Rev. FOB 5]
Vi5, n .3/4, p.51-57, jul./dez. 1997

Estupo EstereoLoGIcO DOS DIFERENTES
Componentes EsTruturais pE GLANDULAS
SusmanpisuLAres be Raros Macuos E FEmeas

STEREOLOGICAL STUDY OF THE VARIOUS MORPHOLOGIC
STRUCTURES OF MALE AND FEMALE RAT SUBMANDIBULAR

GLANDS

Débora Barros BARBOSA
Bolsista de I.C. da FAPESP (Proc. 94/1110-1), Aluna de Graduag&o do Curso de Odontologia da FOB - USP.

Rumio TAGA

Professor Associado do Departamento de Morfologia da FOB - USP.

Recebido para publicagéo
em 04/12/96

” a presente pesquisa, avaliou-se as dimensoes morfométricas de acinos,
ductos intercalares, ductos excretores e estroma de glandulas
submandibulares de ratos de ambos os sexos. A andlise dos resultados mostrou
que: a) a massa glandular dos machos foi 42% maior do que nas fémeas; b) os
acinos exibira densidade de volume, densidade de superficie e relagao superficie-
volume maiores nas fémeas e volume nuclear e volume total do compartimento
maiores nos machos; ¢) as densidades de volume e superficie do compartimento
dos ductos inte-calares foram maiores nas fémeas e o seu volume nuclear foi maior
nos machos; d) a densidade de superficie dos ductos excretores ,foi maior nos
animais fémeas; e) o volume total do estroma foi significativamente maior nos
machos; f) o nimero absoluto de células do estroma foi maior nos animais machos,
& nos demais compartimentos nao se observou diferengas estatisticamente
significantes; g) o nimero de écinos foi semelhante nos machos e fémeas. Os
resultados obtidos lnd\caram queas glandulas submandibulares dos ratos machos
exibem diferengas pela morfometria, nos compartimentos dos &cinos,
ductos intercalares, ductos excretores e estroma em relagéo as fémeas.

Unitermos: Glandula submandibular; Rato; Acino; Ducto intercalar; Ducto excretor;
Estroma; Morfometria.
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INTRODUCAO

o Guinouss

daretragio do 6rgio pelo processamento histolégico.

O paré das glandulas dorato
albino de laboratério, estd constituido em sequéncia disto-
proximal por: dcinos, ductos intercalares, ductos
granulosos, ductos estriados ¢ ductos excretores 2"

Os dcinos sdo sero-mucosos e exibem um formato

F icos gerais

A coleta das glandulas foi feita sempre entre § ¢ 10
horas da manha . Apés avaliagio damassa corporal , cada
animal foi anestesiado por inalago de Gter ctilico ¢
glandulas foram |

suas

esferdide, estando c idos por célul:
truncadas com discreta basofilia ergastoplasmiticano polo
basal ¢ granulos de secregdo pouco corados no polo
apical.Os seus niicleos sio elipsdides a esféricos, exibindo

cromatina frouxa ¢ localizados no terco celular basal
10.03.34.20,

Aos dcinos que sio as estruturas terminais seguem-se
os ductos intercalares, que estio constitufdos por camada
Ginica de células achatadas ou cuboidais baixas, tendo os
nicleos ovalados centralmente localizados 24103311,

dissecadas, retiradas e pesadas numa balanga analftic
Mettler H-20. Logo apés a avaliagio de suas massas, as
glandulas submandibulares foram fixadas em liquido de
Bouin por 3 horas. Apés este periodo de fixagio, as
glandulas foram mantidas em etanol 70% por uma noite
No dia seguinte, as glandulas foram desidratadas em etanol
80%, 95% e 100%, diafaniz em xilol e incluidas em
Paraplast (parafina + resina plastica)

Do primeiro grupo de animais foram obtidos, em um

da

Os ductos com
s ductos granulosos que representam um seamemo ductal
altamente desenvolvido ¢ convoluto, sendo mais
comumente designado como tibulo granular convoluto.
Esses lub\llm estdao lormddm por uma camada de células

Ita 00 0s dois tergos apiceis

por gmn(lc quun[idzldc de granulos esférices serosos e de
tamanho varidvel. Os nicleos estao localizados na ba
das células e tendem para o formato esférico®™!%131
Os ductos granulosos continuam-se no adzndmero com
os ductos estriados, que estio revestidos por um epitélio
prismdtico, mais baixo do que o dos ductos granulosos.
Os niicleos sao esféricos e localizados no tergo médio das
células. No tergo basal, as suas células exibem grande
quantidade de estriagdes longitudinais™® 22 Em
1994, Taga, Achéa e Pardini® avaliaram as vérias
dimensdes morfométricas dos ductos granulcsos e estriados
em ratos machos e fémeas. Néo se detectando nenhuma
diferenca entre 0 sexos.

Na presente pesquisa procuramos complementar o
trabalho acima citadlo, as mesma
‘morfométricas nas demais estruturas glandulares, ou seja,
nos dcinos, ductos intercalares, ductos excretores e estroma.

dimens:

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 32 ratos albinos Wistar, 16 machos ¢
16 fémeas com cerca de 120 dias, obtidos no Biotério
Central da Faculdade de Odontologia de Bauru,
Universidade de Siio Paulo, Os animais foram divididos
em 2 lotes de 16 (8 machos ¢ 8 fémeas), que foram usados,
raavaliao avaliagio

mor

Stomo Leica-Jung, cortes semi seriados de 6 pm que
foram corados pelo método da Hematoxilina e Eosina
(HE).

K .

do volume pi

O volume processado (Vp) andulas
submandibulares de cada animal foi calculado a partir da
massa fresca glandular(m), da densidade glandular (d) e
do fator de retragdo (FR) provocado pelo processamento
histolégico, pela relagdo: Vp=m/d . FR. Nesses calctilos
utilizamos d = 1,089 glem?®, valor este obtido em glandulas
submandibulares de ratos adultos porPARDINI; ACHOA:
TAGA ™,

A retragiio provocada pelo processamento histologico
foi avaliada em 16 glandulas do segundo grupo de animais
pelo método de Taga e Sesso¥, o qual consistiu na
obtenio e medidaslincares da glandulasob microscpio

6pico antes e def 6
e o cdleulo do fator de retra

das g

40 em termos volumétricos.

Avaliagdio da densidade de volume (V¥i),volume (otal
(Vti), densidade de superficie (Svi), superficie externa
total (Sti), relagdo superficie-volume (sIi), niimero
absoluto de células (Ni), densidade de volume nuclear
(pni) de cada categoria celular ¢ nimero absoluto de
deinos (NA).

Estes parametros estereolégicos foram avaliados com
objetiva Leitz 100x e uma ocular Kpl 8x Zeiss, contendo
1o seu plano focal um gratfeulo de integragio 11 Zeiss.
constituido por 10 linhas paralelas ¢ 100 pontos




simetricamente distribuidos. Em 50 campos histologicos
escolhidos por amostragem sistemdtica (Weibel, 1969),
contamos: 1) o nimero de pontos (Pi) sobre as imagens
de cada estrutura (i) e sobre toda glandula (P); b) o nimero
de pontos sobre o micleo (Pni) e citoplasma (Peit) das
células de cada estrutura (i); ¢) o mimero de imagens de
nicleos (n) de cada estrutura glandular; d) o nimero de
intersecgoes (1i) das bordas das estruturas com as linhas
paralelas do graticulo; ) o nimero de cruzementos (¢) de
imagens de niicleos comas linhas paralelas do graticulo;
) 0 ntimero de transecgdes de dcinos (nAc).

Conhecendo-se o volume processado da glandula (Vp),
adistancia entre as linhas paralelas do graticulo (d), a drea
(otal examinada (A), o comprimento total das linhas do
reticulo utilizado (L) e a espessura do corte histoldgico (t),
calculamos segundo as indicagdes de Weibel*e Aherne’,
as seguintes dimenses morfométricas © Vvi = Pi/P;
Vii = Vvi x Vpy Svi =2Ii/L; Sti = Svi x Vp; sivi=
SViI/VVisNi = 20 x Vp/A (c/n. d+ 20;pni= Pni/
Pni + Peiti e NAc = 1/B. nAc*/ {VvAc. O B representa
o coeficiente conformacional e vale para a esfera, 1,382

O coeficiente de variagiio ou “erro” associado &
avaliacio da densidade de volume (Vi) foi obtido pela
relagdo de Schaefer” T-Vvi /P Vvi.

Avaliagio do volume nuclear (Vni) e citoplasmiitico
(Vciti) dos diferentes tipos celulares.

Os difmetr (D, e D,) foram obtidos atravé
das medidas realizadas em SO nicleos de cada estrutura
por animal. Foram utilizadas uma ocular micrométrica
Olympus 10x de filamento deslocével ¢ uma objetiva de
imersio 100x. De posse das medidas ortogonais (D, e
D,) para cada categoria celular, calculamos o volume
nuclear pela férmula do volume do elipsdide: V = 7/6 .
D.D, D, . D, onde D,e D, = eixo maior ¢ menor do
nicleo.

A densidade de volume do nicleo na célula (pni) como
foi calculado € um valor sobrestimado devido ao efeito
Holmes (Weibel™). Essa sobrestimativa foi cerrigida usando
fator de corregio (K,): K, = 1 +3t2Dni (Weibel*), onde
t=espessura do corte ¢ Dni = didmetro médio do ndcleo.
Assim, adensidade de volume corrigida do niicleo (pnicorr)
¢ do citoplasma (peiticorr) serd: pnicorr =mi/K, _peiticorr
=1 - pnicorr.

O volume citoplasmdtico (Vciti) foi calculado pela
equagio:

Veiti = Vni . peiticort/pnicorr

e
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Andlise Estatistica

Os resultados obtidos nos ratos machos foram
comparados aos obtidos nas fémeas pela andlise de varidncia
(Lison'®), com nivel de significAncia de P = 0,05 ¢ P =
0,01

RESULTADOS

Os resultados ponderais ¢ as vérias dimensdes
morfométri inos, ductos intercalares, ductos
exeret roma de gl le ratos

Andula

machos e fémeas estdo apresentados na Tabela 1.

A andlise desses dados apresentados mostrou que

4) as massas corporal ¢ glandular foram estatisticamente
maiores nos animais machos, respectivamente, 58% (P <
0,01) e 42% (P < 0,01);

b) o volume glandular apés todas as etapas do
processamento histoldgico, foi 41% (P < 0,01) maior nos
machos;

¢) a densidade de volume, densidade de superficie e
relagio superficie-volume do compartimento dos dcinos
foram maiores nas fémeas, respectivamente. 11.5% (P
<0,01),21,9% (P < 0,01) e 9,3% ( P< 0,05);

d) o volume fotal dos 4cinos ¢ o volume nuclear das
células acinosas, foram respectivamente, 24,7% (P < 0.01)
€ 28,4% (P < 0,01) maiores nos ratos machos;

¢) as densidades de volume e superficic do
compartimento dos ductos intercalares, foram
respectivamente, 53,1% (P < 0,01) e 51,8% (P < 0,01)
maiores nas fémeas;

f) o volume nuclear das células dos ductos intercalares
foi 25% (P < 0,01) maior nos animais machos;

) em relagiio ao ducto excretor, somente o parimetro
densidade de superficie exibiu diferenga estatisticamente
significante de 90,7% ( P < 0,05), as demais dimensces
niio exibiram diferengas;

h) o volume total do estroma foi 47,1% ( P < 0,01)
‘maior nos machos em relagio as fémeas;

i) o nimero total de células do estroma foi 61,6% maior
nos machos (P < 0,01), nos demais compartimentos nao
foram observadas diferengas estatisticamente
significantes (P> 0,05).

j) 0 nimero de dcinos foi semelhante nos machos e
nas fémeas ( P > 0,05).

Os cochc(cntc> de variagio da média (ou “erros”)

a 0 da densidade de volume dos dcin

ductos uucvcalan;s, ductos excretores ¢ estroma foram em
média, respectivamente, 1,38%, 6,96%, 9,73% ¢ 2,85%.
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TABELA 1-Para é de glandul de ratos machos e fémeas.
Parametro Morfométrico Macho Fémea Diferenga Estatistica
Massa Corporal (g) 387,6"+12,19" 244, P <001
Massa Glandular (mg) 501,4= 15,45 352, P <001
Volume Glandular Processado

270,3=9,33 191,8+7,84 P<001
ACINO
Densidade de volume (%) 48,6116 5425114 P <001
Densidage de superficie
om?iom?3) 7303 18,58 890,1+26,72 P <001
Relagao superficie-volume
cm?/em3) 1506,2+ 28,88 1646,0 51,61 P <005
Volume total (mmd) 131,2:538 105,2 + 4,93 P <0,01
Superficie externa total (cm?)  197,68,84 17191171 P>0,05
Volume nuclear (pmd) 176,6= 11,84 137,5+ 4,66 P <0,01
Volume citoplasmético (um®) 788,3+ 63,88 P>0,05
Namero total de células (XWGG) 50,112,222 P>0,05
Nimero de dcinos 455,7217,7 460,9 27,31 P>005
DUCTO INTERCALAR
Densidade de volume (%) 32034 492015 P <001
Densidade de superficie
em?/em3) 7162542 108,7+7,34 P <001
Relago superficic-volume
em2jemS) 2127,6+128,70 2050,9311,73 P>005
Volume total (mm3) 850,89 9,5+0,55 P =005
Superficie externatotal (cm?) 19,5189 2072124 P>0,05
Volume nuclear (um3) 939414 751+1,52 P <001
Volume citoplasmatico (um®3) 178,4 21,40 180,7 6,65 P>0,05
Némero total de células (x108)  14,1=1,00 15,9071 P>005
DUCTO EXCRETOR
Densidade de volume (%) 13 223046 P>005
Depsidage de superficie
emP/em3) 752137 14,341,69 P <005
Relagao superficie-volume
cm2icm3) 582,9+ 123,96

716,9£59,79 P>005
Volume total (mm3) 3,6=084 504282 P>0,
Superficie externa total (cm?) 20037 2,7x0,30 P>0,05
Volume nuclear (umd) 196,410,20 172,1£9,25 P >0,05
Volume citoplasmatico (im3).  605,6:+36,16 525,3+22,48 P>0,05
Ndmero total de células (x108) 2,40,39 P> 0,05
ESTROMA
Densidade de volume (%) 20320,70 19,6+ 1,33 P>005
Volume total (mm3) 55,0+ 2,99 37,4x 229 P<0,01
Nimero total de células(x108)  29,91,16 18,5 1,06 P <0,01
* Média de 8 animais
** Eo padréo da média

DISCUSSAO constitufdas em sequéncia distoproximal por dcinos, ductos

intercalares, ductos granulosos, ductos estriados ¢ ductos
; PINKSTAFE 20)

As glindulas submandibulares do rato estao excretores (LEI



Uma caracteristica marcante na morfologia dessas
glandulas no rato e em roedores de maneira geral, ¢ a
presenga entre os ductos intercalar e esiriado, de um
segmento ductal altamente desenvolvido e convoluto, o
ducto granuloso ou tibulo gragular convoluto
(CHRETIEN, CUTLER; CHAUDHRY’, LEESON",
PINKSTAFF).

Esses tibulos convolutos sdo respensdveis pela
existéneia no camundongo de um evidente dimorfismo
sexual, caracterizado pelo marcante desenvolvimento desse
ducto secretor nos animais machos (CHRETIEN®,
GRESIK; MACRAE!, LACASSAGNE")

O dimorfismo sexual no camundongo foi caracterizado
inequivocamente pela morfometria em trabalho
desenvolvido em nosso laboratGrio por Pacdini e laga
Nesse trabalho, verificou-se que as diferengas
somente nos ductos granulosos, mas também de maneira
marcante nos dcinos, ductos intercalares e estriados e
estroma

Como no rato havia ainda divergéncias quanto a
existéncia de alguma diferenga entre sexos, Pardini, Achta
e Taga’ em uma primeira ctapa, avaliaram as dimensoes
morfométricas dos ductos granulosos e estriados de
glandulas submandibulares de ratos machos e fémeas.
Nesse trabalho, verificaram que os tibulos convolutos e
os ductos estriados de ratos machos exibiam densidade de
volume, volume total, densidade de superficie, superficie
externa total, relagdo superficie-volume, didmetro médio,
comprimento total, volumes nuclear e citoplasmiitico ¢
ntmero absoluta de células semelhantes aos das fémeas,
nio se detectando diferengas estatisticas em nivel de 5%
para nenhuma das dimensoes quantificadas.

No entanto, ficou faltando saber se a inexisténcia de
diferengas entre sexos era extensivel as demais estruturas
glandulares. Deste modo, foi que na atual pesquisa,
procuramos avaliar as dimensoes morfométricas dos
demais de gléndulas deratos
de ambos os sexos.

Amassa glandular absoluta obtida na presente pesquisa,
foi maior nos machos do que nas fémeas, 4 semelhanga
do que havia sido detectado no trabalho de PARDINI;
ACHOA; TAGA™. O volume glandula: processado
mostrou diferenga semelhante.

Quanto aos constituintes glandulares quantificados,
todos exibiram pelo menos para um dos parimetros
avaliados, diferenca estatfstica significantc om nivel de 1%
ou5% de erro,

Os dcinos exibiram diferengas estatisticamente
significantes em relagiio a densidade de volume (P<0,01),
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densidade de superficie(P < 0,01), relagao superficie-
volume (P < 0,05), volume total (P <0,01) e volume nuclear
(P <0,01).

As densidades de volume e
respectivamente, 11,5% e 21,8% maiores nas fémeas. A
diferenga na densidade de volume mostra que os dcinos,
nas fémeas, ocupam maior volume na glandula em relagio
aos demais constituintes. Esse fato, pode ser o responsivel
pela maior densidade de superficic observada, além disso,
devemos lembrar que a maior relagdio superficie-volume
nas fémeas, indica que os dcinos individualmente, sio
menores nas fémeas do que nos machos. Por outro lado,
como tanto o nimero total de célula
nimero absoluto de dcinos, deram resultados muitos
préximos entre machos e fémeas, o volume individual dos
4cinos, maior nos animais machos, s6 poderia ser devido
auma diferenga no volume individual da célula acinosa
entre sexos. Nesse sentido, devemos salientar que o volume
celular no macho & 30% maior do que na fémea, apesar
de que, devido a alta variagiio na avaliagio desse parimetro.
o teste estatfstico néio tenha confirmado a significincia
nessa diferenga.

Quando a densidade de volume dos dcinos foi
transformada em parametro absoluto, ou seja, em volume
total verificamos que esse volume € 24,7% (P < 0,01)
‘maior nos machos

Os ductos intercalares exibiram densidades de volume
e superficie maiores nas fémeas, respectivamente, 53,1%
(P <0,01) e 51,8% (P < 0,01) em relagio aos mesmos
pariimetros nos machos. O que mostra que essas estruturas
530 mais freqiientes nas fémeas; o fato da relagio
superficie-volume ndo exibir diferenca estatistica
significante indica que o padrio morfolégico de diametro
e formato dessas estruturas ¢ semelhante nos dois sexos.

Quanto ao ducto excretor, devido a sua baixa frequéncia
eao na sua distri lentro da glandula,
0 erro envolvido na sua quantificagio foi muito alto.
Observou-se diferenga estatisticamente significante
somente na sua densidade de superficie, que foi 90,7%
(P< 0,05) maior nas fémeas.

Em relagio a fragéio de volume glandular ocupada pelo
estroma, esta foi semelhante nos dois sexos (P> 0,05), no
entanto, em térmos absolutos, o volume total do tecido
conjuntivo intralobular, interlobular ¢ interlobar foi 47.1%
(P <0,01) maior nos animais machos do que nas fémeas.

Os resultados obtidos na presente pesquisa, nos

cl dife namorfologia
de g]andulas submandlbu](\n,\ de ratos machos e fémeas,
detectéveis por métodos morfométricos nos dcinos, ductos

e superficic dos deinos foram

s acinosas quanto o
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ABSTRACT

The dimensions of acini, intercalated ducts, excretory
ducts and stroma of rat submandibular glands of both sexes
were evaluated by stereological methods. The analysis of
the results showed that: a) the gland mass was 42% larger
in the male rats; b) the acinar volume and surface densities
and volume-to-surface ratio were higher ir the females,
while the nuclear and compartimental volumes of acine
were larger in the male; ¢) the intercalated duct volume.
and surface densities were bigger in the females and the
nuclear volume was higher in the males; d) the excretory
duct surface density was bigger in the females rats; e) the
total stroma volume was significantly higher in the male:
f) the total stroma cell number was larger in the male
animals, and for the others structures were not observed

significant ) the absolute number
ul acini was similar in both sexes. These results have
suggested that the submandibular glands of the male rat
exhibit morphometrically detectable differences in the acini,
intercalated and excretory ducts and stroma when
compared to the female animals.

UNITERMS: Submandibular gland; Rat: Acinus;
Intercalated duct; Excretory duct; Stroma; Morphometry
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