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Resumo

O dlcool € uma das drogas mais comuns na sociedade em geral e pode provocar alteragdes morfoldgicas em diferen-
tes tecidos. O objetivo deste trabalho foi observar, por meio da morfometria, se o dlcool altera o desenvolvimento da
glandula submandibular dos ratos e se esta alteragdo € definitiva. Para isso foram utilizados trés grupos (n=10): grupo
controle (GC), os animais receberam dgua e racdo “ad libitum”; grupo alcoolizado (GA) receberam uma mistura de
dgua e dlcool numa concentragdo de 25%; e grupo isocalérico (GI), receberam uma solugio de dgua e sacarose, com a
mesma quantidade de calorias que os animais do grupo alcoolizado. Apds 120 dias, cinco animais de cada grupo foram
sacrificados. Os animais restantes passaram a receber apenas uma dieta de 4gua e racéo e os novos grupos formados
passaram a ser denominados de: grupo controlel (GC1), grupo desintoxicado (GD) e grupo antigo isocalérico (GAI).
Os animais destes grupos foram sacrificados 120 dias apds este novo tratamento. Os animais sacrificados tiveram suas
glandulas submandibulares removidas bilateralmente para andlise morfométrica. Utilizando-se de paquimetro digital
as medidas foram devidamente tomadas e submetidas a analise estatistica. Os resultados mostraram que o consumo de
alcool produz um crescimento menor nas glandulas submandibulares no periodo de alcoolizacio e um aumento apés o
periodo de desintoxicagdo alcodlica. Baseado nestes resultados pode-se concluir que o dlcool altera o desenvolvimento
das glandulas salivares de ratos, mas esta alteracdo nio € definitiva, se o animal for submetido a um periodo de desin-
toxiagao alcodlica.
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lismo foi um dos maiores problemas médicos e sociais
de quase todas as sociedades no século passado.
E de conhecimento geral que o uso prolongado

INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS),

o alcoolismo € uma doenca farmacodependente, que
até o século passado ja atingia de um a trés milhdes
de pessoas no Reino Unido e cinco milhdes de indi-
viduos nos Estados Unidos'’. Vale a pena lembrar que
estes nimeros nao sao reais, porque muitos individuos
omitem o uso desta droga6. No Brasil a maioria dos
estudos tem encontrado prevaléncias para o alcoolismo
entre 3 e 6%'%. De acordo com Bikle? (1993), o alcoo-
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de dlcool em excesso causa uma multiplicidade de
anormalidades clinicas, bioquimicas e eletrofisiold-
gicas?!,

O dlcool atinge rapidamente a circulacio sangiii-
nea e todas as partes do corpo, inclusive o Sistema
Nervoso provocando, mesmo em doses pequenas, a
diminuicdo da coordenacdo motora e dos reflexos.
Muitas doengas sdo causadas pelo uso continuo dessa
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droga: doengas neurais, musculares, hepdticas, gastri-
cas e pancredticas. Ademais sua ingestao pode alterar
o funcionamento das glandulas salivares*>: 152023,

Como o dlcool € uma das drogas mais comuns na
sociedade em geral, € de grande importancia pesquisas
que possam alertar e esclarecer sobre os danos por ele
causados nos diversos tecidos do organismo humano.
Assim como outras drogas que causam dependéncia,
o dlcool refor¢a o seu proprio consumo através da
ativacdo do circuito de recompensa do cérebro.

Na literatura existem estudos sobre o efeito do
dlcool tanto na mucosa bucal como na glandula sub-
mandibular*>'>1*% A diminui¢io no fluxo salivar e
modificagdes na consisténcia da saliva, tornando-a
mais viscosa, sao sinais evidenciados em decorréncia
da ingestao dessa droga. Estas mudancas podem cau-
sar alteragOes nas glandulas salivares de uma forma
direta ou indireta.

Segundo Faustino & Stipp* (2003), mudancas
morfoldgicas podem ser observadas tanto na porgao
condutora quanto na porcao secretora da glandula
alterada e essas, por sua vez, podem promover as
alteracdes no fluxo salivar que, possivelmente, pro-
vocaram modificagdes morfoldgicas no parénquima
glandular, ou vice-versa.

Go6mez de Ferraris® (1991) realizaram anélise
histolégica e histoquimica das glandulas salivares
maiores e menores de pacientes que faleceram de cir-
rose alcodlica. Na glandula parétida as células acinares
apareceram com actimulos de granulos basdfilos de
diferentes tamanhos e distribuidos irregularmente e
ocorreu infiltracdo adiposa no estroma glandular. A
glandula submandibular apresentou dcinos mucosos
sem granulacdes, condutos excretores dilatados com
epitélio atréfico, leve edema intersticial e congestdo
vascular. Foi notado nas glandulas salivares menores e
sublingual hipertrofia acinar com ductos amplos con-
tendo secrecdo ligeiramente basofila. Estes resultados
sugerem que o parénquima e estroma das glandulas
salivares, tanto maiores quanto menores, sdo afetados
em diversos graus pelo consumo cronico de dlcool.

Faustino & Stipp* (2003) analisaram os efeitos do
alcoolismo cronico e da desintoxicagao alcodlica sobre
a massa das glandulas submandibulares de ratos. Os
animais foram divididos em tré€s grupos de cinco ani-
mais cada um: grupo controle (dieta com dgua), grupo
alcoolizado (dieta de dlcool etilico a 20% até a 20*
semana) e grupo desintoxicado (passou pelo mesmo
processo do Grupo alcoolizado, no entanto apéds a 20°
semana, 0s animais passaram por um periodo de desa-
daptacio gradativa ao dlcool, recebendo na 21* semana
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alcool etilico a 10%, na 22* semana dlcool etilico a 5%
e da23*a 25" semanas dgua). Os resultados indicaram
uma diferenga significativa no que se refere a massa
corporea dos animais e da glandula submandibular.
Nestas, ocorreu reducdo tanto no grupo alcoolizado
quanto no grupo desintoxicado em relagcdo ao grupo
controle. O grupo alcoolizado também apresentou
menor volume absoluto de estruturas glandulares.

Outro fator que também pode influenciar na mor-
fologia e fungao glandular € o tipo de dieta. Ferreira et
al.’ (1985) e Junqueira & Carneiro'® (2001), demons-
traram que ratos submetidos a uma dieta deficiente
de proteina-caloria apresentam alteracdes na glandula
submandibular, caracterizadas por atrofia acinar, sub-
desenvolvimento do ducto granular e atrofia do ducto
granular, combinada com reduc@o na quantidade de
triptofano.

A morfometria tem a fungdo de tornar mais ob-
jetiva e precisa a comparacao de dados, apresentacio
e andlise dos resultados das pesquisas, permitindo
assim relacionar as diferentes estruturas anatdmicas
com suas fungdes. O paquimetro, régua, fita métrica,
ultrassonografia, tomografia computadorizada e mi-
croscopio sdo alguns dos equipamentos que podem
ser utilizados na morfometria®’%-2022,

Silva et al.?° (2003) realizaram andlise morfomé-
trica da glandula submandibular de ratos submetidos
a dieta alcodlica e isocaldrica usando trés tipos de
instrumentos: foto, paquimetro convencional e paqui-
metro digital. Os resultados mostraram que no grupo
alcoolizado as glandulas tiveram uma diminui¢do no
sentido longitudinal, sendo o lado esquerdo o mais
afetado e a largura manteve-se constante independente
do instrumento utilizado para andlise. Quanto aos ins-
trumentos o mais sensivel as alteragdes morfoldgicas
das glandulas foi o paquimetro digital.

Em trabalho anterior foi analisado o efeito da
ingestdo cronica de dlcool na morfologia da glandula
submandibular®, mas devido a grande importancia das
glandulas salivares na Biologia Oral e do consumo de
alcool ser um problema social relevante, pensou-se na
continuidade deste trabalho, que teve como objetivo
verificar as alteracdes morfométricas em glandulas
submandibulares de ratos submetidos ao alcoolismo
cronico experimental e de ratos recuperados apds
processo de desintoxicacao alcodlica.

MaTeriAL E METODO

Foram utilizados 15 ratos machos adultos (Rattus
novergicus) da linhagem Wistar, com 90 dias de idade
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e com massa corporal de aproximadamente 200g, pro-
venientes do Biotério da Universidade de Sdo Paulo
Campus de Bauru. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais com comedouros e bebedouros
individuais, para melhor controlar o consumo de s6-
lido e liquido. A iluminacao artificial foi comandada
por “timer”, que controlou o ciclo claro/escuro de
12 horas e a temperatura média preestabelecida do
ambiente, controlada por um termdmetro (Incoterm),
foi de 21° C.

Os animais foram separados em trés grupos de dez
animais cada grupo, assim distribuidos:

Grupo controle (GC) — os animais receberam dgua
e racdo “ad libitum”.

Grupo alcoolizado (GA) — os animais recebe-
ram uma mistura de dlcool diluido em 4gua numa
concentracdo de 25%. As dietas liquida e sélida
foram “ad libitum”. Os animais deste grupo foram
submetidos a uma dieta crescente semanal de alco-
olizagdo 5%, 15% e 25%, para que eles fossem se
adaptando. A metodologia adotada foi semelhante
a pesquisa anteriormente realizada pelos autores20
afim de que os dados pudessem ser comparados mais
efetivamente.

Grupo isocalérico (GI) — os animais receberam
como dieta liquida uma mistura de 4gua com sacarose,
e como dieta sélida racdo. A quantidade da solugdo
de dgua e sacarose e de racdo foram as mesmas que
os animais do grupo alcoolizados receberam no dia
anterior.

Ap6s um periodo de 120 dias (periodo de alcooli-
zacdo) cinco animais de cada grupo foram sacrificados
e 0s cinco animais restantes foram submetidos a um
programa de desintoxicacdo, passando por um pro-
cesso inverso de adaptacdo para a dieta liquida, tanto
na alcodlica como isocaldrica.

Decorrido o periodo adicional de 120 dias de
desintoxicagdo os cinco animais restantes de cada
grupo foram sacrificados, e os animais destes grupos
passaram a ser denominados de:
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Grupo Controlel (GC1) os animais que receberam
4gua e racdo “ad libitum” durante os dois periodos
do experimento.

Grupo Desintoxicado (GD) os animais que rece-
beram como dieta liquida a solucdo de dgua e dlcool
e passaram a receber a dieta sem alcool

Grupo Antigo Isocaldrico (GAI) — os animais que
receberam como dieta liquida a solugdo de 4gua e
sacarose e passaram a receber a dieta sem sacarose.

No decorrer do experimento todos os animais
receberam a mesma dieta s6lida caracterizada pela
racdo Nuvilab CR 1 (NUVIAL).

O modelo de alcoolismo usado foi o “semi-vo-
luntario”, onde a administracdo de élcool diluido foi
o unico alimento liquido disponivel para o animal. O
alcool utilizado nesta pesquisa foi o etilico absoluto,
do laboratério MERCK (CH3CH20OH; PM 46.07).

O procedimento empregado para a eutandsia dos
animais foi a injecdo por via intraperitoneal de uma
dose excessiva de Pentobarbital (Hypnol) na dose
100mg/kg. O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade do Sagrado Co-
racdo — Bauru —SP.

As glandulas submandibulares foram removidas,
dissecadas, identificadas e fixadas em formalina a
10%.

A andlise morfométrica da glandula foi realizada
através de paquimetro digital (Starret, n.727-6/150).
As medi¢des foram realizadas em todas as glandulas,
em ambos os lados, analisando o comprimento e a
largura das mesmas. Os dados referentes a andlise
morfomeétrica das glandulas submandibulares foram
submetidos ao teste estatistico de ANOVA*,

ResuLTADOS
A média e desvio-padrdo do comprimento e
largura das glandulas submandibulares de ratos e o

respectivo resultado do teste estatistico estao expressos
respectivamente nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 — Média e desvio-padrdao do comprimento (cm) da glandula e respectivo resultado do teste estatistico
multivariado da comparacgao de grupos, momentos de sacrificio e lados

Glandula

Direita

Esquerda

1,52 + 0,07 Aaa
1,60 = 0,15 Aaa

1,49 + 0,09 Aap
1,78 + 0,13 Abo.

1,30 + 0,22 Aaa
1,69 + 0,36 Aba

1,13 £ 0,09 Aaa
1,83 + 0,24 Aba

Momento do
Grupo
Sacrificio
GC 120 dias
GC, 240 dias
GA 120 dias
GD 240 dias
Gl 120 dias
GAI 240 dias

1,62 + 0,09 Aaa
1,72 £ 0,12 Aaa

1,41 + 0,05 Aap
1,72 = 0,08 Abo,

Maiuscula: comparacéo de lados fixados grupo e momento (Direita — Esquerda)
Minuscula: comparag¢éo de momento fixado grupo e lado (120 dias — 240 dias)
Grega: comparagao de grupos fixados momento e lado (GC — GA — Gl) e (GC1 — GD — GAC)

Tabela 2 — Média e desvio-padrao da largura da glandula (cm) e respectivo resultado do teste estatistico
multivariado da comparacgao de grupos, momentos de sacrificio e lados.

Glandula
Grupo Momento do Sacrificio

Direita Esquerda
GC 120 dias 0,79 = 0,07 Aaa 0,74 = 0,07 Aaa
GC1 240 dias 0,92 + 0,05 Abp 0,84 + 0,02 Aba
GA 120 dias 0,78 + 0,08 Aaa 0,73 + 0,04 Aaa
GD 240 dias 0,79 + 0, 13 Aaa 0,84 + 0,02 Aba
Gl 120 dias 0,79 + 0,06 Aaa 0,80 + 0,05 Aaa
GAl 240 dias 0,78 + 0,06 Aaa 0,81 + 0,06 Aaa

Maiuscula: comparacéo de lados fixados grupo e momento (Direita — Esquerda)
Minuscula: comparag¢édo de momento fixado grupo e lado (120 dias — 240 dias)
Grega: comparagao de grupos fixados momento e lado (GC — GA — Gl) e (GC1 — GD — GAC)

Os dados demonstraram que a ingestdo de dlcool
promove alteracdes na glandula submandibular. Os
dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica
de medidas repetidas para perfis independentes com
nivel de 5% de significancia.

O comprimento e a largura das glandulas subman-
dibulares dos grupos alcoolizado (GA) e desintoxicado
(GD) foram estatisticamente diferentes em relagao ao
grupo controle (GC). Nas glandulas submandibulares
obtidas do periodo de 120 dias (periodo de alcooliza-
¢do) ocorreu alteracdo, sendo que o indice de dimi-
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nui¢do foi mais evidente no comprimento do que na
largura. No entanto, apds o periodo de desintoxicagdo
alcodlica, as glandulas apresentaram indices de com-
primento e largura semelhantes ao grupo controle. O
lado esquerdo da glandula submandibular apresentou
maior sensibilidade ao uso cronico de dlcool, pois
apresentou menor indice de crescimento em relagdo
ao lado direito.

O grupo isocalérico também apresentou alteragdes
mais evidentes no comprimento do que na largura, em
ambos os periodos.

Cienc Odontol Bras 2006 abr./jun.; 9 (2): 89-95
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A largura das glandulas submandibulares nio
apresentou alteragdes significativas, ou seja, em todos
0s grupos os valores estavam bem préximos. Isso pode
ter ocorrido pelo fato da quantidade e disposicao dos
tecidos, e estruturas, ndo interferirem diretamente na
largura dessas glandulas.

Discussio

De acordo com o trabalho anterior de Silva et
al.?? (2003), no qual os ratos foram submetidos a
dieta alcodlica de 25%, por um periodo de 120 dias,
os animais do grupo alcoolizado apresentaram um
aumento menor no sentido longitudinal de suas
glandulas, porém a largura manteve-se constante. No
presente trabalho, ocorreu um aumento das glandulas
submandibulares de ratos no grupo desintoxicado,
em relacio ao grupo alcoolizado, evidenciando assim
que o uso de dlcool pode ocasionar alteracdes nas
glandulas submandibulares. Isto pode ser explicado
pela descoberta de Lieber'? (1991), pois segundo este
pesquisador a sensacdo de saciedade provocada pelo
dlcool ocasiona uma diminui¢d@o na ingestdo da dieta
e, assim, hd um menor estimulo das glandulas saliva-
res, podendo levar a uma atrofia glandular. Ainda de
acordo com Lieber '*!* (2000 e 2003), o dlcool € uma
droga psicoativa e em alguns experimentos representa
cerca de 50% da dieta total, e como conseqiiéncia ele
pode substituir muitos nutrientes da dieta, resultando
em ma nutricdo primdria e secundaria, além de ma
digestdao ou ma absorcdo causada por complicagdes
no trato gastrointestinal.

Os resultados desta pesquisa também estdo de
acordo com os achados de Faustino & Stipp* (2003),
que obtiveram reduc¢do da glandula submandibular de
animais tanto do grupo alcoolizado quanto no desinto-
xicado em relacdo ao grupo controle e um significante
aumento glandular do grupo desintoxicado em relagdo
ao grupo alcoolizado.

No estudo de Tirapelli et al.?* (2001) foram
utilizados 27 ratos machos que foram divididos em
trés grupos: controle, isocaldrico e alcodlico. Os
animais do grupo alcodlico receberam dieta alcodlica
contendo etanol a 6%, ap6s os periodos de 5, 10 e 15
meses, trés animais de cada grupo foram sacrificados.
Os autores constataram que o consumo cronico desta
droga reduz significantemente a drea das células
acinosas e das células dos ductos granulares. Tais
achados estdo de acordo com nossos resultados,
pois se ocorreu reducdo da drea de dcinos e ductos
granulares, isto pode ser um fator que explica a alte-
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ragdo macroscopica no comprimento das glandulas
submandibulares.

Outros estudos constataram algumas alteracdes
que podem ocorrer nas glandulas devido ao uso cro-
nico de élcool. Banderas et al.! (1992), utilizaram a
dose de 10% de etanol na dieta alcodlica por um pe-
riodo de 12 meses e analisaram a glandula parétida,
os resultados indicaram transformagdo oncocitica
ductal e acinosa e numerosas células atipicas mostra-
ram anisocitose, polipliodismo e hipercromatismo,
caracterfsticas ndo encontradas nos controles. Scott et
al." (1988) analisaram microscopicamente 28 glan-
dulas pardtidas e submandibulares humanas retiradas
em necropsia. Na glandula submandibular ocorreu
aumento de tecido adiposo e reducio de tecido fibro-
vascular, mas ndo houve reducio proporcional nos
acinos. Estes resultados indicam que o etanol causa
alteracdes morfoldgicas e apds o consumo cronico,
tais alteracdes afetariam o crescimento das glandulas,
o que poderia explicar as alteragdes encontradas em
nosso estudo.

Ja Maier et al."” (1986) analisaram o efeito crénico
do etanol na morfologia e func¢do das glandulas sali-
vares em ratos, os animais foram submetidos a dieta
com etanol na concentragdo de 5g/100ml por um pe-
riodo de 12 meses. Na glandula parétida os resultados
mostraram acimulo de gordura intersticial e goticulas
de gordura de vérios tamanhos na maioria das células
acinosas. Estes cistos, frequentemente ocupavam
grandes dreas do citoplasma e alguma vez deslocava o
nicleo. O acimulo de gordura também foi encontrado
nos ductos estriados. As glandulas submandibulares
ndo mostraram alteracdes morfoldgicas significativas
apos o periodo de noventa dias. O consumo cronico
de dlcool diminuiu significativamente a taxa do fluido
salivar e a concentracio de sddio salivar, entretanto,
a concentragdo de potéssio na saliva aumentou. Em
contraste, a concentracio das proteinas totais salivares
ndo foi afetada pela ingestao de dlcool. As mudangas
na composicao eletrolitica da saliva observada depois
do consumo cronico de dlcool poderia ser devido a
alteracao do metabolismo da aldosterona ou mudancas
dos receptores da aldosterona da glandula parétida
causada pela administragcdo do dlcool. Tais achados
comprovam que o etanol pode ocasionar alteracdes
nas glandulas salivares, mas eles ndo puderam ser
comparados com os do nosso trabalho, devido uso de
metodologias diferentes.

Gomez de Ferraris et al.® (1991) & Lamano
Carvalho et al.'! (1993) sugerem que a alteragdo das
glandulas possa estar relacionada: com a inervagao,
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uma vez que os alcodlatras cronicos apresentam com
freqiiéncia polineuropatia periférica e transtornos do
Sistema Nervoso Auténomo.

Segundo alguns pesquisadores, as alteracdes nes-
tas glandulas poderiam ser explicadas também pela
atuacao do dlcool sobre a secre¢do dos hormonios de
crescimento, tiredide, adrenocorticoides, testosterona
e insulina, que seriam responsaveis pela manutencio
estrutural dessas glandulas. Por fim, o mecanismo
pelos quais as modifica¢des sdo produzidas ndo estd
totalmente esclarecido!'!®,

Neste trabalho foi usado o paquimetro digital
por ser um método simples, eficiente e menos dis-
pendioso, além disso, Silva et al.?® demonstraram
que este equipamento € o aparelho que se mostrou

mais sensivel as alteracdes de comprimento e largura
quando comparado ao paquimetro convencional e
fotografia.

CoNcLusAo

Em suma, os resultados obtidos indicam que as
glandulas submandibulares sofrem altera¢des morfo-
métricas, devido a agdo do uso cronico de alcool, no
entanto, estas alteracdes podem ser recuperadas apds o
periodo de desintoxicacgdo alcodlica. Mas acreditamos
que novos estudos devem ser feitos, usando-se cortes
histolégicos e microscopia eletrdnica, para observar se
estas alteragOes e recuperacdes ocorrem nos mesmos
elementos estruturais.

ABSTRACT

Alcohol is one of the most popular drugs in society and can produce morphological changes in different tissues. This
research observed, by morphometric analysis, if alcohol alters the development of the submandibular gland in rats,
and if this alteration is definitive. For that purpose, 3 groups were used (10 rats in each group): control group (CG)
received water and food ad libitum; alcoholic group (AG) received the solution containing water and 25% alcohol;
and isocaloric group (IG) received a solution containing water and sucrose, with the same amount of calories as the
animals in the alcoholic group. After a period of 120 days, five rats of each group were sacrificed. The other animals
only received a diet of water and food and the new groups were as follows: control groupl (CG1), detoxication group
(DG) and previously isocaloric group (PIC), originated from control group, alcoholic group and isocaloric group,
respectively. The animals of these groups were sacrificed 120 days after this new treatment. All animals sacrificed had
the submandibular glands bilaterally removed for morphometric analysis. A digital caliper was used for measurements,
which were submitted to statistical analysis. The results indicated that chronic alcohol consumption produces lower
increase of the submandibular gland in the alcoholic period and an increase after the detoxication period. Based on
these results, it could be concluded that alcohol alters the development of salivary glands in rats, but this alteration is
not definitive if the animal is submitted to a period of alcoholic detoxication.

UNITERMS

Submandibular gland; alcohol; histological techniques; metabolic detoxication, drug
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