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CELULAS DOS DUCTOS GRANULOSOS DA GLANDULA SUBMANDIBULAR DO
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RESUMO
As glindulas submandibulares de camundongos machos castrados mostram uma atrofia do compartimento de ductos
granulosos, com redugio da sintese protéica per estas células. Neste trabalho, estudamos o efeito de wma tnica dose de tes-
tosterona no estimulo da sintese protéica por estas células. Determinamos passos e cronologia desta recuperagio, pélo acom-
panhamento intermitente ¢a curtos intervalos de tempo.  Demonstramos, que apos o gstimtlo hormonal, a glindula mostra
umz queda na concentragio de proteinas nas primeiras 12 horas, a partir do que, aumenta a sintese de proteinas exportaveis,
chegando a wm meximo no 59 dia apés a injecio de testosterona. A andlise de protease androgeno-dependente, mostra simi-

lar cinética 4 sintese proteica geral,
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1- INTRODUCAQ

As glandulas submandibulares de camundongos mos-
tram, em animais adultos, dimorfismo sexualld, sendo este
dimorfismo principalmente caracterizado pela maior abun-
dancia de ductos granulosos nos animais machos do que nas
femeas26. Fste dimorfismo ndo ¢ apenas morfolégico, mas
também funcional, visto que, uma série de fatores presen-
tes neste segmento glanduolar, s8¢ mais abundantes nos ani-
mais machos, como proteasesl?, amilasel 2, 21, fator de
Crescimento Epidermalg e uma série de outras substincias.

Este dimorfismo estd vinculado a uma dependéncia an-
drogénica, visto que a_castragio de machos adultos atrefia
este segmento tubular?s <Y, enquanto a reposigio de testos-
tercna a C5LeS Mesmos animais recupera s ductos granulosos
atrofiados® 20, Também a injecdor de testosterona em fé-
meas d4 vm padrio masculine i sua glindula submandibu-
Tar 10,

Apesar da caracterizaco do dimorfismo sexual histofun-
cional deste compartimento glandular, poucos sio os estudos
que procuraram, sequenciar esta recuperago.

Chrétien? com estudo radioautogrifico procurou de-
monstrar come ocorre o incremento da sintese protéica por
estimulo androgénico. MNeste estudo, a auwlora mostra que
nas primeiras 12 horas, ndo hd incorporagao de leucina, mas

o e —

que, em 24 horas aumenta a reagdo radioautografica nas cé-
lulas dos ductos granulosos. As 48 horas, grande parte dos
grips de prata concentra-se no ergastoplasma, ¢ esta reagiio
cresce até o 79 dia apds a njegio. Comparando estes resul-
tados com trabalho anterior>, a autora mostrou que a incor-
poragio de wridina precede a incorporagio de leucina, resul-
tado congruente com as respostas promovidas pela testoste-
rona em orghos-alvo, que sio primariamente de sintese de
RNA ¢, secundarizmente de sintese de protefnas] 8,

SALVI & ANGELETTIZZ também demonstraram, que a
a¢do do hormonio masculing na sintese protéica da glandula
submandibular de fémeas € posterior 4 estimulagio de sinte-
se de RNA, a0 mesmo tempo que demonstraram, utilizando
intervalos de dois dias, que a sintese de proteases e do fator
de crescimento nervoso & mdaxima ao 69 dia apos o estimu-
o androgénico,

Buscando contribuir para o estudo da recuperagio pro-
téica de cflulas de ductos granulosos atrofiadas por castra-
¢io, pela testosterona, executamoes o presente trabalho, wti-
lizando dose tnica de testosterona e observac@es intermi-
tentes, mas a curlos intervalos, para determinar os eventos
desencadeados pela testosterona na sintese protéica geral e
na sintese de proteinus cspecificas, sabidamente andrdpeno-
dependentes, como as proteases.
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2-MATERIAL E METODOS

Meste experimento foram utilizados 68 camundongos
machos, que foram sacrificados com 70 dias de idade. Estes
68 animais foram distribuidos em 17 grupos de 4 animais, a
saber:

a) Controle-normal (CN)

b} Contrale-castrade (CC) — constituido de animais or
quiectomizados ac 219 dia de vida e mantidos por
mais 50 dias nesta condigio.

¢) Castrado-tratade [T) — composto por animais nas mes-
mas condigies do grupo anterior (CC), & que ao 709
dia de vida receberam uma dose dnica de testosterona
Com o sacrificio dos animais deste grupo foi realizado
em diferentes intervalos de tempo apds a injecio de
testosterona, & letra T, segue-se um nimero que indi-
¢a em horas quantoe tempo apds a injegio foi feito o
sacrificio dos animais. Desta forma, temos 13 grupos
T, & saber: TO, T6, T9, T12, T18, T24, T30, T36, T42,
Teo, T, TT2, T120, T168, T210.

D¢ camundongos dos grupos CC e T foram castrados ao
219 dia de vida sob ancstesia superficial com éter. Todos os
animais castrados foram mantidos por mais 50 dias nesta
condigio, tempo suficienle para se obter a atrofia maxima
dos ductos granuloses da glandula submandibularl®.

As injectes foram subcutiness na regio cérvico-lateral,
através de seringa plistica descartdvel de 0.1 ml. Os animais
dos gripos CM ¢ CC receberam uma injeciio de dleo de
amendoim neatro (0,1 ml) 48 haras antes da sacrificio. Os
animais castrados e tratados com testosterona (1) recebe.
ram dose tnica (5 mg em 0,1 ml de veiculo oleoso) de pro-
pionato de testosterona (Neo-hombreol R, Organon).

Todos oz animais receberam dgua e alimento ad libitum
durante todo o experimento e, apds prévio jejum de 12 ho-
ras, [oram sacrificados por deslocamento cervical.

3-METODOS BIOQUIMICOS

Asg glindulas submandibulares direitas mantidas congela-
das, foram homogeinizadas 2 10% em dgua destilada gelada
(P, utilizando-se para tanto wm homopeinizador de vidro

¢ pistilo de teflon, Aliquotas destes homogenatos foram, em
sepuida, submetidos ds seguintes dosagens bioguimicas;

Proteina total:

A guantificagio de proteinas foi feita pelo métado pro-
posto por LOWRY et aliil®, utilizando-se hidrolise alcalina
{(NaQM) a 379 C, durante uma hora. As leituras foram efe-
tuadas em espectrocolerimetro Beckman, em 630 nm, con-
tra branco de reagentes. Os resultados foram expressos em
termos de concentracho (g de proteinals de tecido fresco)
e conteddo total (mg de proteina/glandula). A curva padriio
para proteina tolal foi estabelecida com o uso de albumina
bovina purificada (Sigma).

Proteases:

A determinagiio da atividade proteolitica, bem como da
concentragio de proteases, foi feita segundo ANSONE, O
substrato usado foi cascina em tampio carbonato-bicarbo-
nato, pH 9, 6, durante uma hara 3 37°C. Os resultados fo-
ram expressos em termos de concentragio (mg de tirosina//g
de tecido), de atividade total {mg de tirosinafglandula) ¢ em
atividade cspecifica da enzlma (A AE) A curva padedo fod
estabelecida utilizando-se tirosina purificada (Merck).

4-METODOS ESTATISTICOS

O tratamento estatistico aplicado aos dados bioquimicos,
foi o da andlise da varidncia, proposta por SNEDLECORZ3,
septide,  quando necessdrio, do teste de comparacBes madl-
tiplas de TUKEYZ27.

O nivel de significancia foi fixado em 5%.

Mos quadros estatisticos colocados neste trabalho, o sim-
bolo + determing que houve diferenca estatistica, enquanta
o simbolo —, mostra semelhanca entre os dados.

5-RESULTADOS

Frotennr fofal: as médias e respectivos desvios padrio dos
resultados da dosagem bioguimica de proteinas, encontram-
se agrupadas na fabelz I A andlize estatistica destes resulta-
dos encontra-se sumarizada nos quadros subjacentes i tabela.

Tabelg 1 Médias ¢ respectivos desvios-padrdo, da dosagem biogquimica de proteina total na glandula submandibular dos
grupos: O, OC ¢ T. Os resultados estio expressos em termos de concentragio e contelido protéico. Os quadros abaixo da ta-
bela, apenas indicam se existe (+) ou ndo (—) diferenca cstatistica entre 0s grupos analisados.

GRUPOS mg PROTEINAS/g DE TECIDO mg PROTEINA/GLANDULA
) FRESCO
CN 175,53 % 5,61 10,57+ 0,72
Lc B0 S 591 + 0.2
T 133,77 + 0,74 e 3741043 -
T6 ] 90,11 + 7,17 i 2382027 B
™ 79,51 + 3,33 1.92 + 0,03
TizZ 20,30+ 0,32 1,75 + 0,07
Ti8 105.06 + 5,61 798+ 047
124 09,58 6,58 3762 0,37
T30 112,80 + 2,41 3,97 + D46
T30 134,81 + 9,44 465 0,58
T42 126,17 * 3,99 448 £ 0,35
To0 124,74 + 1,90 4,80 + 045
Tob _ 128,46 + 3,94 4,75 + 0,13
T72 133,36+ 3,14 6,12 + 0.26
Ti20 JERBaRE S O - —o o 13,09 + 0,67
T168 e 143,54 + 2 81 10,10 + 0.32
T210 149,55 + 2,51 10,53 + 0,14
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Andlise estatistica da concentragio de proteina total. Comparagdo entre 0s grupos de animais experimentais ¢ os controles
normais ¢ ceniroles castrados.

CN CC TGO T6 T TI12 TI§ T24 T30 T36 T42 Te0d Ted T72 T120 T168 T210

CN + + + + + + + + + + * + + + + 4+

+ C - + + + + - - - - — — - — -

Andlise estatistica do contetdo protéico total {mg proteinafglandula) Comparacfes entre animais experimentais com os
controles normais & controles castrados.

CN CC TO Té T9 Ti2 TIE T24 T30 T35 T42 TaO Tet T72 T120 TI6R T210

CH + + + + + + + + + + + + + — - -

+ CC — — — - — — - — - i == = + + +

TABELA 2: Média e respectivos desvios padrao, da concentragio, da atividade total e atividade especifica de proleases nas
glindulas submandibulares dos grupos controle-normal, controle-castrado ¢ castrado-tratado. nos quadros sub-
seqilentes 4 tabela, estd sumarizado o resultado da andlise estatistica destes dados.

Grupos mg protease/g myg protease/ AE X 102
de tecido fresco glindula
CN 3388+478 207,33 + 35.86 17,76 + 2,35
cc 239+ 0,10 700+ 0,70 1,72 + 0,09
TO 506 + 033 833+ 0,84 2,00 + 0,22
T6 1,98 +044 500+ 0,29 1,99 + 0,10
TS 1.76 + 0,15 4. 33+ 0,51 2,10+ 027
T12 232+ 0,15 511+ 047 2,68 + 0,14
T18 2,31 + 0,03 653+ 0,14 2.05 + 0,09
T24 2,70 + 0,17 910+ 0,08 2,32 + 0,20
T30 2724+ 038 826+ 178 1,81 +0.28
T36 338+ 0,18 10,30 + 0,20 2,58+ 0,19
T4z 468+ 048 16,38 + 150 3,42 + 0,30
T60 5,05 + 0,49 19,00+ 0.81 R )
T66 7.97 + 0,49 2833+ 193 5,80 + 0,51
- 4 T 13.46 + 1.94 63,00+ 10,61 8,00 + 1,04
T120 15,04 + 1,80 338,66 + 34,88 16.29 + 1,55 B
T168 12,98 + 0,86 158,00 + 10,41 13.85 + 2,98
T120 6,80 + 0,26 7995+ 3,39 7,01 + 0,39

Andlise estatistica dos resultados da concentraciio de proteases, Comparages entre animais experimentais com 05 con-
troles normais e controles castrados.

CN CC TO T6 TO Ti2 TI8 T24 T30 T36 T42 T60 Tes T72 T120 T168 T210

CH + + + +

+ + + + + + + + + + + +

+ (e _ c = 2 = =il = = =] is 2 + + + +

G3



ERUSCHI EMORAES

Serina, $(21:61-66, 1987

Andlise estatistica dos resultados da atividade proteolitica total. Comparacies entre animais ex perimentals com os contro-

les normais e controles castrados.

CN CC TO T6 T9 Tiz Tis T24 T30

T36 T42 Ted Taes T72 TI20T168 T210

CH + + + + + + +

4 CC _ . _ _ — _

£ 5 g & i S ; ;
Andlise estatistica dos resultados da atividade cspecifica da protease. Comparagoes entre animais experimentais com $eus

controles normais ¢ controles castrados.

CN CC TO T6e T9 Ti2 Tiada T24 T30 T36 T42 Tad Tes TT2 Ti20 Ti68 T210

CHN o+ + + + + + +

¥ e = = = = = i

6 - DISCUSSAO

MNeste trabalho, pudemos demonstrar que a testosterona
exerce influéncia direta na sintese protdica dos ductos gra-
nulosos da glindula submandibular do camundongo. A sig-
nificante reducio da concentracio protéica grandular apés a
castragiio ¢ plenamente recuperada pela agio hommonal.

O fato de termos utilizado dose dnica de hormanio e de
termos acompanhado de forma intermitente, mas a curtos
intervalos, possibiliton sequenciar as etapas fundamentais
e estabelecer o perfodo minimo em que se estabelece a recu
peragio Tuncional destes ductos.

Mas primeiras 12 horas apds a injecdio de testosterona,
observamoes uma queda na concentragio de proteinas em re-
lagio aos animais do grupo controle-castrado (CC) Em ter-
mos gerais, a castragio promove reducio tanto na concen-
tragio quanto no conteddo protéico total, sendo este lti-
mo plenamente recuperado pela agfo hormonal, 120 horas
apds a injecio da testosterona.

A reducio protéica inicial, aparentemente parodoxal, de-
ve estar ligada no fato de que a testosterona promaove, como
primeiro passo na modulacio do ducto estriado pam granu-
loso, um aumento no nimero de lisosomas, que desenca-
defam um fendmeno de lise, representado pelo desapareci-
mento das invaginagGes da membrana basal e diminuicio
acentuada do mimero de mitocondrias’

Somente apds estas modificacies & que a célula promove
intensa sintese protéica. De fato, CHRETIEN?, adminis-
trando lewcina-He, mostra que a sinfese protéica neste siste-
ma 54 5¢ inicia 12 horas apds o estimulo hormonal, atingindo
um médximo de concentracio 168 horas apds a injecio de
testosterona,

MNossos resultados também mostram um incremento de
proteinas a particr de 18 horas apds a injecio de testostero-
na, atingindo a mdxima concentracio 120 horas apds a in-
jecdo. Comparativamente a outros drgdos andrdgeno-depen-
dentes, a glindula submandibular mostra-se muito efetiva
na resposta de sintese ao estimulo androgénico, poisa vesicu-
Ia seminal ¢ prostata respondem com sintese protéica, res-
pectivamente 12 ¢ 24 horas apds a injecio de testoste-
rona

64

Contudo, uma interpretagio mais precisa sobre a recupe-
ragdo protéica dos ductos atrofiados, pela testosterana, po-
de ser feita quando se analisa especificamente uma proteina
cxportivel, sediada exclusivamente nos granulos de sccre-
¢do dos ductos granulosos e que seja andrdgeno-dependen-
e, como € o caso da protease ativa em pH alealino! 3,

Esta atividade proteolitica, significativamente reduzida
pela castragio, foi recuperada plenamente em termos de ati-
vidade total ou de atividade especifica da enzima. Esta recu-
peragio, embora detectdvel a partir de 66 horas apos o esti-
mulo hormonal, equipara-se aos valores normais em torno
de 120 horas. Cumpre salientar que apenas apds 210 horas
a atividade proteolitica retorna aos niveis do animal castra.
do. Esta demora na reversio, favorece a interpretaciio de
gue a metabolizagdo da testosterona € relativamente lenta
nos ductos granulosos. De fato, j4 foil demonstrado que es-
te fendmeno é muito mais ripido na glindula submandibu-
lar do rato do que no camundongo24.

Mossos resultados para a atividade proteolitica, bem co-
mo para a vanagio da concentracio de proteinas, estio cm
absoluta concordancia com os dados da andlise radicauto-
grafica ¢ ultraestrutural realizada por CHRETIENS: 4. 7,
Conclul a autora, que as primeiras 48 horas apds 2 infegdo
de testosterona estariam vinculadas com a sintese de protei-
nas estruturais, enguanto os tempos posteriores estariam
envolvidos com a sintese de protefnas cxportiveis sediadas
nos glinulos de secreciio.

A andlise morfoldgica paralela ao experimento, mostrou-
se compativel com os resultades auferidos dos dados bio-
quimicos, visto que, 24 horas apés a injegiio de testostero-
na, os ductos granulosos de animais castrados jd ensaiam
uma hipertrofia que & mdxima em 120 horas, a partir do
gque mostram uma reducio do volume, bem como da quan-
tidade de grinulos apicais de suss células,

Analisando sob um prisma histofuncional, podemos in-
ferir que a glindula submandibular comporta-se efetivamen-
te como umn Orgio androgeno-dependente, segundo propos-
to por MAINWARING1S, visto que a incorporagio de les-
tosterona?, sua mctahulizac,:jius, sua ligacio 4 receptores es-
per;iﬁmszi 28, 29 ¢ scus efeitos na sintese protéicat e
mormente na sintese de proteinas andrégeno-dependentes
espccfﬁcasu, tern sido demonstrada.
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D¢ mio de nossos dados e das informages da literaturs,
podemos dizer que nas primeiras doze horas apés o estimu-
lo hormonal, ocorre absorcio da testosterona, sua ligacio
com receptores citoplasmdticos especificos, a passagern do
complexo horménio-receptor para o interior do miicleo, sua
ligagio A sitios especificos do genoma e a ativago da sintese
protéica geral, mormente de proteinas especificas. Tudo is-
to nos fornece base sélida para credenciar o ducto granulo-
s0 como uma estrutura de grande sensibilidade ao androge-
no, visto que em outros drgios esterdide-dependentes, co-
mo o hipotdlamo em diferenciagio, nio s¢ observa nenhum
fendmeno nas onze primeiras haoras apds o estimulo hormo-
nall?.

Da mesma forma que considera CHRETIENT, nossos re-

sultados sugerem que nos primeiros dois dias apés o estimu-
lo hormonal, a sintese protéica fica mais restrita 4 sintese de
proteinas estruturais, visto que, paralela andlise morfoldgi-
ca, mostra ductos granulosos com células bem volumosas,
mas com restrita granulagio apical. MNos dias subseqitentes
hi incremento das proteinas expeortivels acumuladas nos
ductos granulosos, sendo que o maior acimulo de granulos
¢ encontrado por volta do 5% dia apds o estimulo hormonal.

Apds o 59 dia da injecio do horménio, a concentracio
protéica, especialmente das proteinas andrégenc-dependen-
tes, decai, superindo uma desativagdo neste tempo do com-
plexo horménio-receptor, ao mesmo tempo que reitera z
lenta matabalizagio da testosterona na glindula submandi-
bular do camundongo.

ABSTRACT
The submandibular glands of castrated male mice show atrophied conveluted duct cells with reduction in protein
synthesis. In this work we studied the effeet of a single dose of testosterone upon the stimulation of protein synthesis by
these cells. We determined the steps and cronology of this recuperation by intermittent accompanyment at short intervals,
We demonstrated that, after the hormonal stimulation, the glands show a decay in the protein synthesis in the first 12 hours.
Then there is an increase of the exportable protein rising to maximum in the fifth day after testosterone administration. The
analysis of a specific androgen-sensitive protein shows a similar kinecties as with general protein synthesis.

KEW WORDS: Salivar gland; Submandibular; Protein synthesis; Testosterone; Convoluted duct.
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