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=& RESUMO: Os ductos granulosos das glandulas submandibulares do camundongo apresentam evidente
dimorfismo sexual, sendo mais numerosos e desenvolvidos no macho. Na fémea, tais estruturas sao
masculinizadas pela agdo de varios hormonios, dentre eles a progesterona. Mostrou-se no presente
trabalho que esta estimulagao é reversivel e ocorre 60 dias ap6s cessada a aplicagio da progesterona.
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Introducao

O parénquima da gldndula submandibular do camundongo é constituido por
unidades morfofuncionais denominadas adendmeros, 0s quais contém diversos com-
partimentos celulares, a saber: 4cino, ducto intercalar, ducto granuloso, ducto estriado
e ducto excretor.®

O dimorfismo sexual das glandulas submandibulares de camundongos, demons-
trado por Lacassagne,® caracteriza-se pelo predominio dos ductos granulosos nos
animais machos.%8% Qutros estudos evidenciaram que esta caracteristica era conse-
gléncia da agdo dos horménios androgénicos. 3

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

a) a injecdo de testosterona na fémea elimina o dimorfismo sexual em relagao
aos machos, “masculinizando” os ductos granulosos;10.15.21

b) as fémeas portadoras da sindrome anovulatéria androgénica “masculinizam”
os ductos granulosos; 2
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c) situagdes fisiolégicas, como a prenhez?’ e a lactacdo, estimulam os ductos
granulosos;
d) substéncias que apresentam alta atividade progestacional, como o acetato de

ciproterona’® e o acetato de medroxiprogesterona,® estimulam os ductos granulosos
de fémeas adultas.

Outros hormédnios parecem agir em menor escala ou de forma indireta na
diferenciacdo e manutencao dos ductos granulosos, por exemplo: hormoénios hipofi-
sarios, 1! horménios adrenocorticoides? % e hormonios pancreaticos.?

Uma influéncia estimuladora da progesterona sobre os ductos granulosos da
submandibular do camundongo fémea tem sido demonstrada.47.1416.27 Tg] influéncia,
em nivel estrutural, evidencia-se por um aumento no tamanho dos ductos granulosos,
bem como maior quantidade de granulos de secre¢do. No nivel histoquimico obser-
VOUu-se que a progesterona aumenta a intensidade de rea¢do para o aminoacido
triptofano nos ductos dos animais injetados.8

No entanto, ndo ha informacdes se tal efeito estimulador é duradouro ou no.

Baseado nestes fatos, € que nos propomos a estudar a reversibilidade ou ndo
dos efeitos estimuladores da progesterona sobre os ductos granulosos do camundongo
fémea, e se houver reversibilidade, determinar em quanto tempo ela ocorrera.

Material e método

Para a realizacfo deste trabalho, foram utilizados 24 camundongos de 60 dias
de idade, sendo 3 machos e 21 {émeas.

Os animais foram obtidos por acasalamento realizado no Biotério do Departa-
mento de Patologia, da Faculdade de Odontologia Campus de Aragatuba, UNESP, e
alimentados com ragio comercial e dgua ad libitum.

Os animais machos nao sofreram qualquer tipo de tratamento, enquanto nas
fémeas foram injetados diariamente, durante 14 dias, 5 mg de progesterona diluida
em 0,1 ml de 6lec de amendoim neutro, com excec¢ao das fémeas-controle, nas quais
foram injetadas apenas 0,1 ml de éleoc de amendoim neutro. As injegbes foram
realizadas subcutaneamente na face cérvico-lateral, alternando-se diariamente os
lados direito e esquerdo.

Apds a ltima injecao, os animais foram divididos em grupos de 3 e sacrificados
NnOos seguintes tempos:

« GRUPO A: Machos normais, sacrificados juntamente com o Grupo B.

« GRUPO B: Fémeas-controle, sacrificadas 24 horas apés a ultima injegéo.
« GRUPO C: Fémeas injetadas, sacrificadas 24 horas apds a ultima injecé&o.
« GRUPO D: Fémeas injetadas, sacrificadas 10 dias apés a ultima injecgéo.
« GRUPO E: Fémeas injetadas, sacrificadas 20 dias ap6s a ultima injegao.

- GRUPOQ F: Fémeas injetadas, sacrificadas 40 dias ap6s a ultima injeco.

- GRUPO G: Fémeas injetadas, sacrificadas 60 dias ap6s a ultima injecéo.
« GRUPO H: Fémeas injetadas, sacrificadas 90 dias ap6s a ultima injecéo.
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O sacrificio dos animais foi feito por deslocamento cervical, no periodo matinal,
apos jejum prévio de 10-12 horas.

As glandulas submandibulares foram removidas, dissecadas do tecido conjun-
tivo circunvizinho e lavadas em solucao fisioldgica.

As glandulas do lado direito foram recortadas em fragmentos de aproximada-
mente 2 mm de espessura e fixadas em Helly por 6 horas a temperatura ambiente.
Apoés a fixacdo, foram lavadas em dgua corrente durante uma noite, desidratadas,
diafanizadas e incluidas em parafina. Foram realizados cortes de 6 pm de espessura,
corados pelo Tricrémico de Mallory para exame histologico.

As glandulas do lado esquerdo foram cortadas ao meio, fixadas em formol neutro
por 24 horas, lavadas por 1dia em agua corrente, desidratadas, diafanizadas e incluidas
em parafina. Foram obtidos cortes com 12 pm de espessura para histoquimica de
proteina, sendo utilizado o método do paradimetilaminobenzoaldeido (PABA) em meio
acido!® para a detecgéo do aminoéacido triptofano.

Resultado

1 Resultados histoldgicos

Grupo A - Machos normais

Nestes animais, as glandulas submandibulares mostram um predominio de
ductos granulosos, que sdo constituidos por células prismaticas altas, nucleos esféri-
cos localizados no pdlo basal do citoplasma e grande quantidade de granulos de
secrecdo nos 2/3 apicais do citoplasma (Figura 1).

Grupo B - Fémeas-controle

As gldndulas submandibulares mostram numero reduzido de ductos granulosos
quando comparadas aos machos normais. Estes ductos sdo constituidos por células
prismaticas baixas e com pequena quantidade de granulos de secrecéo restritos a
regido apical (Figura 2).
Grupo C - Fémeas injetadas, sacrificadas 24 horas apds a ultima injegao
Grupo D — Fémeas injetadas, sacrificadas 10 dias ap6s a iiltima injecao

Nestes grupos é bastante evidente o aumento de tamanho dos ductos granulo-

s0s, bem como um acentuado numero de granulos de secrecdo no. citoplasma das
células (Figuras 3 e 4).
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Glandula submandibular de camundongos. Coloragao: Tricrémico de Mallory.

FIGURA 1 - GRUPO A: Machos normais.
FIGURA 2 - GRUPQ B: Fémeas-controle.
FIGURA 3 - GRUPO C: Fémeas sacrificadas 24 horas apés o tratamento.

Observar a nitida predominancia de granulos de secregdo nos ductos granulosos dos animais machos normais em
relagdo as fémeas-controle. Notar, ainda, que a quantidade de grdnulos de secregdo nos ductos granulosos
das fémeas sacrficadas 24 horas apés o tratamento se aproxima dos pardmetros dos animais machos normais
(aumento 540x).

Grupo E — Fémeas injetadas, sacrificadas 20 dias apés a ultima injecao

Grupo F - Fémeas injetadas, sacrificadas 40 dias apds a ultima injecdo

Nos animais destes grupos observa-se uma diminui¢do no tamanho dos ductos
granulosos e menor quantidade de granulos de secre¢do em relagao aos grupos C e
D (Figuras 5 e 6).
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Glandula submandibular de camundongos. Coloragao: Tricrémico de Mallory.,

FIGURA 4 - GRUPO D: Fémeas sacrificadas 10 dias apos o tratamento.

FIGURA 5 - GRUPO E: Fémeas sacrificadas 20 dias apos o tratamento.

FIGURA 6 - GRUPO F: Fémeas sacrificadas 40 dias apés o tratamento.

Observar o nitido aumento de tamanho dos ductos granulosos das {émeas sacrificadas 10 dias ap6s o tratamento,
tornando-se semelhante aos machos normais. Nos grupos sacrificados 20 dias e 40 dias ap6s o tratamento, observar

uma redugdo no tamanho dos ductos granulosos, bem como menor quantidade de granulos de secregao, quando
comparados aos grupos C e D (aumento  540x)

Grupo G - Fémeas injetadas, sacrificadas 60 dias apds a iltima injecao

Grupo H — Fémeas injetadas, sacrificadas 90 dias apos a ultima injecao

Nestes animais nao sdo observadas alteragdes referentes ao aspecto estrutu-

ral dos ductos granulosos, quando comparados ao Grupo B (fémeas-controle) (Figu-
ras 7 e 8).
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Glandula submandibular de camundongos. Coloragdo: Tricrémico de Mallory.

FIGURA 7 - GRUPQO G: Fémeas sacrificadas 60 dias apds o tratamento.
FIGURA 8 - GRUPO H: Fémeas sacrificadas 90 dias apds o tratamento.

Observar a atrofia dos ductos granulosos das fémeas sacrificadas 60 dias apdés o tratamento, evidenciando a

reversibilidade do efeito masculinizante da progesterona. O mesmo quadro se mantém aos 90 dias pos-tratamento
(aumento 540x).

2 Resultados histoquimicos

Os resultados histoquimicos para o aminoacido triptofano estdo resumidos na
Tabela 1.

A reacao para o aminoéacido triptofano foi intensamente positiva nos granulos
de secrecao dos ductos granulosos dos animais machos normais (Figura 9). As
fémeas-controle mostram uma fraca intensidade de reagdo para este aminoacido
(Figura 10).

A injecdo de progesterona promoveu, nos ductos granulosos das fémeas sacri-
ficadas 24 horas apds a ultima injecdo, um aumento da intensidade de reacéo
(Figura 11), aproximando-se dos pardmetros do macho normal. O mesmo aconteceu
com as fémeas injetadas, sacrificadas 10 dias apés a ultima injecédo (Figura 12).

As fémeas tratadas, sacrificadas 20 dias (Figura 13) e 40 dias (Figura 14) apos a
ultima inje¢ao de progesterona, apresentaram uma moderada intensidade de reagao
para o aminoacido triptofano, ligeiramente maior que as fémeas-controle.

Nas fémeas tratadas e sacrificadas 60 dias (Figura 15) e 90 dias (Figura 16) apos
a ultima injecdo de progesterona, os ductos granulosos mostraram uma fraca inten-
sidade de reacdo para o aminodacido triptofano, semelhante a observada nas fémeas-
controle.
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Glandula submandibular de camundongos. Histoquimica do aminoacido triptofano.

FIGURA 9 - GRUPQ A: Machos normais.
FIGURA 10 - GRUPO B: Fémeas-controle.
FIGURA 11 - GRUPQ C: Fémeas sacrificadas 24 horas apés o tratamento.

Observar que 0s ammais machos normais apresentam maior positividade ao triptofano do que as fémeas-controle.
Notar, ainda, que nas fémeas sacrificadas 24 horas ap6s o tratamento, a reagao ao triptofano aproxima-se do
resultado obtido para o grupo macho normal (aumento 338x).

Tabela 1 — Resultados da reagao histoquimica para triptofano na glandula subman-
dibular de camundongos

Estruturas
Grupos y Ducto Ducto Ducto Ducto
Acino . .
intercalar granuloso estriado excretor
Macho normal (A) - - -+ - -
Fémea controle (B) = - + ~ -
Fémea + progesterona 24 horas (C) - - ++ - -
Fémea + progesterona 10 dias (D) = - - - -
Fémea + progesterona 20 dias (E) = - + - -
Fémea + progesterona 40 dias (F) - - + - -
Fémea + progesterona 60 dias (G) — = + - -
Fémea + progesterona 90 dias (H) - - + - -

- Nao houve reagdo;  + Reagdo fraca;  ++ Reacdo moderada; +++ Reacdo forte;  ++++ Reagdo intensa
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Glandula submandibular de camundongos. Histoquimica do aminoacido triptofano.

FIGURA 12 - GRUPO D: Fémeas sacrificadas 10 dias apds o tratamento.
FIGURA 13 - GRUPQ E: Fémeas sacrificadas 20 dias apés o tratamento.
FIGURA 14 - GRUPO F: Fémeas sacrificadas 40 dias apés o tratamento.

Observar que os ductos granulosos das fémeas sacrificadas 10 dias apés o tratamento apresentam uma intensidade
de reagédo ao triptofano semelhante acs machos normais. Notar que a reagéo € moderada nos ductos granulosos
das fémeas sacrificadas 20 dias e 40 dias apds o tratamento; contudo, é ligeiramente maior que as fémeas-controle
(aumento 338x).

Discussao

Os nossos resultados em nivel estrutural mostraram, nas fémeas injetadas com
progesterona, um aumento no tamanho dos ductos granulosos, bem como maior
quantidade de granulos de secregao. Igualmente, em nivel histoquimico, mostraram
um aumento na intensidade de reacgéo para o amino4cido triptofano.

O efeito estimulante da progesterona sobre os ductos granulosos da submandi-
bular do camundongo fémea tem sido admitido por alguns autores 471416 Alteracoes
semelhantes sdo observadas em camundongos fémeas prenhes e lactantes.5%%7
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Glandula submandibular de camundongo. Histoquimica do aminoécido triptofano.

FIGURA 15 - GRUPO G: Fémeas sacrificadas 60 dias apds o tratamento,
FIGURA 16 - GRUPO H: Fémeas sacrificadas 90 dias apds o tratamento.

Observar que a positividade ao triptefano nestes dois grupos nao exibe diferenca em relagdo as fémeas-controle,
evidenciando a reversibilidade do efeito masculinizante da progesterona. (aumento 338x).

Sugere-se que esta atividade da progesterona e de outros esterdides progesta-
cionais seria desencadeada pela interagao com os receptores androgénicos; a proges-
terona pode ser convertida em 5*-dihidrotestosterona em alguns 6rgaos andrégeno-
dependentes, como as gldndulas prepuciais do rato.?

Esta sugestao pode ser viavel em relacdo & agdo da progesterona nos ductos
granulosos da glandula submandibular de camundongos fémeas. Alguns trabalhos
tém mostrado que in vitro a gldndula submandibular tem capacidade de incorporar
colesterol e converté-lo em dihidroepiandrosterona, o qual possui atividade androgé-
nica.? Ainda, podem transformar in vitro a pregnenolona em progesterona e dihidroe-
piandrosterona, bem como converter a progesterona em androstenediona.

Progestagenos, como o acetato de medroxiprogesterona,'? e mesmo antiandro-
genos, como o acetato de ciproterona,'® tém efeito estimulador sobre os ductos
granulosos da glandula submandibular de machos castrados e fémeas normais,
provavelmente em razéo da alta atividade progestacional desses farmacos.

A presenca de receptores para progestagenos® e para a progesterona? tem sido
demonstrada na glandula submandibular de ratos. Tais receptores estao localizados
no sistema de ductos, mas ndo nos acinos,* e em maior quantidade nas glandulas
das fémeas.?

E possivel, assim, que os efeitos da progesterona sobre os ductos granulosos
possam ser modulados por uma interagdo com receptores especificos nas células
ductais.

O efeito “masculinizante” observado na prenhez mostra aumento no peso das
glandulas, maior porcentagem de ductos granulosos, aumento do didmetro dos ductos
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granulosos, localizagdo basal do nucleo e auséncia de estriagbes basais.?” Tais
alteracdes sdo creditadas pelo autor a uma expressao de efeitos metabdlicos comple-
mentares da progesterona.

Nossos resultados mostraram ainda que a “masculiniza¢o” da glandula induzida
pela progesterona ndo atinge valores iguais ao do animal macho normal, 0 que
igualmente acontece na prenhez e lactagdo.®

Rossi?® ja demonstrou que na prenhez e lactagédo o efeito masculinizante inicia-se
a partir do 102 dia de prenhez e persiste aumentando até o final da lactacéo (212 dia).

Para Travill,%’ as alteracdes de peso e o aspecto microscépico das glandulas
submandibulares observadas na prenhez somente regridem cerca de 6 semanas apos
o final da prenhez.

Com relacdo a reversibilidade deste efeito “masculinizante”, nossos resultados
mostram que 0 processo comecga a se estabelecer discretamente aos 20 e 40 dias
pds-injecdo e somente retorna acs parametros do animal controle aos 60 dias.

Dados da literatura mostram que sdo necessarios pelos menos 10 dias para a
completa atrofia da glandula apds a castracdo cirirgica em machos® e que persiste
o efeito masculinizante até o final da lactagdo nas fémeas.® Assim, nos parece que,
4 semelhanca do formulado por Rossi, 2 a retengdo de horménios no tecido glandular
possibilitaria a manutengdo da masculinizagdo mesmoc em fases de reducéo da
progesterona plasmatica.

Conclusao

De acordo com os resultados obtidos por intermédio do estudo histologico e
histoquimico dos efeitos da progesterona sobre a glandula submandibular de camun-
dongos fémeas, concluimos que:

« aprogesterona exerce um efeito estimulante sobre os ductos granulosos da glandula
submandibular;

. este efeito "masculinizante” é totalmente reversivel e ocorre 60 dias ap6s haver
cessado a aplicagac da progesterona.

SILVA, H. A. da, MELHADO, R. M. Reversibility of the effects of progesterone on the
subrnandibular gland of female mice. Histological and histochemical study. Rev. Odontol.
UNESP (Sédo Paulo), v.25, n.1, p.85-96, 1996.

= ABSTRACT: The granular ducts of mice submandibular glands shows an evident sexual dimorphism,

and it is more numerous and developed in male. Such structure in female turns to masculine pattern

' 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 of progesterone application.

®» KEYWORDS: Submandibular gland; progesterone.
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