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• RESUMO: Os duetos granulosos das glândulas submandibulares do camundongo apresentam evidente
dimorfismo sexual, sendo mais numerosos e desenvolvidos no macho. Na fêmea, tais estruturas são
masculinizadas pela ação de vários hormônios, dentre eles a progesterona. Mostrou-se no presente
trabalho que esta estimulação é reversível e ocorre 60 dias após cessada a aplicação da progesterona.
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Introdução

o parênquima da glândula submandibular do camundongo é constituido por
unidades morfofuncionais denominadas adenômeros, os quais contêm diversos com
partimentos celulares, a saber: ácino, ducto intercalar, ducto granuloso, ducto estriado
e ducto excretorB

O dimorfismo sexual das glândulas submandibulares de camundongos, demons
trado por Lacassagne,lO caracteriza-se pelo predomínio dos ductos granulosos nos
animais machos 2 .6.26 Outros estudos evidenciaram que esta característica era conse
qüência da ação dos hormônios androgênicos 2 .3

Alguns trabalhos mostram que os ductos granulosos das fêmeas podem ser
estimulados em determinadas situações, tais como:

a) a injeção de testosterona na fêmea elimina o dimorfismo sexual em relação
aos machos, "masculinizando" os duetos granulosos; 10.15.21

b) as fêmeas portadoras da síndrome anovulatória androgênica "masculinizam"
os ductos granulosos;12
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c) situações fisiológicas, como a prenhez27 e a lactação,5 estimulam os ductos
granulosos;

d) substâncias que apresentam alta atividade progestacional, como o acetato de
ciproterona16 e o acetato de medroxiprogesterona,18 estimulam os ductos granulosos
de fêmeas adultas.

Outros hormônios parecem agir em menor escala ou de forma indireta na
diferenciação e manutenção dos ductos granulosos, por exemplo: hormônios hipofi
sários,1.11 hormônios adrenocorticóides21 .25 e hormônios pancreáticos.9

Uma influência estimuladora da progesterona sobre os ductos granulosos da
submandibular do camundongo fêmea tem sido demonstrada 4 .7,14.16.27 Tal influência,
em nível estrutural, evidencia-se por um aumento no tamanho dos ductos granulosos,
bem como maior quantidade de grânulos de secreção. No nível histoquímico obser
vou-se que a progesterona aumenta a intensidade de reação para o aminoácido
triptofano nos ductos dos animais injetados. 18

No entanto, não há informações se tal efeito estimulador é duradouro ou não.
Baseado nestes fatos, é que nos propomos a estudar a reversibilidade ou não

dos efeitos estimuladores da progesterona sobre os ductos granulosos do camundongo
fêmea, e se houver reversibilidade, determinar em quanto tempo ela ocorrerá.

Material e método

Para a realização deste trabalho, foram utilizados 24 camundongos de 60 dias
de idade, sendo 3 machos e 21 fêmeas.

Os animais foram obtidos por acasalamento realizado no Biotério do Departa
mento de Patologia, da Faculdade de Odontologia Campus de Araçatuba, UNESP, e
alimentados com ração comercial e água ad libitum.

Os animais machos não sofreram qualquer tipo de tratamento, enquanto nas
fêmeas foram injetados diariamente, durante 14 dias, 5 mg de progesterona diluída
em 0,1 mI de óleo de amendoim neutro, com exceção das fêmeas-controle, nas quais
foram injetadas apenas 0,1 mI de óleo de amendoim neutro. As injeções foram
realizadas subcutaneamente na face cérvico-Iateral, alternando-se diariamente os
lados direito e esquerdo.

Após a última injeção, os animais foram divididos em grupos de 3 e sacrificados
nos seguintes tempos:

• GRUPO A: Machos normais, sacrificados juntamente com o Grupo B.
• GRUPO B: Fêmeas-controle, sacrificadas 24 horas após a última injeção.
• GRUPO C: Fêmeas injetadas, sacrificadas 24 horas após a última injeção.
• GRUPO D: Fêmeas injetadas, sacrificadas 10 dias após a última injeção.
• GRUPO E: Fêmeas injetadas, sacrificadas 20 dias após a última injeção.
• GRUPO F: Fêmeas injetadas, sacrificadas 40 dias após a última injeção.
• GRUPO G: Fêmeas injetadas, sacrificadas 60 dias após a última injeção.
• GRUPO H: Fêmeas injetadas, sacrificadas 90 dias após a última injeção.
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o sacrifício dos animais foi feito por deslocamento cervical, no período matinal.
após jejum prévio de 10-12 horas.

As glândulas submandibulares foram removidas, dissecadas do tecido conjun
tivo circunvizinho e lavadas em solução fisiológica.

As glândulas do lado direito foram recortadas em fragmentos de aproximada
mente 2 mm de espessura e fixadas em Helly por 6 horas à temperatura ambiente.
Após a fixação, foram lavadas em água corrente durante uma noite, desidratadas,
diafanizadas e incluídas em parafina. Foram realizados cortes de 6 11m de espessura,
corados pelo Tricrômico de Mallory para exame histológico.

As glândulas do lado esquerdo foram cortadas ao meio, fixadas em formal neutro
por 24 horas, lavadas por 1dia em água corrente, desidratadas, diafanizadas e incluídas
em parafina. Foram obtidos cortes com 12 11m de espessura para histoquímica de
proteína, sendo utilizado o método do paradimetilaminobenzoaldeído (PABA) em meio
ácido13 para a detecção do aminoácido triptofano.

Resultado

1 Resultados histológicos

Grupo A - Machos normais

Nestes animais, as glândulas submandibulares mostram um predomínio de
duetos granulosos, que são constituídos por células prismáticas altas, núcleos esféri
cos localizados no pólo basal do citoplasma e grande quantidade de grânulos de
secreção nos 2/3 apicais do citoplasma (Figura 1).

Grupo B - Fêmeas-controle

As glândulas submandibulares mostram número reduzido de duetos granulosos
quando comparadas aos machos normais. Estes duetos são constituídos por células
prismáticas baixas e com pequena quantidade de grânulos de secreção restritos à
região apical (Figura 2).

Grupo C - Fêmeas injetadas, sacrificadas 24 horas após a última injeção

Grupo D - Fêmeas injetadas, sacrificadas 10 dias após a última injeção

Nestes grupos é bastante evidente o aumento de tamanho dos duetos granulo
sos, bem como um acentuado número de grânulos de secreção no citoplasma das
células (Figuras 3 e 4).
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Glândula submandibular de camundongos. Coloraçâo: Tricrômico de Mallory.

FIGURA 1 - GRUPO A: Machos normalS.

FIGURA 2 - GRUPO B: Fêmeas-controle.

FIGURA 3 - GRUPO C: Fêmeas sacnllcadas 24 horas após o tratamento.

Observar a nitlda predommância de grânulos de secreçâo nos duetos granulosos dos anunalS machos normais em
relação às fêmeas-controle. Notar, ainda, que a quantidade de grânulos de secreção nos duetos granulosos
das fêmeas sacrificadas 24 horas após o tratamento se aproxima dos parâmetros dos animais machos normais
(aumento 540x).

Grupo E - Fêmeas injetadas, sacrificadas 20 dias após a últúna injeção

Grupo F - Fêmeas injetadas, sacrificadas 40 dias após a últúna injeção

Nos animais destes grupos observa-se urna diminuição no tamanho dos ductos
granulosos e menor quantidade de grânulos de secreção em relação aos grupos C e
D (Figuras 5 e 6).
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Glândula submandtbular de camundongos. Coloração: Tncrômico de Mallory.

FIGURA 4 - GRUPO o: Fêmeas sacrificadas 10 dias após o tratamento.

FIGURA 5 - GRUPO E: Fêmeas sacrificadas 20 dias após o tratamento.

FIGURA 6 - GRUPO F: Fêmeas sacrificadas 40 dias após o tratamento.

Observar o nítido aumento de tamanho dos duetos granulosos das fêmeas sacnficadas 10 dias após o tratamento,

tornando-se semelhante aos machos normais. Nos grupos sacríficados 20 días e 40 dias após o tratamento, observar
uma redução no tamanho dos ductos granulosos, bem como menor quantidade de grãnulos de secreção, quando
comparados aos grupos C e O (aumento 540x).

Grupo G - Fêmeas injetadas, sacrificadas 60 dias após a última injeção

Grupo H - Fêmeas injetadas, sacrificadas 90 dias após a última injeção

Nestes animais não são observadas alterações referentes ao aspecto estrutu
ral dos ductos granulosos, quando comparados ao Grupo B (fêmeas-controle) (figu
ras 7 e 8).
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Glândula submandibular de camundongos. Coloração: Tricrômico de Mallory.

FIGURA 7 - GRUPO G: Fêmeas sacrificadas 60 dias após o tratamento.

FIGURA 8 - GRUPO H: Fêmeas sacrificadas 90 dias após o tratamento.

Observar a atrofia dos duetos granulosos das fêmeas sacrificadas 60 dias após o tratamento, evidenciando a
reversibilidade do eleito masculinizante da progesterona. O mesmo quadro se mantém aos 90 dias pós-tratamento
(aumento 540x).

2 Resultados histoquímicos

Os resultados histoquírnicos para o aminoácido triptofano estão resumidos na
Tabela 1.

A reação para o aminoácido triptofano foi intensamente positiva nos grânulos
de secreção dos duetos granulosos dos animais machos normais (Figura 9). As
fêmeas-controle mostram uma fraca intensidade de reação para este aminoácido
(Figura 10).

A injeção de progesterona promoveu, nos duetos granulosos das fêmeas sacri
ficadas 24 horas após a última injeção, um aumento da intensidade de reação
(Figura 11), aproximando-se dos parâmetros do macho normal. O mesmo aconteceu
com as fêmeas injetadas, sacrificadas 10 dias após a última injeção (Figura 12).

As fêmeas tratadas, sacrificadas 20 dias (Figura 13) e 40 dias (Figura 14) após a
última injeção de progesterona, apresentaram uma moderada intensidade de reação
para o aminoácido triptofano, ligeiramente maior que as fêmeas-controle.

Nas fêmeas tratadas e sacrificadas 60 dias (Figura 15) e 90 dias (Figura 16) após
a última injeção de progesterona, os duetos granulosos mostraram uma fraca inten
sidade de reação para o aminoácido triptofano, semelhante à observada nas fêmeas
controle.
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Glândula submandibular de camundongos. Histoquimica do aminoácido triptofano.

FIGURA 9 - GRUPO A: Machos normais.

FIGURA 10 - GRUPO B: Fêmeas-controle.

FIGURA 11 - GRUPO C: Fêmeas sacrificadas 24 horas após o tratamento.

Observar que os animais machos normais apresentam maior positividade ao triptofano do que as fêmeas-controle.
Notar, ainda, que nas fêmeas sacriflcadas 24 horas após o tratamento, a reaçâo ao triptofano aproxuna-se do
resultado obtIdo para o grupo macho normal {aumento 338x}.

Tabela 1 - Resultados da reação histoquímica para triptofano na glândula subman
dibular de camundongos

Grupos

Macho normal (A)
Fêmea controle (B)
Fêmea + progesterona 24 horas (e)
Fêmea + progesterona 10 dias (D)
Fêmea + progesterona 20 dias (E)
Fêmea + progesterona 40 dias (F)
Fêmea + progesterona 60 dias (G)
Fêmea + progesterona 90 dias (H)

Estruturas

Acino
Ducto Ducto Ducto Ducto

intercalar granuloso estriado excretor

++++

+

+++

+

+

+

+

+

- Nâo houve reaçâo; + Reaçâo fraca; ++ Reação moderada; +++ Reaçâo forte; ++++ Reação intensa
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Glândula submandibular de camundongos. Histoquímica do aminoácido triptofano.

FIGURA 12 - GRUPO O: Fêmeas sacrificadas 10 dias após o tratamento.

FIGURA 13 - GRUPO E: Fêmeas sacrificadas 20 dias após o tratamento.

FIGURA 14 - GRUPO F: Fêmeas sacrificadas 40 dias após o tratamento.

Observar que os duetos granulosos das fêmeas sacrificadas 10 dias após o tratamento apresentam uma intensidade
de reação ao triptofano semelhante aos machos normais. Notar que a reação é moderada nos duetos granulosos
das fêmeas sacrificadas 20 dias e 40 dias após o tratamento; contudo, é ligeiramente maior que as fêmeas·controle
(aumento 338x).

Discussão

Os nossos resultados em nível estrutural mostraram, nas fêmeas injetadas com
progesterona, um aumento no tamanho dos duetos granulosos, bem como maior
quantidade de grânulos de secreção. Igualmente, em nível histoquírnico, mostraram
um aumento na intensidade de reação para o aminoácido triptofano.

O efeito estimulante da progesterona sobre os duetos granulosos da submandi
bular do camundongo fêmea tem sido admitido por alguns autores4.7.14.16 Alterações
semelhantes são observadas em camundongos fêmeas prenhes e lactantes.5.23.27
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16

Glândula submandIbular de camundongo. HistoquÍImca do aminoácIdo tnptofano.

FIGURA 15 - GRUPO G: Fêmeas sacrificadas 60 dias após o tratamento.
FIGURA 16 - GRUPO H: Fêmeas sacrificadas 90 dias após o tratamento.

Observar que a positividade ao triptofano nestes dois grupos não exibe diferença em relação às fêmeas-controle,
evidenciando a reversibilidade do efeito masculinizante da progesterona. (aumento 338x).

Sugere-se que esta atividade da progesterona e de outros esteróides progesta
cionais seria desencadeada pela interação com os receptores androgênicos; a proges
terona pode ser convertida em 5u-dihidrotestosterona em alguns órgãos andrógeno
dependentes, como as glândulas prepuciais do rato l7

Esta sugestão pode ser viável em relação à ação da progesterona nos duetos
granulosos da glândula submandibular de camundongos fêmeas. Alguns trabalhos
têm mostrado que in vitro a glândula submandibular tem capacidade de incorporar
colesterol e convertê-lo em dihidroepiandrosterona, o qual possui atividade androgê
nica. 22 Ainda, podem transformar in vitro a pregnenolona em progesterona e dihidroe
piandrosterona, bem como converter a progesterona em androstenediona. 22

Progestágenos, como o acetato de medroxiprogesterona,19 e mesmo antiandró
genos, como o acetato de ciproterona,16 têm efeito estimulador sobre os duetos
granulosos da glândula submandibular de machos castrados e fêmeas normais,
provavelmente em razão da alta atividade progestacional desses fármacos.

A presença de receptores para progestágenos24 e para a progesterona20 tem sido
demonstrada na glândula submandibular de ratos. Tais receptores estão localizados
no sistema de duetos, mas não nos ácinos,24 e em maior quantidade nas glândulas
das fêmeas 20

É possível, assim, que os efeitos da progesterona sobre os duetos granulosos
possam ser modulados por uma interação com receptores específicos nas células
duetais.

O efeito "masculinizante" observado na prenhez mostra aumento no peso das
glândulas, maior porcentagem de duetos granulosos, aumento do diâmetro dos duetos
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granulosos, localização basal do núcleo e ausência de estriações basais 27 Tais
alterações são creditadas pelo autor a uma expressão de efeitos metabólicos comple
mentares da progesterona.

Nossos resultados mostraram ainda que a "masculinização" da glândula induzida
pela progesterona não atinge valores iguais ao do animal macho normal, o que
igualmente acontece na prenhez e lactação.23

Rossi23 já demonstrou que na prenhez e lactação o efeito masculinizante inicia-se
a partir do 10º dia de prenhez e persiste aumentando até o final da lactação (21º dia).

Para Travill,27 as alterações de peso e o aspecto microscópico das glândulas
submandibulares observadas na prenhez somente regridem cerca de 6 semanas após
o final da prenhez.

Com relação à reversibilidade deste efeito "masculinizante", nossos resultados
mostram que o processo começa a se estabelecer discretamente aos 20 e 40 dias
pós-injeção e somente retorna aos parâmetros do animal controle aos 60 dias.

Dados da literatura mostram que são necessários pelos menos 10 dias para a
completa atrofia da glândula após a castração cirúrgica em machos26 e que persiste
o efeito masculinizante até o final da lactação nas fêmeas. 23 Assim, nos parece que,
à semelhança do formulado por Rossi,23 a retenção de hormônios no tecido glandular
possibilitaria a manutenção da masculinização mesmo em fases de redução da
progesterona plasmática.

Conclusão

De acordo com os resultados obtidos por intermédio do estudo histológico e
histoquímico dos efeitos da progesterona sobre a glândula submandibular de camun
dongos fêmeas, concluímos que:
• a progesterona exerce um efeito estimulante sobre os duetos granulosos da glândula

submandibular;
• este efeito "masculinizante" é totalmente reversível e ocorre 60 dias após haver

cessado a aplicação da progesterona.

SILVA, H. A. da, MELHADO, R. M. Reversibility af the effects af progesterone on the
submandibular gland of female rnice. Histalogical and histachemical study. Rev. Odontoi.

UNESP (São Paulo), v.25, n.l, p.85-96, 1996.

• ABSTRACT: The granular ducts ofmice submandibular glands shows an evident sexual dimorphism,
and it is more numerous and developed in male. Such structure in female tums to masculine pattem
by the action of several hormones, progesterone is one of them. The present report shown that this
stimulation is reversible and it happened 60 days after cessation ofprogesterone application.

• KEYWORDS: Submandibular gland; progesterone.
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