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RESUMO

Manter uma boa satide bucal depende, entre outros fatores, de um fluxo salivar adequado.
Visto que a saliva ¢ secretada pelas glandulas salivares, a integridade destas se faz muito
importante. Sendo assim, a regeneracao destas estruturas, frente a alguma perda, ¢ essencial para
o restabelecimento de suas fungdes fisiologicas. Sabe-se que o consumo de alcool ¢ danoso ao
organismo e traz diversas alteragdes, inclusive no metabolismo glandular. Este estudo investiga o
efeito do alcool na regeneracao da glandula submandibular (GSM) em ratos. O grupo teste (GT)
ingeriu etanol a 40°GL durante 45 dias e o grupo controle (GC) recebeu agua ad libitum durante o
mesmo periodo. Apds este tempo, um ter¢o do lobo esquerdo da GSM foi removido. Trés e sete
dias pos-cirurgicos, a glandula inteira foi removida e analisada. As células caracteristicas do
processo inflamatério pareceram mais pronunciadas no GT ao terceiro dia, em comparagdo ao
GC. O inverso foi observado no sétimo dia, associado com um desenvolvimento avang¢ado do
parénquima do GT. Mudancas na marca¢do do PAS foram observadas no GT em rela¢do ao GC
nos diferentes periodos observados. Estes achados tomados em conjunto, sugerem que
provavelmente o alcool altera o processo de regeneragdo glandular, com avango na morfogénese

e atraso na citodiferenciagdo da glandula salivar.

Palavras-chave: glandula salivar, regeneragao, alcool.



ABSTRACT

Keeping a good bucal health needs a good salivary flow. Since saliva is secreted by
salivary glands, the integrity of these ones is very important. Wherefore, these structures’s
regeneration, opposite a loss, is essential to the restoration of its physiological functions. It is
known that alcohol consumption is harmful to the body and brings several changes, including in
the glandular metabolism. This study investigates the effect of alcohol in submandibular gland
(SMG) regeneration in rats. The test group (TG) received ethanol 40°GL during 45 days and the
control group (CG) water ad libitum during same period. After, one third of the left SMG lobe
was removed. Three and seven days after, the whole gland was excised and analyzed. The
inflammatory cells process seemed more pronounced in the TG on day 3, compared to CG. The
inverse aspect was observed on day 7, associated with an advanced parenchyma development in
TG. Changes in PAS marking was observed in the TG compared to CG in the different periods
observed. These findings, together taken, suggest that alcohol changes the glandular regeneration

process, with advanced morphogenesis and delay in cytodifferentiation in salivary gland.

Keywords: salivary gland, regeneration, alcohol.
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Manter uma boa saude bucal
depende, entre outros fatores, de um fluxo
salivar adequado. O fluido composto
presente na boca em contato com os dentes e
mucosa oral, referido como saliva integral, ¢
derivado predominantemente de trés pares
de glandulas salivares maiores: paroétida,
submandibular (GSM) e sublingual. No
entanto deriva-se também de glandulas
salivares menores. A saliva ¢ composta de
agua, restos celulares, bactérias, eletrolitos,

proteinas, mucinas e restos alimentares.*

Hartmann ¢ NoOr s3o graduandos da Faculdade de
Odontologia— Universidade Federal do Rio Grande do Sul -
Porto Alegre — RS — Brasil.

Dra Padilha é professora adjunta do Departamento de
Odontologia Preventiva e Social — Faculdade de
Odontologia — Universidade Federal do Rio Grande do Sul -
Porto Alegre — RS — Brasil.

Efeitos da Ingestdo Cronica de Alcool na

Regeneragdo da Glandula Submandibular em Ratos

Marcelo Dewes Hartmann
Felipe Nor

Profa. Dra. Dalva Maria Pereira Padilha

Profa. Dra. Anna Christina Medeiros Fossati

Dra. Fossati ¢ professora adjunta do Departamento de
Ciéncias Bologicas — Faculdade de Odontologia -
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - Porto Alegre
— RS — Brasil.

As maltiplas fungdes da saliva
relacionam-se a caracteristicas do fluido e
componentes especificos. Exemplos dos
primeiros  sdo: efeito de lavagem,
solubilizacdo de substancias que dao sabor
aos alimentos, formac¢ao do bolo alimentar,
limpeza do alimento e de bactérias, dilui¢ao
de detritos, lubrificagdo dos tecidos moles
orais, e facilitacdo da mastigacao, degluticao
e fonagcdo. Exemplos relacionados aos
componentes especificos sdo: protecdo do
dente pela neutralizacdo de 4cidos através de
sua capacidade-tampao, manutencdo de
concentragdes supersaturadas de célcio e

fosfato em relagdo a hidroxiapatita



(mantendo um bom equilibrio no constante
processo de desmineralizacao e
remineraliza¢do dentaria), e participacdo na
formagdo da pelicula adquirida do esmalte.*

Os componentes salivares também
participam no recobrimento da mucosa oral e
na defesa antimicrobiana, bem como em
funcdes digestivas. Assim, a saliva
desempenha um papel primordial na saude
oral, e alteragdes que afetem as funcdes
salivares podem comprometer os tecidos
bucais moles e duros em suas fungdes."

Cerca de dois ter¢os do volume de
saliva secretada ¢ produzido pelas GSMs.
Estas sdo glandulas mistas que se constituem
de células serosas e mucosas. Embora sejam
glandulas ~ predominantemente  serosas
secretam uma saliva mais viscosa € rica em
mucina.*

As mucinas neutras (MN) sao
moléculas hidrofilicas que retém muita agua,
resistindo a desidratacdo e, portanto, sendo
efetivas na lubrificacdo e manutencdo da
superficie da mucosa umida. Além disso,
mucinas apreendem algumas bactérias, o que
sugere que tais espécies devem ser excluidas
da boca. Alguns oligossacarideos das
mucinas mimetizam aqueles da célula da
superficie da  mucosa e assim,

competitivamente, inibem a adesdo de

células bacterianas aos tecidos moles pelo

bloqueio de grupos reativos, as adesinas, que
estdo nas superficies das células bacterianas.
Dessa forma, as mucinas também interagem
com os tecidos duros dentarios e podem
mediar a adesdo de bactérias especificas a
superficie do dente.’

A perda de alguma porcio da
glandula salivar, por obstrugdo, por traumas,
remocao cirurgica de tecido tumoral ou outra
alteracdo patologica, podera acarretar em
prejuizo do fluxo salivar, trazendo
conseqiiéncias danosas ao organismo ao
alterar o equilibrio da cavidade bucal.
Portanto, a regeneragdo ¢ essencial para o
restabelecimento de suas fungoes
fisiologicas. Assim sendo, a integridade da
GSM tem grande importincia para a
manutencdo de um bom fluxo salivar,
determinante essencial para uma adequada
satde bucal e geral do individuo.

Fossati, et al. (2004) demonstraram
em seu estudo semelhangas entre o processo
de regeneracdo da GSM de ratos com seu
desenvolvimento embrionario, analisando
cortes histologicos corados por
hematoxilina-eosina (H/E). Neste trabalho,
as MN s3o evidenciadas nos cortes
histologicos a partir da técnica histoquimica
do acido periddico de Schiff (PAS). Através

da sua expressdo ¢ possivel concluir se as

estruturas de sintese de saliva, ou seja, o



maquinario de sintese celular, esta operante.
Logo, a evidenciagdo das MN ¢ utilizada
para avaliar a citodiferenciacdo no processo
de desenvolvimento e regeneracdo da GSM.
Foi constatado pelos autores que o pico de
producdao de MN na regeneracdo da GSM
em ratos sob condi¢des normais ocorre no
terceiro dia do processo.

O consumo de alcool pode trazer
diversas alteracdes na cavidade bucal,
podendo inclusive contribuir para o
aparecimento de lesdes neoplasicas Além
disso, pode modificar a estrutura e o
metabolismo  glandular, alterando a
composi¢do da saliva e do fluxo salivar, com
conseqiiéncias danosas ao organismo.®

Pelo exposto, o objetivo deste estudo
¢ avaliar as alteragdes decorrentes da
ingestdo de alcool na regeneragdo da GSM,
avaliando aspectos morfologicos e de
citodiferenciacdo a partir das técnicas de H/E

e de PAS, para evidenciagdo das MN do

fluido salivar primario.

MATERIAIS E METODOS
Selecao da amostra

Para o presente estudo foram
utilizados 12 ratos machos da raga Wistar de
60 dias de vida. O numero de ratos foi
randomizadamente dividido entre os grupos

teste e controle, ambos com mesmo numero

de integrantes. O grupo teste (GT) fez
ingestdo de alcool e o grupo controle (GC)
apenas de dgua. Esta amostra faz parte de
um estudo maior, previamente aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS
(nimero 2005408).
Preparo da amostra

O GT passou por um periodo de
adaptacdo ao consumo de alcool, utilizando
uma quantidade de sacarose e pequena
quantia de etanol. Nesta adaptacdo foi
diminuida gradativamente a concentragdo de
sacarose ¢ aumentada a concentracdo de
etanol até que se atingisse a concentragdo de
40° GL sem sacarose. O GC, nesta etapa
recebeu a solucdo de adaptagdo placebo, que
consiste ~em  apenas as  mesmas
concentragdes de sacarose sem etanol.

Foi utilizada ra¢do padrdo (Nutrival,
CR-1 - Nutrival Nutrientes — Curitiba -
Brasil), administrada a ambos os grupos.
Maravalha esterilizada (Vet-Sul, Porto
Alegre, Brasil) e ventilacdo apropriada com
temperatura  entre  20-22° C  foi
disponibilizada. Os ratos foram expostos a
apropriado ciclo de claro/escuro (12 h em
cada situagdo). Gaiolas plasticas
esterilizadas (Beira Mar - Sdo Paulo, Brazil)

com armag¢do metalica abrigaram cada grupo

de 3 ratos durante o experimento.



Ap6és a fase de adaptacdo,
transcorreu-se a de consumo cronico de
alcool (etanol a 40° GL) por um periodo de
45 dias pelos ratos do GT, e agua ad libtum
pelos ratos do GC.

Passado o periodo destes 45 dias,
procedeu-se a cirurgia de remocdo do terco
inferior do lobo esquerdo da GSM de todos
os ratos (Figura 1). O procedimento foi
realizado sob anestesia, composta de
Dopalen e Rompum 0,1 ml/100mg de peso
corporal.

Apbs, os dois grupos foram
subdivididos em dois novos grupos, os de 3
e os de 7 dias de regeneragdo, dando origem
assim, a quatro subgrupos ao total.
Transcorrido o periodo de regeneragdo, esses
animais foram sujeitos a eutandsia e
procedeu-se a remocgao total da glandula.

As pecgas foram fixadas em solugdo
de Metacarn por 3 horas, processadas e
emblocadas em parafina. Foram realizadas
secgoes de Sum em um micrétomo rotatério.

Foram obtidos assim, cortes seriados.
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De cada bloco, foram obtidas 3
laminas (correspondentes aos numeros 5, 10
e 15 da ordem dos cortes seriados) que
contemplassem areas de regeneracgdo e areas
glandulares  preservadas, destinadas a
coloracdo de H/E, para observagao
morfologica; e a reagdo histoquimica do
PAS, para evidenciacdo das MN.

Para a técnica do PAS, apods
desparafinizagdo em estufa a 60° C, o
material foi clarificado em xilol, desidratado
em concentragdes crescentes de alcool, e
lavado com d4gua destilada. Apos, foi
oxidado em acido periddico a 5% e revelado
com reagente de Schiff por 15 min. A
contracoloragdo foi feita com hematoxilina
de Harris, e feita a montagem da lamina com
Entellan.

Analise das amostras na microscopia de
luz

Realizada esta etapa de
processamento do material, as amostras
foram analisadas em microscopia de luz, por
um examinador devidamente calibrado,
quando a analise foi repetida mensalmente.
As laminas coradas em H/E foram utilizadas
para se avaliar a morfologia das glandulas
nos dois estagios de regeneragdo, e assim foi
possivel comparar os diferentes aspectos da
regeneracdo entre os ratos que ingeriram

alcool e os que ingeriram apenas agua. Ja as



laminas com evidenciagdo de MN pelo PAS,
foram utilizadas para avaliar a quantidade de
mucinas produzidas. A quantificacio de
destas serviu para avaliar o nivel de
diferenciagdo celular no processo de
regeneragao nas duas etapas dos dois grupos.
Analise quantitativa

A quantidade de MN foi quantificada
através de um software de imagem (IMAGE
J 1.38x) que avalia a quantidade de
pigmentos do PAS e seus tons, através de
um plugin (Colour Deconvolution) com
vetores especificamente calibrados para tal
técnica. O software realizou entdo a
contagem da porcentagem média da érea

marcada por mucinas.

RESULTADOS

Analisando por meio da técnica de
H/E, de forma descritiva, a porcdo da
glandula onde estd ocorrendo o processo
regenerativo, observa-se na Figura 2 que aos
3 dias de regeneragdo, o aspecto do processo
inflamatorio do GT parece mais acentuado
em relacdo ao GC. Situagdo esta que
inverteu-se aos 7 dias. Nesse momento,
pareceu existir uma conformacgado
morfologica mais avangada no GT em
relagdo ao GC.

Pela analise do PAS (Figura 3), que

denota a marcacdo das MN, pode-se
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verificar que no GC, a maior intensidade de
marcagado de MN ocorre aos 3 dias de
regeneragdo, com a diminuicdo dessa
intensidade aos 7 dias, resultados estes que
correspondem a  trabalhos  anteriores
estudados.! No GT ocorre o inverso, quando
a maior intensidade de marcagao ocorreu aos
7 dias, estando a glandula corada com pouca
intensidade aos 3 dias de regenera¢do. A
Figura 4 mostra o resultado da analise

quantitativa segundo o software Imagel.

DISCUSSAO

Estudos prévios tém demonstrado
que o consumo crénico de &lcool leva a
alteragdes no organismo, sendo este fato
associado a incidéncia de inUimeras
patologias.” Os tempos de 3 e 7 dias de
regeneragdo foram determinados neste
estudo, por terem se mostrado bem mais
marcantes, sendo aqueles que apresentaram
maiores alteracoes durante o processo de
regenera¢do normal da GSM."

Aos 3 dias de regeneracdo, observou-se
que a presencga das células participantes do
processo inflamatorio foi mais acentuada no
GT, e isto nos sugere que esta alteragdo foi
decorrente do ato cirirgico potencializado
pelo consumo do alcool. De acordo com este
pensamento, estudos feitos sobre a acao do

etanol no pancreas, apontaram que o0s



metabdlitos toxicos derivados do consumo
cronico provocam stress oxidativo, o que
leva a uma autodigestdo das células acinares
e conseqiiente necrose celular. Como
resultado deste processo, mediadores
quimicos sdo liberados, promovendo um
recrutamento e ativacdo de células
inflamatérias. As citocinas normais do
processo inflamatorio parecem ter sua
expressao aumentada, promovendo uma
quimiotaxia  exacerbada das  células
leucocitarias, e isto levando a um quadro de
pancreatite.’

Devido ao curto tempo de
observagdo (3 e 7 dias), ndo foi possivel
verificar se também na GSM estes eventos
celulares e manifestagdes clinicas se tornam
presentes frente ao consumo de alcool.

No entanto, foi possivel constatar
uma diferenga acentuada no padrdo
morfolégico da porcio excisada, entre o GT
e o GC. O padrao ramificado, caracteristico
das glandulas salivares, apresentou-se muito
mais adiantado no GT, e aos 7 dias de
regeneracao, esta regido mostrou um aspecto
semelhante ao da glandula preservada. Ao
contrario, o grupo que ingeriu agua ad
libitum apresentou na mesma regido, ainda
rudimentos glandulares. Quanto a este
aspecto observado, tem sido mostrado pela

literatura, que o consumo cronico de alcool
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resulta em hiperregeneragdo da mucosa
coloretal. Os mecanismos moleculares
possiveis podem envolver os efeitos do
acetaldeido e/ou dos radicais livres gerados
durante o metabolismo do alcool.*** No
mesmo enfoque, Carrard et al. (2004),
mostraram que o consumo de 40% de alcool
aumenta a proliferagdo das células epiteliais
na por¢ao dorsal da mucosa lingual de ratos.
Em vista de tais observacdes, podemos
sugerir que também na GSM de ratos, por
algum mecanismo molecular, as citocinas
inflamatérias influenciaram no processo
regenerativo, promovendo também uma
proliferagdo epitelial aumentada, o que
resultaria no aspecto observado em H/E.

Em contraste a morfodiferenciagao
acentuada do GT, a citodiferenciagdo deste
mesmo grupo, apresentou um provavel
atraso na sintese das MN pelas estruturas
glandulares em  formagdo,  quando
comparadas ao mesmo tempo de
regeneracdo do GC. Este fato poderia
explicar a propensdo ao surgimento de
alteracdes da saliva em individuos que
consomem o dalcool rotineiramente. As
mucinas regulam a flora oral, por meio de
sua atividade antibacteriana, promovendo a
interacdo entre os leucdcitos e as bactérias.
Além disso, ¢ responsavel pela viscosidade e

adesividade da saliva.”** Por outro lado, o



alcool ou seus derivados podem ter
determinado uma alteragdo no padrao da
mucina secretada, o que determinaria uma
variagdo na marcacdo ao PAS. Ja foram
constatadas mudangas na composi¢do de
mucinas durante o desenvolvimento de

glandulas  parotidas em  ratos e

camundongos.'**

CONCLUSOES
Os dados obtidos sugerem que nos

estagios iniciais de regeneracdo — 3 e 7 dias,
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Figura 1. Procedimento de anestesia e sedagdo do rato (a). Apos tricotomia e incisdo, é feita a divulsdo dos tecidos a fim de se ter acesso & GSM esquerda (b). E entdo removido o tergo inferior da
GSM (c). Sutura (d).
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7 dias GC parte
regenerada

3 dias GT parte 7 dias GT parte
regenerada regenerada

Figura 2. Painel com imagens de microscopia de luz coradas em HE, das porgdes de regenera¢dao da GSM de ratos com 3 dias de regeneragdo dos grupos controle (a) e teste (c); ¢ com 7 dias de

regeneragdo dos grupos controle (b) e teste (d).
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3 dias GC parte 7 dias GC parte
regenerada regenerada

Figura 3. Painel com imagens de microscopia de luz marcadas em PAS, das porgdes de regeneragdo da GSM de ratos com 3 dias de regeneragio dos grupos controle (a) e teste (c); e com 7 dias de

regeneragdo dos grupos controle (b) e teste (d).

mGC
mGT

3 dias 7 dias

Tempo

Figura 4. Tabela demonstrando a porcentagem de area marcada por PAS em ambos os grupos nos tempos de 3 e 7 dias, segundo a analise quantitativa realizada com o software ImageJ 1.38x.
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