicou existéncia de diferengas, procuramos
essas dlferengas através do teste de contraste de médias
de Tuckey

SR

No caso da densidade de volume, os testes estatisticos
foram feitos apods transformagio arco seno dos dados
originais.

RESULTADOS

Os diferentes parametros morfométricos obtidos para
0s varios grupos experimentais, encontram-se na
Tabela 1. A anélise dos resultados da tabela 1 mostrou
que:

- a massa glandular cresceu 135,8% sob estimulo do
1soproterenol durante 14 dias;

- a fragdo de volume glandular ocupada pelos ductos
granulosos (densidade de volume) sofreu uma queda
de 48,4% (P< 0,05) ap6s 3 dias de tratamento com a
droga; nos periodos subsequentes ndo houve
diferencas estatisticas significantes (P> 0,05);

- 0 volume total, o niimero total de células, o volume
nuclear e celular e o comprimento total ndo mostraram
diferengas estatisticamente significantes durante todo
periodo de tratamento (P>0,05);

- o valor de F = 13,9 obtido pela andlise de variincia
para os didmetros dos ductos granulosos indicou a
existéncia de difernga estatistica significante entre
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TABELA 1 - Dimensdes morfo émcas dos ductos granulosos de glandulas submandibulares de ratos submetdios a tratamento diario com isoproterenol
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Massa glandular mg 384,3 Q1+ 15,46* 603,0 Q21+ 25,04 651,0 021+ 56,31 760,8 Q1+ 96,22 906,3 021+ 187,90
Densidade volume %% 15,9 Q1+ 0,69 8,2 Q1+ 1,09 6,2 Q1+ 0,89 6,6 Q1+ 1,69 5,4 Q1% 0,65
Volume total Wlmm3 47,9 Q1+ 2,66 39,3 Q1+ 6,93 31,2Q1+ 336 379 Q1+ 796 38,301 + 7,84
N° céls x 106 glindula 38,001 + 5,84 30,8 Q1+ 1,32 36,2 Q1+ 4,34 32,1 Q1£ 4,59 32,8 Q1+£6,34
Volume nuclear Qlpm’ 46,4 Q1+ 4,00 67,6 Q1+ 11,92 64,7 Q144,23 57,6 Q1+ 1,72 64,0 Q1+ 5,47
Volume celular Q]},Lm3 8172 Q1+ 64,81 898,8 Q1+ 85,80 1070,9 Q21+ 92,35 996,6 21+ 94,03 1077,9 Q1+ 124,23
Didmetro externo .le.m3 28,9 Q1+ 0,91 229 Q1+ 0,56 23,3 Q1+0,72 23,3 Q1+0,30 252 Q1+0,78
Comtpartianilemo T 68,8 Q1+ 11,30 98,8 Q1+ 22,97 76,4 Q1+ 12,01 108,1 Q1+ 14,16 79,1 Q1+ 19,12
* Média Q1+ erro padréio da média |

grupos; o teste de contraste de médias mostrou que essa
difernca est entre 0 a 3 dias de tratamento, quando o
didmetro ductal diminui de 21,1% (P<0,05).

DISCUSSAO

No presente trabalho, o tratamento com doses repetidas
de isoproterenol durante 2 semanas, provocou um
aumento final de 135,8% na massa fresca de suas
glandulas submandibulares, que passou de 384,3g aos
0 dias para 906,3g aos 14 dias.

As glandulas submandibulares do rato estdo
constituidas por dois compartimentos secretores: um
formado pelas estruturas terminais do adendmero, os
acinos e o outro representado por segmentos
convolutos do sistema de ductos intra-lobulares, os
ductos granulosos ou tubulos granulares
convolutos 2%

Em trabalho anteri0r3’, estudamos nos mesmos cortes
histologicos utilizados na presente pesquisa, a
participagdo do crescimento dos acinos no aumento
final de massa das glandulas submandibulares de ratos
sob estimulo cronico com o isoproterenol. Deste modo,
verificou-se que, a densidade de volume, volume total
e volume celular médio dos dcinos aumentaram apos
14 dias de tratamento com a droga, respectivamente ,
58,8%, 296,1% e 585,1%. Como o numero absoluto
de células acinosas ndao mostrou aumento
estatisticamente significativo durante todo o periodo
estudado, concluiu-se que o enorme crescimento do
volume do compartimento acinar ocorreu
exclusivamente por aumento do volume individual de
suas unidades celulares.
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Cumpre salientar, que ONOFRE'® estudando
morfometricamente os mecanismos responsaveis pelo
soberbo crescimento de glandulas pardtidas de ratos
induzidos pelo isoproterenol, mostrou que esse
crescimento também ocorria exclusivamente por um
processo hipertréfico. Nesses dois trabalhos g :
inferiu-se que o numero significativo de figuras de
mitoses multipolares presentes nos periodos iniciais do
tratamento, estaria associado ao aparecimento
crescente de células poliploides nas glandulas salivares
e que as mitoses bipolares,também presentes,
estariam direcionadas a reposi¢ao de células acinosas
que degeneram durante a fase de maior crescimento
glandular. Em relagdo a esta ultima inferéncia,
salientamos que esse mecanismo de renovagio celular
esté presente em um nivel baixo, mas significativo, em
uma glandula salivar normal de um animal adulto

Nessa segunda etapa da pesquisa, procuramos estudar
a participagdo do compartimento dos ductos
granulosos nesse crescimento glandular induzido. Para
isto, avaliamos as modificagdes que ocorrem nessas
estruturas, em relag@o a densidade de volume, volume
total, nimero total de células, volume celular médio,
diametro e comprimento total.

A analise das dimensdes morfométricas absolutas dos
ductos granulosos obtidos nas quantificagdes, mostrou
que, ao contrario do compartimento acinar que
apresentou crescimento acentuado durante todo
periodo experimental (ANDRADE; ONOFRE;
TAGA"), os ductos granulosos praticamente nao
sofreram modificagdes. Assim, as suas dimensoes
morfométricas: volume total, volume celular médio,
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nimero total de células e comprimento total,
mantiveram-se ao redor, respectivamente, de 39 mm3,
972 um3, 34x 10° células/glandula e 86 m.. As Ginicas
dimensodes que exibiram modificagdes significativas
foram a sua densidade de volume e o seu didmetro
médio, apos 3 dias de tratamento com a droga, quando
decresceram, respectivamente, 48,4% e 21,0%.
Cumpre salientar, que alguns pesquisadores 7777,
sugerem que, os ductos granulosos ao serem
comprimidos pelos 4cinos hipertrofiados perdem seus
granulos e atrofiam-se.

O isoproterenol ¢ um agonista beta-simpatomimético
que atua nas glandulas salivares maiores, estimulando
receptores beta presentes no plasmalema das células
secretoras, provocando com isto, dois efeitos: um
imediato, o efeito sialogogo ou secretagogo, € o outro
mais demorado, dependente de doses diarias repetidas,
o efeito sialoadenotrofico, que provoca o soberbo
crescimento na massa ou volume glandular o
resultados obtidos no nosso laboratério, mostraram
que nas glandulas submandibulares do rato, as células
sero-mucosas dos acinos, exibem frente ao
isoproterenol, tanto o efeito sialogogo como o
sialoadenotréfico, enquanto que, as células serosas dos
ductos granulosos mostraram, mesmo apos tratamento
repetido com a droga, somente o efeito sialogogo.

In order to evaluate the modifications in the granular
convoluted tubule compartment of the rat submandibular
induced by intraperitoneal administration of isoproterenol
for 14 days, stereological dimensions of these glandular
structures were determined in light microscope. The
analysis of the results showed that the absolute
morphometric dimensions of the convoluted granular
tubules did not exhibit modifications during the whole
induced growth period, thus, the compartmental total
volume, the mean cellular volume, the absolute number of
cells and compartmental total length kept about, 39
mm’, 972 j.Lm3, 34 x 10° cells and 86 m, respectively.
Morphometric dimensions that showed statistically

significant alterations were only the volume density of the

structures in the glands and his external diameter, in the
period of 0-3 days of treatment, when decreased 48% and
21%, respectively. The results from that investigation
showed that the convoluted granular tubule serous cells
oppositely acinar cells, did not present the sialoadenotrofic
effect after cronic treatment with isoproterenol.

UNITERMS: Convoluted granular tubule; Submandibular
gland; Isoproterenol
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