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Glandula submandibular de ratos com envelhecimento:
observagoes ao microscopio eletronico de varredura de alta
resolucao’

li-Sei Watanabe?*, Juliana P. Guimaraes?, Koichi Ogawa*, Mamie M. lyomasa®, Maria
Angélica Miglino®, Marcelo Cavenaghi P. Silva®, Marisa Semprini®, Marcia
Consentino K. Sosthines’, Marilia O. Lopes? e Ruberval A. Lopes®

ABSTRACT.- Watanabe I., Guimaraes J.P., Ogawa K., lyomasa M.M., Miglino M.A. ,Silva M. C.P,,
Semprini M., Sosthines M.C.K., Lopes M.O. & Lopes R.A. 2007. [Submandibular gland of rats
with ageing: observations with high resolution scanning electron microscopy.| Glandula
submandibular de ratos com envelhecimento: observacoes ao microscopio eletrénico de
varredura de alta resolucao. Pesquisa Veterinaria Brasileira 27(12):501-505. Departamento de
Cirurgia, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Cidade
Universitaria, Av. Prof. Dr. Orlando Maruer de Paiva 87, 05389-970, Sao Paulo, SP, Brazil. E-mail:
watanabe@icb.usp.br

The three-dimensional characteristics of the intracellular components of acinar and ductal
cells were revealed using the osmium-DMSO-osmium method. The samples were macerated
in diluted osmium after fractured in DMSO solution. The stacks of the rough endoplasmic
reticulum are revealed intermingling by several mitochondria. The lamellae of the rough
endoplasmic reticulum are located around the nuclei at basal portion and these structures are

shown in three-dimensional HRSEM images.

INDEX TERMS: Submandibular gland, rough endoplasmic reticulum, mitochondria, rat, HRSEM.

RESUMO.- As caracteristicas tridimensionais dos componen-
tes intracelulares de células acinares e de ductos foram reve-
ladas usando o método 6smio-DMSO-6smio. As amostras fo-
ram maceradas em solucao de tetroxido de 6smio diluido apos
a fratura na solucao de dimetil sulfoxido. As lamelas do
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reticulo endoplasmatico granular sao reveladas entremeadas
por varias mitocondrias. As lamelas do reticulo endoplasma-
tico granular sao localizados ao redor dos nticleos na por¢ao
basal e estas estruturas sao observadas em imagens tridimen-
sionais de microscopia eletronica de alta resolugao.

TERMOS DE INDEXACAO: Glandula submandibular, reticulo endoplas-
matico granular, mitocondria, rato, microscopia eletronica de alta
resolugao.

INTRODUCAO

As estruturas de glandulas salivares de varios animais foram
relatadas utilizando a microscopia eletronica de transmissao
por varios autores (Leeson & Jacob 1959, Scott & Pease 1959,
Tamarin & Sreebny 1965, Leeson 1969, Garret & Parsons 1973,
Riva & Riva-Testa 1973, Tandler & Erlandson 1976, Tandler &
Poulsen 1976, Cope et al. 1977, Boshell & Willborn 1978, Young
& Lennep 1978, Pinkstaff 1980, Konig et al. 1986, Watanabe et
al.1992a) apresentando a ultra-estrutura das células acinares e
dos ductos com suas organelas. O método de microscopia ele-
tronica de varredura de alta resolugao surgiu na década de 1980,
com os primeiros trabalhos de Tanaka (1981). As imagens
tridimensionais intracelulares tais como mitocondria, apare-
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lho de Golgi e reticulo endoplasmatico granular foram relata-
das por Tanaka (1981, 1989), Tanaka & Naguro (1981), Tanaka
et al. (1989), Hollenberg & Lea (1988, 1989), Mitsushima &
Tanaka (1990), Watanabe et al. (1992a,b, 1994, 1996, 1997a,b,¢),
D’ Avola et al. (2006). No presente trabalho utilizamos o méto-
do de Tanaka (1989) para estudar as caracteristicas tridimen-
sionais das organelas intracelulares de glandula salivar subman-
dibular de ratos com envelhecimento empregando a microsco-
pia eletronica de varredura de alta resolugao.

MATERIAL E METODOS

Glandulas submandibulares de ratos Wistar com envelhecimento
foram fixadas por imersao em solucao de tetroxido de 6smio a
2% em solucao tampao fosfato de s6dio a 1/15M e pH 7,4 a 4°C
por 2 horas de acordo com o método descrito por Tanaka (1989).
As pecas foram lavadas em solu¢ao tampao fosfato de sodio
durante 8 horas e imersas em solu¢ao aquosa de dimetil sulfoxido
(DMSO) a 12,5%, 25% e 50% por 30 minutos cada uma. As amostras
foram fraturadas em DMSO a 50% congeladas em nitrogénio
liquido, utilizando-se o aparelho Eiko-TF-2. As pec¢as fraturadas
foram colocadas em solucao de DMSO a 50% para
descongelamento. Estas foram lavadas em agua destilada por 20
minutos, pos-fixadas em solugao de tetroxido de 6smio a 2%
durante 2 horas a 4°C e entao, maceradas em soluc¢ao diluida de
tetroxido de 6smio a 0,1% durante 48-60 h a temperatura de 20°C.
Ap6s a lavagem em agua destilada durante 15 minutos, as pegas
foram pos-fixadas em solugao de tetroxido de 6smio a 2% durante
2 horas a 4°C, lavadas em agua destilada por 3 horas e tratadas
em solucao de acido tanico a 2% durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Seguiu-se a lavagem em agua destilada por 5 horas e
desidratadas em série crescente de alcoois e secagem em aparelho
ID-2 Eiko. As amostras foram montadas em bases de ouro com a
pasta de prata-carbono e metalizadas com os ions de ouro-paladio
em “lon-Beam Sputter”, Eiko-Japdo. As amostras foram
examinadas em um microscopio eletronico de varredura Hitachi

S$-900, para a obtencao de imagens estereoscoOpicas com as
inclinagoes +8 e -8 graus e +10 e -10 graus a partir da posicao
inicial 0° com 10kV.

RESULTADOS

As amostras resultantes da maceracao em solucao de tetroxido
de O0smio a 0,1% revelaram as estruturas membranosas intra-
celulares. A disposicao do reticulo endoplasmatico granular,
mitocondrias e as estruturas capsulares sao reveladas na Figu-
ra 1A. Observa-se na fratura transversal de um ducto a presen-
¢a de células piramidais e a concentragao de granulos serosos
na porg¢ao apical do citoplasma celular (Fig.1B). As Figuras 2A,B,
2C,D e 3A,B mostram os pares esteroscopicas revelando as es-
truturas intracelulares em aspectos tridimensionais. A por¢ao
acinar mostra claramente superficies fraturadas e maceradas
contendo os granulos de secre¢ao (Fig.3C,D).

A surperficie de fratura revela as mitocondrias cujas lami-
nas de membrana aparecem em duas. Internamente projetam-
se as cristas mitocondriais em aspectos tridimensionais. Nas
superficies de seccao de mitocondrias notam-se claramente as
faces medindo aproximadamente 0,4-0,5um em didmetro. As
lamelas da crista mitocondrial sao notadas em aspectos
tridimensionais. Nas células acinares de glandula subman-
dibular de ratos com envelhecimento, observa-se nitidamen-
te as lamelas do reticulo endoplasmatico granular, entremea-
dos de ntcleos e mitocondrias na porg¢ao basal do citoplasma
(Fig.1B). O reticulo endoplasmatico é disposto em arranjos
de lamelas ao redor do nicleo. Geralmente as superficies fra-
turadas, mostram a concentracao de numerosos granulos de
secrecao na por¢ao apical contendo a forma circular e diame-
tros que variam de 0,3 a 1,2um (Fig.3A,B). Entretanto, apos a
maceragao do tecido com a solugao de tetroxido 6smio dilu-
ido, os granulos podem ser eliminados pela dissolucao do
citosol.
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Fig.1. (A) Disposicao de reticulo endoplasmatico granular na base do citoplasma celular (setas) entremeadas de mitocondrias (M) em aspec-
tos tridimensionais, em amostra fixada em tetroxido de 6smio a 2% e macerada em solugao de tetroxido de 6smio diluido. 14.000x; (B)
Células de um ducto estriado contendo os granulos serosos na por¢ao apical e o limen do ducto na por¢ao central. Perifericamente,
observam-se os feixes de fibras colagenas da capsula (setas) e capilar (*). 3.600x.
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Fig.2. (A,B) Par estereoscopico de ducto estriado da glandula submandibular de rato com envelhecimento. Observa-se a concentragao de
granulos serosos na por¢ao apical do citoplasma celular. Inclinagao de +8 e -8 graus. 2.500x; (C,D) Par estereoscopico de célula acinar
revelando os aspectos de granulos mucosos da glandula submandibular de rato com envelhecimento. Observam-se as interdigitacoes

citoplasmaticas (setas). Inclinagao de +8 e -8 graus. 7.000x.

A capsula dos acinos e ductos estriados sao formados pela
lamina basal esponjosa e uma rede de fibras colagenas com fei-
xes de fibras colagenas externamente (Fig.1B). Em aumentos
maiores, pode-se notar nitidamente o aspecto esponjoso da es-
trutura da lamina basal contendo algumas fibrilas colagenas.

DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram as estruturas da glandula
submandibular de ratos com envelhecimento. Evidenciaram
claramente as formagoes acinares terminais e estruturas de
ductos cujos aspectos tridimensionais, através de imagens
estereoscopicas, revelaram claramente as organelas celula-
res e a distribui¢ao dos granulos de secrecao mucosa e serosa.
Estes dados sao semelhantes aqueles obtidos em microscopia

eletronica de transmissao por Leeson & Jacob (1959), Tamarin
& Sreebny (1965), Leeson (1969), Young & Lennep (1978) e
Pinkstaff (1980). As observa¢oes em microscopia eletronica
de varredura de alta resolucao confirmam as caracteristicas
de células acinares reveladas por cortes ultrafinos e examina-
das em microscopia eletronica de transmissao. Conforme foi
demonstrado por Tanaka (1981, 1989), Watanabe et al. (1992b)
o método aqui usado remove a matriz citoplasmatica das su-
perficies fraturadas das células acinares e de ducto.

Foi observado que o processo de maceragao varia com o
tipo celular ou estruturas a serem examinadas e confirmam os
relatos de Tanaka (1981, 1989) demonstrados em experimen-
tos empregando a hipofise, figado, pancreas, células nervosas,
epididimo, e Watanabe et al. (1992b, 1994, 1996, 1997a,b,c)
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referindo-se com relacao ao tempo e temperatura de maceragcao
e substancia fixadora. O reticulo endoplasmatico granular das
células acinares apresenta lamelas formadas por numerosas
cisternas planas dispostas paralelamente entremeadas de
mitocondrias e granulos de secre¢ao serosa e mucosa na por-
¢ao apical do citoplasma celular. Comparando os dados obti-
dos no presente trabalho com aqueles de ratos adultos obti-
dos anteriormente (Watanabe et al. 1994) verificou-se que hou-
ve alteragoes principalmente nas formas de granulos de secre-
¢ao onde em animais com envelhecimento apresentaram for-
mas alongadas e irregulares. Observou-se os nicleos da célula
acinar na porg¢ao basal do citoplasma celular rodeado de reticulo
endoplasmatico granular tém sido relatados em células de va-
rios tecidos por Tanaka (1981, 1989), Hollenberg & Lea (1988,
1989), Iwashita & Naguro (1990), Watanabe et al. (1992b, 1994,
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Fig.3. (A,B) Par estereoscopico da porgao citoplasmatica da célula do ducto estriado. Observam-se os granulos de secre¢ao serosa na por¢ao
apical, apresentando varios diametros, notadas em aspectos tridimensionais. Inclinacao de +10 e -10 graus. 6.000x; (C,D) Par estereoscopico
da célula acinar revelando os granulos serosos de diferentes diametros. As formas modificadas sao claramente notadas (setas) e granulos
(*). Inclinagao de +8 e -8 graus. 11.000x.

1996, 1997a,b,c) e por DAvola et al. (2006). Por outro lado, sali-
enta-se que no revestimento externo dos acinos e ductos
estriados existem a lamina basal formada por uma estrutura
esponjosa irregular contendo fibras colagenas de varios dia-
metros. Aspectos similares foram descritos por Ushiki et al.
(1990) referindo-se sobre as estruturas da lamina basal das cé-
lulas de Schwann e por Watanabe et al. (1992b) revelando a
lamina basal das células acinares da glandula submandibular
de camundongos.
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